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RESUMO

Dissertacdo de Mestrado
Programa de Pds-Graduacdo em Farmacologia
Universidade Federal de Santa Maria

SUSCETIBILIDADE IN VITRO DE Malassezia pachydermatis FRENTE A AGENTES
ANTIFUNGICOS E FRACOES DE OLEOS ESSENCIAIS
Autora: Karine Bizzi Schlemmer
Orientador: Dr. Janio Morais Santurio
Data e Local da Defesa: Santa Maria, 14 de marco de 2014.

Malassezia pachydermatis é uma levedura pertencente a microbiota normal de animais e,
usualmente, apontada como responsavel por otites externas e recentemente por diversas
formas de dermatites, principalmente em cdes. Este estudo teve como objetivo avaliar a
suscetibilidade in vitro de 26 isolados de M. pachydermatis frente aos antifungicos
fluconazol, itraconazol, cetoconazol, clotrimazol, miconazol, terbinafina e nistatina, e
combinagcbes desses com timol, carvacrol e cinamaldeido, através do método de
“checkerboard”, baseado no documento M27-A3. Também foram avaliadas a atividade do
itraconazol, cetoconazol e clotrimazol, em 20 isolados de M. pachydermatis, através da
exposicdo simultanea e sequencial desses agentes utilizando-se a técnica de disco-difuséo.
Isoladamente, as concentracdes inibitorias minimas (CIMs) para o fluconazol variaram de 1-
64 pg/mL, para o itraconazol 0,01-1 pg/mL, para o cetoconazol 0,01-0,5 pg/mL, para o
clotrimazol 0,5-32 pg/mL, para o miconazol 2-32 pg/mL, para a terbinafina 0,12-32 pg/mL e
para a nistatina 16-64 pug/mL. Altas taxas de sinergismo foram observadas nas combinagdes
de nistatina + timol (88,46%), nistatina + carvacrol (88,46%), nistatina + cinamaldeido
(73,07%), clotrimazol + timol (69,23%), clotrimazol + carvacrol (69,23%), miconazol + timol
(65,38%), miconazol + carvacrol (76,92%) e miconazol + cinamaldeido (65,38%). No
entanto, fluconazol + timol (53,84%), fluconazol + carvacrol (46,15%), fluconazol +
cinamaldeido (65,38%), itraconazol + timol (61,53%), itraconazol + carvacrol (69,23%),
itraconazol + cinamaldeido (65,38%), terbinafina + timol (73,07%), terbinafina + carvacrol
(65,38%), terbinafina + cinamaldeido (73,07%) e clotrimazol + cinamaldeido (61,53%)
tiveram altas taxas de indiferenca. Cetoconazol combinado com timol, carvacrol e
cinamaldeido apresentaram as maiores taxas de antagonismo (42,3%). A exposi¢do prévia de
M. pachydermatis ao itraconazol resultou em uma diminuicdo da zona de inibig¢do, quando
comparado com o itraconazol e cetoconazol usados simultaneamente (p <0,01). Por outro
lado, a exposicdo prévia do clotrimazol aumentou significativamente a zona de inibicdo (p
<0,001), quando comparado & exposicdo simultanea de clotrimazol e itraconazol. As
associacOes de maior relevancia merecem avaliacdo in vivo, a fim de verificar o potencial das
mesmas no tratamento de infec¢des por M. pachydermatis.

Palavras-chave: Malassezia pachydermatis. Suscetibilidade. In vitro.






ABSTRACT

Master’s Degree Dissertation
Postgraduate Program in Pharmacology
Federal University of Santa Maria, RS, Brazil

IN VITRO SUSCEPTIBILITY OF Malassezia pachydermatis AGAINST

ANTIFUNGAL AGENTS AND ESSENTIAL OIL FRACTIONS
Author: Karine Bizzi Schlemmer
Adviser: Dr. Janio Morais Santurio
Place and Date: March 14" 2014, Santa Maria.

The yeast Malassezia pachydermatis belongs to the normal microbiota of animals, and is
usually implicated as responsible for otitis media and recently by various forms of dermatitis,
mainly in dogs. This study aimed to evaluate the in vitro susceptibility of 26 M.
pachydermatis isolates against the antifungals fluconazole, itraconazole, ketoconazole,
clotrimazole, miconazole, terbinafine and nystatin, and to the combinations of these with
thymol, carvacrol and cinnamaldehyde by the checkerboard method, based on document
M27-A3. The activity of itraconazol, ketoconazole and clotrimazole against 20 isolates of M.
pachydermatis, through simultaneous and sequential exposure of these agents, was also
evaluated by the disk-diffusion technique. The minimum inhibitory concentration (MIC) for
fluconazole ranged from 1-64 pg/mL, itraconazole 0.01-1 pg/mL, ketoconazole 0.01-0.5
pg/mL, clotrimazole 0.5-32 pg/mL, miconazole 2-32 pg/mL, terbinafine 0.12-32 pg/mL and
nystatin 16-64 pg/mL. High rates of synergism were observed in the combinations of nystatin
+ thymol (88.46%), nystatin + carvacrol (88.46%), nystatin + cinnamaldehyde (73.07%),
clotrimazole + thymol (69.23%), clotrimazole + carvacrol (69.23%), miconazole + thymol
(65.38%), miconazole + carvacrol (76.92%) and miconazole + cinnamaldehyde (65.38%).
However, high rates of indifference were observed in the combinations of fluconazole +
thymol (53.84%), carvacrol + fluconazole (46.15%), fluconazole + cinnamaldehyde
(65.38%), thymol + itraconazole (61.53%), carvacrol + itraconazole (69.23%), itraconazole +
cinnamaldehyde (65.38%), terbinafine + thymol (73.07%), terbinafine + carvacrol (65.38%),
terbinafine + cinnamaldehyde (73.07%) and clotrimazole + cinnamaldehyde (61.53%).
Ketoconazole combined with thymol, carvacrol and cinnamaldehyde had the highest rates of
antagonism (42.3%). The prior exposure of M. pachydermatis to itraconazole resulted in a
reduction of the inhibition halo when compared with itraconazole and ketoconazole used
simultaneously (p <0.01). Moreover, prior exposure of clotrimazole significantly increased
the zone of inhibition (p <0.001) when compared to the simultaneous exposure of itraconazole
and clotrimazole. The most significant associations deserve in vivo evaluation in order to
verify their potential in the treatment of infections caused by M. pachydermatis.

Keywords: Malassezia pachydermatis. Susceptibility. In vitro.






LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Suscetibilidade (pg/mL) dos isolados de Malassezia pachydermatis frente a
fluconazol (FCZ), itraconazol (ITZ), cetoconazol (CTZ), clotrimazol (CLZ), miconazol
(MC2), nistatina (NST) e terbinafina (TRB) isoladamente ............cccocvvveiiniiinii i 89

Tabela 2 - MIC (pg/mL) de 26 isolados de Malassezia pachydermatis, frente a timol (T1),
carvacrol (CAR) e cinamaldeido (CIN ........ccooieiiiieie e 90

Tabela 3 - Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM) de fluconazol combinado com timol em
isolados de Malassezia pachydermatiS..........coooeiiiiiiiieieiee e 91

Tabela 4 - Concentraces Inibitérias Minimas (CIM) de itraconazol combinado com timol em
isolados de Malassezia pachydermatiS.........cccccvueiieiieieiieie e 92

Tabela 5 - Concentrac@es Inibitorias Minimas (CIM) de cetoconazol combinado com timol
em isolados de Malassezia PaChydermMatis...........ccocurerieieiiireie s 93

Tabela 6 - Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) de clotrimazol combinado com timol em
isolados de Malassezia pachydermatiS..........ccccvveiieiieiieiie i 94

Tabela 7 - Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) de miconazol combinado com timol em
isolados de Malassezia pachydermMatiS..........cccoieiiririiieieiee e 95

Tabela 8 - Concentracfes Inibitdrias Minimas (CIM) de nistatina combinada com timol em
isolados de Malassezia pachydermatiS..........cccvveiieiiiiieiicie e 96

Tabela 9 - Concentrac@es Inibitorias Minimas (CIM) de terbinafina combinada com timol em
isolados de Malassezia pachydermMatiS..........cccooeiiririeieieee e 97

Tabela 10 - ConcentracBes Inibitérias Minimas (CIM) de fluconazol combinado com
carvacrol em isolados de Malassezia pachydermatis...........ccccccvveveivieieeresic s 98

Tabela 11 - ConcentracBes Inibitérias Minimas (CIM) de itraconazol combinado com
carvacrol em isolados de Malassezia pachydermatiS..........cccocevevirininiiniiieiee e 99

Tabela 12 - Concentrages Inibitorias Minimas (CIM) de cetoconazol combinado com
carvacrol em isolados de Malassezia pachydermatis............cccoevveviiiiieiie e 100

Tabela 13 - Concentragfes Inibitérias Minimas (CIM) de clotrimazol combinado com
carvacrol em isolados de Malassezia pachydermatiS...........coocoveriieniininieicie s 101

Tabela 14 - Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM) de miconazol combinado com
carvacrol em isolados de Malassezia pachydermatis............cccoovveviiiiicie e, 102

Tabela 15 - Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM) de nistatina combinada com carvacrol
em isolados de Malassezia paCchydermatiS..........cccoverveieiieeieiie e 103



Tabela 16 - Concentracfes Inibitérias Minimas (CIM) de terbinafina combinada com
carvacrol em isolados de Malassezia pachydermatis ...........cccoceveiiiiniiinicicie e 104

Tabela 17 - ConcentragBes Inibitérias Minimas (CIM) de fluconazol combinado com
cinamaldeido em isolados de Malassezia pachydermatis............cc.ccovveveiienieenecie e 105

Tabela 18 - Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) de itraconazol combinado com
cinamaldeido em isolados de Malassezia pachydermatis............ccoceorirrinieiennieneneiesee 106

Tabela 19 - Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) de cetoconazol combinado com
cinamaldeido em isolados de Malassezia pachydermatis............cc.ccoooveveiienieenesie e 107

Tabela 20 - ConcentracBes Inibitorias Minimas (CIM) de clotrimazol combinado com
cinamaldeido em isolados de Malassezia pachydermatis............ccoceovrirernienennieneneesee 108

Tabela 21 - ConcentracBes Inibitérias Minimas (CIM) de miconazol combinado com
cinamaldeido em isolados de Malassezia pachydermatis............c..ccccvveveiienieeiecieve e 109

Tabela 22 - Concentracfes Inibitérias Minimas (CIM) de nistatina combinada com
cinamaldeido em isolados de Malassezia pachydermatis............ccocevvreriinienensienenieesee 110

Tabela 23 - Concentra¢fes Inibitorias Minimas (CIM) de terbinafina combinada com
cinamaldeido em isolados de Malassezia pachydermatis.............c.ccccvveveiienieenecie e 111

Tabela 24 - InteracGes resultantes da combinacdo de fluconazol (FLZ) e timol (THI) frente
aos isolados de Malassezia pachydermatis..........ccoririririiieieie e 112

Tabela 25 - InteracGes resultantes da combinacdo de itraconazol (ITZ) e timol (THI) frente
aos isolados de Malassezia pachydermatiS..........ocovvririiiiiiiene e 113

Tabela 26 - InteragOes resultantes da combinagédo de cetoconazol (CTZ) e timol (THI) frente
aos isolados de Malassezia pachydermatiS.........ccceieeiierieiieieeie e 114

Tabela 27 - InteracOes resultantes da combinacgdo de clotrimazol (CLZ) e timol (THI) frente
aos isolados de Malassezia pachydermatis..........ocviriririiiiien e 115

Tabela 28 - Interagdes resultantes da combinagdo de miconazol (MCZ) e timol (THI) frente
aos isolados de Malassezia pachydermatis...........ccocvviiiiiii e 116

Tabela 29 - InteragOes resultantes da combinacdo de nistatina (NST) e timol (THI) frente aos
isolados de Malassezia PachydermMatis ..........ccccuriiireierieie e 117

Tabela 30 - InteragOes resultantes da combinagéo de terbinafina (TRB) e timol (THI) frente
aos isolados de Malassezia pachydermatis..........ccoivviiieiiieciee i 118

Tabela 31 - InteragOes resultantes da combinagéo de fluconazol (FLZ) e carvacrol (CRV)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis............ccoevevereiinenieieiesee e 119

Tabela 32 - InteracOes resultantes da combinacédo de itraconazol (ITZ) e carvacrol (CRV)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis............ccueveierieniiiiniiee e 120



Tabela 33 - InteracGes resultantes da combinacdo de cetoconazol (CTZ) e carvacrol (CRV)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis ... 121

Tabela 34 - Interagdes resultantes da combinacdo de clotrimazol (CLZ) e carvacrol (CRV)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis............cccccovveieiieiiiie s 122

Tabela 35 - InteragcOes resultantes da combinacdo de miconazol (MCZ) e carvacrol (CRV)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis ...........ccccoveieieniiininincee e 123

Tabela 36 - Interagdes resultantes da combinacgéo de nistatina (NST) e carvacrol (CRV) frente
aos isolados de Malassezia pachydermatis ........cccuivereeieiieeie e 124

Tabela 37 - InteracGes resultantes da combinacdo de terbinafina (TRB) e carvacrol (CRV)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis ..o 125

Tabela 38 - InteracGes resultantes da combinacéo de fluconazol (FLZ) e cinamaldeido (CIN)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.............ccccooveveiieiiicie s 126

Tabela 39 - InteracGes resultantes da combinacdo de itraconazol (ITZ) e cinamaldeido (CIN)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis ..........cccovoereiiniiinenincee e 127

Tabela 40 - InteragBes resultantes da combinagdo de cetoconazol (CTZ) e cinamaldeido (CIN)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis............ccccccvveieiieiicic s 128

Tabela 41 - InteracGes resultantes da combinacédo de clotrimazol (CLZ) e cinamaldeido (CIN)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis ...........ccccoverireniiiiinince 129

Tabela 42 - InteracGes resultantes da combinacdo de miconazol (MCZ) e cinamaldeido (CIN)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis ...........ccccooeiiieniiiieiinee 130

Tabela 43 - InteragGes resultantes da combinagdo de nistatina (NST) e cinamaldeido (CIN)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.............ccccovveveiiiii i 131

Tabela 44 - Interacdes resultantes da combinacéo de terbinafina (TRB) e cinamaldeido (CIN)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis ..........cccoeverireniiiiiiincee e 132

Tabela 45 - Resumo dos halos de inibicdo de 20 isolados de M. pachydermatis a exposi¢édo
sequencial de KTZ e ITZ, através de disCo-difuSa0 ...........cceveviiiiiiiiiiiiiciece e 133

Tabela 46 - Resumo dos halos de inibi¢cdo de 20 isolados de M. pachydermatis a exposicao
sequencial de KTZ e CTZ, atraves de diSCO-0ifUSED.........cervririiereiiieiiere e 134

Tabela 47 - Resumo dos halos de inibicdo de 20 isolados de M. pachydermatis a exposi¢do
sequencial de ITZ e CTZ, através de disCO-difUSAD .........ccevviviiiiiiiiiieieccc e 135






SUMARIO

L INTRODUGAO ...ttt 19
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA .......ooooeoeeeceeee ettt 21
2.1 O gENEI0O MaAIASSEZIA .....c.vecveeieeiecieee ettt et e e e be et a e teenaesneenns 21
2.2 Malassezia pachydermatiS...........cccueiiiieiieie e 22
2.3 AQENTES ANTITUNGICOS ... .ottt bttt 24
P T80 o T o oo LSRR 25
0 B0t 0 I N1 = T SRS 26
2.3.2 AZONICOS ......oueiiesit ettt ettt r e Re R et et et et renreereanen 26
2.3.2. L FIUCONAZON ..ottt bbbttt bbb anes 27
2.3.2.2 ITrACONAZON ..ot bbbttt enes 28
2.3.2.3 CLOCONAZON ...ttt bbbttt bbb e reanes 29
2.3.2.4 CIOTIMAZON ..ottt bbbttt bbbt nneanes 30
P R Y, [ o] 1T V. o | SRS 30
2.3.3 AlTAMINGS.....c.eiiiie ettt e b et e e e be e e re e re et e nneern 31
2.3.3.1 TrDINAFING. .. .ceeiiieeeee et e e e e e nte e reenteeneenneenes 31
2.4 OlEOS BSSENCIAIS ........veveveceeeereeseeesissesesteses e st es st st ses s s st et ene st esene st ens et asnssssnsnessenenesssnees 32
2.4. 1 TIMOI € CANVACTOL.....viiuieieiiece ettt st re e anes 33
2.4.2 CINAMAIAEIHO .......ecvieieeiieie bbbttt bbb e neanes 34
BOBUIETIVOS ...ttt bbbttt bbbt b et e st r e bbbt benreenes 37
K@ o] 1= )Y o =] - | SR 37
3.2 ODjJEtiVOS ESPECITICOS. ...ttt 37
A MATERIAIS E METODOS ..ottt es s sss st enes st sen s 39
Y T o o] o =T TS 0 LSS 39
4.2 Avaliacéo da susceptibilidade de M. pachydermatis frente aos antifungicos .............. 40
4.2.1 AQENtES ANTITUNGICOS .....oviieiiiieiieieie ettt bbb 40
4.2.2 Preparacdo dos inoculos e realizagio da tECniCa .........cooevveveriiininieieee s 40
G T (0 W (0TS (= (S 41
4.3 Avaliacdo da susceptibilidade de M. pachydermatis frente ao timol, carvacrol e
(o a0 T 1o =TT o TP 41
4.3.1 Diluicdo do timol, carvacrol e cinamaldeido..........cccooeveiiiiiiiiniseee e 42
4.3.2 AvaliaGao das COMDINAGOES. .......ccueiuiaieiieeieeie ettt sttt snee e 42
4.4 Avaliacdo da exposicdo simultanea e sequencial de antifungicos através da técnica de
(o FES{ol0 R0 1) {157 Uo USRS 43
4.4.1 PreparaGao 0O MEIO ....cc.oiiiiiieieieie ettt bbbttt bbb enes 43
4.4.2 PreparaGao d0 INOCUIO ........cocuiiiiiie ettt 43
4.4.3 ENSaI0S de diSCO-TITUSAO ........coviiiiiiiieiie et 44

4.4.4 Leitura dos halos de INIDIGAOD .........ccoiiiiiiiiii s 45



5 MANUSCRITO 1 - IN VITRO ACTIVITY OF THIMOL, CARVACROL AND
CINNAMALDEHYDE ALONE AND IN COMBINATION WITH ANTIFUNGALS

AGAINST Malassezia pachydermatis ...........ccccoririiiriiieieie e 47
6 MANUSCRITO 2 - SEQUENTIAL EXPOSURE OF Malassezia pachydermatis TO
AZOLES: ENHANCED OR DECREASED ACTIVITY?2...oviiieieereeeieresseeeeesesseseinnes 59
T DISCUSSAO ...t see sttt n st 63
8 CONCLUSODES ..ottt 69
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. .........cccooiiiieieeeeee e 71
10 LISTA DE TABELAS ....ooooeeseeeeeeeeses s esses s sesees s 89

L1 ANEXOS ... 137



1 INTRODUCAO

O género Malassezia caracteriza-se por leveduras lipofilicas que sdo encontradas na
superficie cutdnea e nas mucosas de mamiferos e aves. Sdo conhecidas atualmente 14
espeécies, sendo elas, M. furfur, M. sympodialis, M. pachydermatis, M. globosa, M. obtusa, M.
restricta, M. slooffiae, M. caprae, M. equina, M. dermatis, M. japonica, M. yamatoensis, M.
nana e mais recentemente M. cuniculi (LOPES, 2008; CABANES et al., 2011). M.
pachydermatis & a Unica espécie nao-lipodependente, sendo frequentemente isolada da
microbiota da pele e conduto auditivo de cdes e gatos, apresentando carater oportunista
(GUILLOT; GHEHO, 1995; GIRAO et al., 2004). Essas leveduras se apresentam
morfologicamente como esféricas, elipsoidais ou alongadas, que se reproduzem por
brotamento unipolar (GUILLOT et al., 1998).

As leveduras do género Malassezia utilizam lipidios como fonte de carbono e
necessitam da suplementacdo com &cidos graxos de cadeia longa para o crescimento in vitro,
sendo assim denominadas lipodependentes. A excecdo € M. pachydermatis, cuja
suplementacédo ¢é desnecessaria, ja que se trata da Unica espécie do género nao-lipodependente
(GUEHO et al., 1996).

Apesar de M. pachydermatis se tratar de um micro-organismo zoofilico e geralmente
considerado um agente ndo transmissivel, tem ocorrido relatos de micoses sistémicas em
imunocomprometidos com transmissdo a partir de animais. Além disso, também ha a
ocorréncia de formacdo de biofilme por esta levedura em materiais hospitalares,
representando uma preocupacao atual nos hospitais e UTIs neonatais (CHANG et al., 1998;
MORRIS et al., 2005; BIRCHARD; SHERDING, 2008; FIGUEIREDO et al., 2012).

Apos o surgimento dos derivados azdlicos esses tém se tornado os principais farmacos
utilizados no tratamento da malasseziose (FARIA, 2010). Entretanto, tem sido descrito que o
uso indiscriminado dos azdis ocasionou o surgimento de resisténcia em espécies suscetiveis
(BRITO et al., 2009). Além disso, tem se observado o surgimento de resisténcia cruzada entre
o0s antifungicos do grupo dos azois, devido a estrutura similar, por exemplo, com relacdo ao
itraconazol e o posaconazol (GOODMAN; GILMAN, 1996; WILLIAMS et al., 2002;
FERREIRA et al., 2005; QIAO et al., 2008).

Em resposta as falhas da terapéutica antiflngica, varios autores tém buscado

estratégias que garantam o0 sucesso da atividade antifingica. Entre essas estratégias a
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combinacdo de farmacos tem merecido atencdo (MUKHERJEE et al, 2005). Neste contexto,
ressalta-se a importancia de analisar as interagdes entre agentes antifangicos, timol, carvacrol

e cinamaldeido, frente a M. pachydermatis.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Malassezia

O género Malassezia pertence a divisdo Deuteromycotina, classe Blastomycetes,
ordem Cryptococcales e a familia Cryptococcaceae, caracterizando-se por possuir células
esféricas ou elipsoides (forma de garrafa), com brotamento Unico em base larga. As
caracteristicas morfoldgicas do género incluem parede celular espessa, com diversas camadas,
apresentando protuberancias na parte interna da parede, correspondendo a invaginacdo da
membrana plasmatica. A reproducdo é assexuada com producdo de blastoconideos por um
processo monopolar repetitivo ou por brotamento, formando uma célula globosa, oval ou
cilindrica, adquirindo formato alongado quando se desliga da célula-mde (COUTINHO,
2003).

Em 1853, Robin denominou o agente causador da pitiriase versicolor em humanos de
Microsporum furfur, por associd-lo ao M. audoumii e causar lesBes com caracteristicas
furfuraceas relacionando-o com dermatéfitos (SLOOF, 1971; GUILLOT et al., 1995a).
Porém, o primeiro relato da natureza fangica do agente causador da pitiriase versicolor, com
lesdo superficial descamativa e despigmentada, foi feito por Eichstedt em 1846, quando
células fungicas foram evidenciadas a partir de escamas cutaneas de pacientes humanos. Um
ano mais tarde, Sluyer (1847) descreveu detalhadamente essas estruturas fungicas que
receberam a denominac&o descrita por Robin (GUILLOT; GUEHO, 1995b).

Em 1925, Weidman isolou a levedura de um rinoceronte indiano (Rhinoceras
unicornis) com lesbes de pele, sendo primeiramente denominada Pityrosporum
pachydermatis devido a semelhanca com Pityrosporum humano e com a caracteristica de ndo
apresentar lipodependéncia (GUILLOT; BOND, 1999). Em 1934, Lodder estudou essa
caracteristica e concluiu que a levedura isolada por Weidman crescia razoavelmente bem em
meios de cultura sem suplementagdo com lipidios, diferindo das espécies P. ovale e P.
orbiculare, cujo crescimento em tais condigOes era inexistente (GUILLOT; BOND, 1999).

Em 1955, Gustafson substituiu a nomenclatura de P. pachydermatis por P. canis e foi

estabelecido, em 1974, que todas as leveduras do género que crescessem sem suplementacgéo
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de lipidios seriam agrupadas em um unico txon, P. canis, que atualmente foi substituido por
M. pachydermatis (GUILLOT; BOND, 1999).

As primeiras espécies reconhecidas do género Malassezia foram M. furfur e M.
pachydermatis, e por décadas o género Malassezia foi limitado a essas duas espécies, uma
lipodependente (M. furfur) e outra ndo lipodependente (M. pachydermatis)
(SCHIOTTFELDT et al., 2002). Simmons e Guého, em 1990, identificaram a terceira espécie
do género: M. sympodialis, reconhecida através de técnicas moleculares.

Em 1993, a taxonomia do género Malassezia foi reconhecida através do
sequenciamento do rRNA (GUILLOT; GUEHO, 1993). Em 1996, Guého et al. descreveram e
nomearam sete espécies de Malassezia: M. furfur, M. sympodialis, M. obtusa, M. globosa, M.
restricta, M. slooffiae e M. pachydermatis, essa Ultima, a Unica lipideo ndo dependente. Mais
tarde, outras espécies de Malassezia foram descritas, incluindo M. dermatis (SUGITA et al.,
2002), M. japonica (SUGITA et al., 2003), M. nana (HIRAI et al., 2004), M. yamotoensis
(SUGITA et al., 2004), M. equina e M. caprae (CAFARCHIA et al., 2008).

Atualmente, o género Malassezia inclui catorze espécies, treze das quais sdo
dependentes de lipidios e sdo mais frequentemente isoladas de seres humanos, ruminantes e
equinos (M. furfur, M. globosa, M. obtusa, M. restricta, M.slooffiae, M. sympodialis, M.
Dermatis, M. nana, M. japonica, M. yamatoensis, M. equina, M. caprae e M. cuniculi). Por
sua vez, a espécie M. pachydermatis, considerada lipofilica ndo dependente é comumente
isolada de cées e gatos (CABANES et al., 2011).

2.2 Malassezia pachydermatis

M. pachydermatis é considerada um habitante normal e patégeno oportunista do meato
acustico externo de cées e gatos, também podendo ser encontrada no reto, pele interdigital,
tegumento cutaneo, sacos anais e vagina (GUSTAFFSON, 1960; BOND et al., 1995; BOND;
ANTONY, 1995; KENNIS et al., 1996; CARLOTTI, 1997; BOND et al., 2000; NASCENTE
et al., 2004).

As leveduras do género Malassezia em humanos estdo associadas a quadros
patologicos como pitiriase versicolor, dermatite seborreica e dermatite atdpica, que
anteriormente eram apenas associadas a espécie M. furfur (SCHIOTTFELDT et al., 2002). M.

pachydermatis também tem sido referida como causadora de infec¢des sistémicas no homem,
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particularmente em pacientes imunodeprimidos e em neonatos internados em unidades de
terapia intensiva, que fazem uso de alimentacdo parenteral lipidica através de cateter venoso
(LAROCCO et al., 1988; WELBEL et al., 1994).

Em cées, a malasseziose esta associada principalmente a otite externa, na qual ha
formagéo excessiva de cerume e prurido com presenca de exsudato marrom escuro a negro,
causando eritema do meato acustico externo (NASCENTE, 2006). Pela alta frequéncia de
isolamento no conduto auditivo de cdes com otite externa e na pele de animais com dermatite
pruriginosa, torna-se um importante invasor patogénico secundario em Vvarias espécies
animais (BOND et al., 1995). Assim como os &caros do género Demodex sp. e as bactérias do
género Staphylococcus sp., a levedura M. pachydermatis € constituinte da microbiota saprébia
cutanea de cdes e gatos, embora seja um agente oportunista (NAHAS, 1997).

Os sinais clinicos sdo caracterizados por prurido moderado a intenso, alopecia local ou
generalizada, escoriaces, eritema e seborréia, geralmente apresentando odor corporal
desagradavel, rancoso e seborreico, pele espessada e aspera (WILKINSON; HARVEY,
1996). Nos casos crbénicos podem ser observados hiperpigmentacdo, liquenificacdo e
hiperceratose. As lesGes podem se desenvolver nos espacos interdigitais, parte ventral do
pescoco, axilas, regido perineal e dobras cutaneas (MEDLEAU; HNILICA, 2003).

Morfologicamente, M. pachydermatis se apresenta como células isoladas ou em
grupos, medindo 1-3um X 2-4um, com formato oval ou com germinagdo unipolar de base
larga, adquirindo o formato de “garrafa” (MULLER et al., 1989; LACAZ et al., 2002).

O isolamento de M. pachydermatis é realizado em meio de cultivo agar Saboraud,
acrescido de cloranfenicol e ciclohexamida, incubado sob temperaturas entre 27°C e 37°C.
Este meio permite o isolamento da maioria das espécies de fungos responsaveis por
dermatopatias em carnivoros, tais como o0s dermatofitos e as leveduras. Na rotina laboratorial,
meios de cultivo suplementados com uma fonte de acidos graxos tém sido utilizados para
cultivo de Malassezia spp., tais como o agar Dixon modificado (GUILLOT et al., 1998). M.
pachydermatis é particularmente sensivel ao frio e a maioria das cepas tornam-se inviaveis
apos trés meses em temperatura a 4°C (GUILLOT; BOND, 1999).

As colbnias sdo opacas de coloragdo amarelo creme, passando a marrom alaranjado
conforme o envelhecimento. A superficie é redonda ou em forma de cupula, a medida
transversal ¢ de 1-3mm e a textura € seca, fridvel e granulosa, algumas vezes gordurosa
(GUILLOT et al., 1996). Apos sete dias de incubacdo a 37°C as leveduras sdo mantidas vivas

na temperatura ambiente.
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Apesar dessas caracteristicas, pode-se também identificar a espécie M. pachydermatis
através de técnicas moleculares para posterior avaliacdo de sua patogenicidade (GUILLOT et
al., 1997; AIZAWA et al., 1999, 2001; CARFACHIA et al., 2007).

2.3 Agentes Antifungicos

Apesar do crescente aumento do arsenal antifingico nos Gltimos anos, o tratamento
das infeccBes fungicas ainda é limitado. Os agentes antiflngicos utilizados no tratamento de
infeccdes fungicas causadas por M. pachydermatis incluem principalmente os polienos e 0s
derivados azolicos.

As semelhancas entre as células fangicas e as celulas mamiferas dificultam o
desenvolvimento da antifungicoterapia, pois ambas sdo células eucaridticas com organelas
semelhantes, incluindo-se também a replicacdo do DNA e sintese proteica. Por outro lado, as
diferencas entre as paredes celulares dos mamiferos e dos fungos permitem que 0s processos
de sintese dos componentes da parede celular dos fungos tornem-se alvo para antifingicos,
sem comprometer as células mamiferas. Por isto, inibidores da biossintese da parede celular
bacteriana, como as penicilinas, foram utilizados ha anos devido a baixa toxicidade associada.
Outros alvos de antifangicos incluem agentes inibidores da biossintese de DNA, a perturbacéo
dos fusos mitdticos e interferéncia no metabolismo intermediario. A diferenca mais
amplamente explorada entre as células de mamiferos e a dos fungos € o fato da membrana
celular fangica conter ergosterol e outros esterdis, em oposicdo ao colesterol presente nas
células dos mamiferos (BRANCH, 1988; PAPPAS et al., 2009).

A terapia antiflngica inicialmente era pouco efetiva e ndo especifica, tendo
sido o iodeto de potassio o primeiro composto utilizado em 1903, e até hoje ainda
desempenha importante papel dentro da micologia, uma vez que continua sendo usado no
tratamento da esporotricose, tanto nos animais como no homem. Em 1939, surgiu a
griseofulvina, sé utilizada em 1958 ap0s a comprovacdo de sua eficicia no tratamento da
dermatofitose em animais de laboratorio, sendo até hoje o farmaco de eleicdo no tratamento
desta micose, uma vez que ndo atua em fungos leveduriformes (SIDRIM; ROCHA, 2004).

No inicio da década de 1950 surgem os derivados poliénicos, quando a nistatina
aparece como opgéo terapéutica para infecgdes por leveduras, em particular Candida sp. O

surgimento da anfotericina B, em 1956, representou um grande avanco no tratamento de
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doencas fungicas (HARDMAN; LIMBIRD, 1996; COMO; DISMUKERS, 1994), ja que foi 0
primeiro farmaco eficaz no tratamento de micoses sistémicas, sendo até hoje usado como
"padrdo ouro" na terapéutica antifungica (ABAD et al., 2007). Entretanto, € um medicamento
que apresenta grandes efeitos colaterais (HARDMAN; LIMBIRD, 1996; COMO;
DISMUKERS, 1994).

Na mesma época foi descoberta a atividade antimicética de um derivado pirimidinico,
denominado flucitocina, que ampliou o arsenal terapéutico das micoses profundas. Porém, o
grande impulso nesta area foi a descoberta da propriedade antifingica do benzimidazol, de
onde surgiram os derivados imidazdlicos: miconazol (1967), clotrimazol (1969), econazol
(1975), isoconazol (1979), tioconazol (1984), oxiconazol (1986), e o cetoconazol, que por
mais de uma década foi considerado a droga de escolha no tratamento prolongado de micoses
sistémicas. Mais recentemente surgiram os triazélicos, representados pelo fluconazol (1990),
itraconazol (1992), voriconazol (2002) entre outros ainda em estudo. Estes ultimos deixaram
de exercer tantos efeitos deletérios no hospedeiro além de apresentarem propriedades
farmacocinéticas mais favoraveis produzindo uma terapia mais segura e eficaz. Surgiram
ainda na década de 90 os derivados morfolinicos, as alilaminas e as equinocandinas,
ampliando as opg¢0es terapéuticas em micoses (SIDRIM; ROCHA, 2004).

O tratamento das infeccBes fungicas causadas por M. pachydermatis geralmente
baseia-se na administracdo topica de az6is ou nistatina, combinado com antibiéticos e
glicocorticoides (BOND, 2010). A aplicacdo topica de nistatina, tiabendazol, cetoconazol,
miconazol ou clotrimazol também € indicado (MACHADO et al., 2003).

Em infeccOes graves, a doencga exige tratamentos longos ou altas doses de agentes
antifungicos (BOND, 2010). As atuais op¢0es terapéuticas incluem a terapia sistémica com
cetoconazol ou itraconazol (NEGRE et al., 2008; NUTTALL et al., 2009; PATEL,
FORYTHE, 2008) e/ou terapia topica com derivados de azoOis ou sulfeto de selénio e
clorexidina (MASON; EVANS, 1991).

2.3.1 Poliénicos

Até a década de 1940, relativamente poucos agentes antifingicos estavam disponiveis
para o tratamento de infec¢Oes fungicas sistémicas. Neste contexto, o desenvolvimento dos
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antifungicos poliénicos representou um grande avan¢o na micologia médica (MAERTENS,
2004).

Os dois poliénicos disponiveis no mercado sdo nistatina e anfotericina B, cujo
mecanismo de acao se baseia na desestabilizacdo da membrana plasmatica do fungo. Devido a

sua toxicidade, a nistatina é usada somente para tratamento topico (BEM-AMI et al., 2008).

2.3.1.1 Nistatina

A nistatina é um antifingico extraido de culturas de Streptomyces, que foi descoberta
em 1950 por Hazen e Brown, pesquisadoras dos Laboratdrios de Pesquisas do Departamento
de Saude do Estado de Nova lorque, EUA (TAVARES, 2001; GROESCHKE et al., 2006;
HAC-WYDRO; DYNAROWICZ-LATKA, 2006a; HAC-WYDRO; DYNAROWICZ-
LATKA, 2006b). A nistatina é praticamente insoluvel em agua (MARTINDALE, 1999;
TAVARES, 2001; TALLURY et al., 2007), etanol e cloroférmio, porém, é bem sollvel em
dimetilformamida (MARTINDALE, 1999).

A acdo antifingica da nistatina ocorre através da sua interagdo com o ergosterol, 0 que
provoca uma desorganizacdo funcional devido a formacdo de canais transmembranares
(TAVARES, 2001; HAC-WYDRO; DYNAROWICZ-LATKA, 2006a; SILVA et al., 2006).
Essas alteracdes levam a perda da permeabilidade seletiva das células fungicas, que culmina
em danos celulares, e posteriormente, na morte celular (TAVARES, 2001; DOROCKA-
BOBKOWSKA et al., 2003; CROY; KNOW, 2004; GROESCHKE et al., 2006; SILVA et al.,
2006).

2.3.2 Azolicos

Os azolicos formam um grupo de compostos sintéticos, com estruturas quimicas
semelhantes e com amplo espectro de atividade antifingica. S&o antifungicos caracterizados
por apresentarem um anel pentagonal na sua estrutura molecular, unido por uma ligacéo
carbono-nitrogénio com outros anéis aromaticos. Estes agentes antifngicos sao classificados

em imidazolicos quando o anel pentagonal possui trés atomos de carbono e dois de nitrogénio
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(miconazol e cetoconazol) e triazolicos quando o anel possui dois &tomos de carbono e trés de
nitrogénio (fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e ravuconazol) (CATALAN;
MOONTEJO, 2006).

Seu mecanismo de acdo se faz também através da alteracdo da permeabilidade da
membrana, essa alteracdo decorre da inibi¢cdo da sintese do ergosterol, pois os azélicos se
ligam as enzimas do complexo citocromo P450 do fungo e inibem a desmetilagdo do
lanosterol, um precursor do ergosterol. Os triazolicos representam uma classe de novos
antifangicos com grande eficiéncia e baixa toxicidade. Possuem alta afinidade pelo citocromo
P450 fungico e baixa afinidade pelo citocromo P450 dos mamiferos. Em geral, os triazdlicos
demonstram um espectro de atividade muito mais amplo e reduzida toxicidade quando
comparados aos imidazolicos (SPINOSA et al., 2002).

O tempo de meia vida dos azolicos € relativamente longo, possibilitando fazer a
terapia em uma Unica dose ou duas doses diarias. Dentre os principais efeitos colaterais que 0s
azllicos apresentam estdo a hepatotoxidade, intolerancia gastrintestinal e hipersensibilidade.
Cetoconazol pode causar ginecomastia e irregularidades menstruais (TAVARES, 2001).

Os azélicos em geral inibem uma grande variedade de fungos, entre eles dermatdfitos,
leveduras, Aspergillus spp, Cladosporium spp, Coccidioides immitis, Histoplasma
capsulatum, Madurella mycetomatis, Mucor spp, Paracoccidioides brasiliensis e Phialophora
spp. (GILMAN et al., 1980).

2.3.2.1 Fluconazol

O fluconazol é um antifungico relativamente recente, com ampla distribuicdo em todo
0 organismo. Ao contrario dos imidazdis e do itraconazol, o fluconazol atinge concentracfes
elevadas no liquido cefalorraquidiano, sendo, portanto, o medicamento de escolha para o
tratamento da maioria das meningites fangicas (SLAGLE, 2005).

O fluconazol cobriu muitas deficiéncias dos imidazolicos, por ser altamente solGvel
em &gua, nao ser alterado por mudancas na acidez gastrica, possuir menor risco de
hepatotoxicidade, podendo ser administrado tanto por via oral, quanto intravenosa. Possui
uma excelente biodisponibilidade, apresenta boa penetracdo cérebro-espinhal e alcanca niveis
de quase 80% no sangue (HAJJEH et al., 2004, COLOMBO et al., 2007). A concentracdo

plasmatica maxima ¢ de 4 a 8 pg/ml apds doses repetidas de 100 mg. A excre¢do renal
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representa mais de 90% da eliminacdo, e a meia-vida de eliminacdo é de 25 a 30 horas
(BENNETT, 2006).

2.3.2.2 ltraconazol

O itraconazol é um triazolico que apresenta atividade antifingica contra espécies de
Candida sp., Malassezia sp., Cryptococcus neoformans, Blastomyces dermatitidis, H.
capsulatum, C. immitis e dermato6fitos (BOSSCHE et al.,, 2003). Possui consideraveis
vantagens sobre o fluconazol no tratamento de aspergilose e esporotricose, entretanto, o
fluconazol demonstra um perfil farmacoldgico e toxicolégico mais favoravel (TERRELL,
1999).

Itraconazol é um agente antifingico usado no tratamento de doencas causadas por
fungos em humanos e também no tratamento da dermatofitose em gatos (RIGOPOULOS et
al., 2004). Em gatos, a administracdo desse antifungico por um periodo de até nove meses nao
induziu o aparecimento de reacdes adversas. A administracdo de doses elevadas de
itraconazol produz efeitos embriotdxicos, também causando toxicidade maternal; portanto,
como medida de seguranca, ndo se recomenda o uso desse antifingico durante a gestacdo
(PAPICH et al., 2003; COSTA; GORNIAK, 2006).

Itraconazol pode ser melhor tolerado em cédes quando comparado com cetoconazol, e
os efeitos colaterais (principalmente a anorexia) sdo incomuns em uma dose de 5 mg/kg
(GAMBICHLER et al., 2005). A eficicia da administracdo de 5 mg/kg por via oral a cada
dois dias, durante trés semanas (terapia em pulso) foi eficaz no tratamento da dermatite
causada por Malassezia. A terapia em pulso tem a vantagem da redugdo dos custos e de
efeitos colaterais melhorando a complacéncia. Entretanto, as infecges graves podem exigir
um tratamento mais prolongado ou doses mais elevadas (DRENO et al., 2003).

O itraconazol é administrado por via oral e, ap6s absorcéao, sofre extenso metabolismo
hepatico. Estudos de farmacocinética mostraram que niveis terapéuticos ativos de itraconazol
em humanos sdo mantidos por muito mais tempo em alguns tecidos infectados do que no
plasma (BOSSCHE et al., 2003). E altamente lipossoltvel, com meia vida de 36 horas, sendo
excretado na urina (BENNET, 2003). A biodisponibilidade de itraconazol é méaxima quando a
ingestdo se faz imediatamente apo6s uma refeicdo e a eliminagdo é bifasica, com uma meia-

vida terminal em um dia. Os niveis do farmaco nos tecidos queratinizados, especialmente na
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pele, sdo cinco vezes superiores aos niveis plasmaticos (ARENAS, 1993; RICHARDSON;
WARNOCK, 1993).

2.3.2.3 Cetoconazol

O cetoconazol mostra-se eficiente contra micoses superficiais e profundas (LACAZ et
al., 2002). Entretanto, € comum a ocorréncia de recidiva ap0s tratamento aparentemente bem-
sucedido (SILVA, 2006). Abrange desde Malassezia e outros dermatofitos, resistentes ou ndo
a griseofulvina, até varios agentes de micoses profundas, destacando-se seu papel no
tratamento da paracoccidioidomicose e da histoplasmose (LACAZ et al., 2002). Foi o
primeiro azolico de uso oral no tratamento de micoses sistémicas e até os dias de hoje, é
utilizado em micoses dermatoldgicas e ndo dermatoldgicas na medicina veterinaria de
pequenos animais (JAHAM et al., 2000; FARIAS; GIUFRIDA, 2002).

Distingue-se dos triazdis pela sua maior capacidade em inibir as enzimas do citocromo
P450 dos mamiferos, ou seja, € menos seletivo para o citocromo P450 fungico do que 0s mais
novos derivados azdlicos. Distribui-se amplamente por todos os tecidos e liquidos teciduais,
porém sO atinge concentracdes terapéuticas no SNC quando administrado em doses altas
(SILVA, 2006). O principal efeito adverso é a hepatotoxicidade, que é rara, mas que pode se
tornar fatal. Outros efeitos colaterais que podem ocorrer consistem em distdrbios
gastrintestinais e prurido (BENNETT, 2006). Em cdes, tem-se relatado inapeténcia, prurido e
alopecia como efeitos indesejaveis produzidos pelo cetoconazol. Observa-se ainda a elevacao
de enzimas hepaticas, aconselhando-se, portanto, monitorar os efeitos hepatotdxicos do
cetoconazol através de dosagem sérica de transaminases hepaticas (APPELT;
CAVALCANTE, 2008).

A absorcdo do cetoconazol é facilitada por pH acido; assim, o aumento do pH
estomacal, através de administracdo de antiacidos e antagonistas histaminérgicos H2 (por
exemplo, cimetidina e ranitidina), diminui a absorc&o deste antifungico (COSTA; GORNIAK,
2006). O cetoconazol € uma droga de segunda linha, por possuir menor afinidade pelas
membranas fungicas, quando comparada com o itraconazol e o fluconazol. Além disso, o
cetoconazol acarreta maior toxicidade, pois possui maior afinidade pelas membranas celulares
dos mamiferos (VALDES, 2005).
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2.3.2.4 Clotrimazol

O clotrimazol é metabolizado principalmente por via hepética. Os efeitos colaterais
mais comuns incluem nauseas e voémitos quando utilizados por via sistémica, além de eritema,
ardéncia, descamacdo, edema, prurido, urticaria e formacdo de vesiculas no uso topico
(SANDE; MANDELL, 1987; ARENAS, 1993). Atualmente, o clotrimazol é utilizado
topicamente no tratamento de dermatofitose, candidose e malasseziose (SAWYER et al.,
1975), com absorcao inferior a 0,5% ap06s aplicacdo a pele intacta. Na vagina a absor¢édo
oscila entre 3 e 10%, permanecendo concentragdes da droga por até trés dias apos a aplicacdo
(SANDE; MANDELL, 1987). O clotrimazol a 1% ¢é indicado para cdes no tratamento de

otites externas com envolvimento de M. pachydermatis (LOBELL et al., 1995).

2.3.2.5 Miconazol

Miconazol é bastante utilizado como antifingico topico ou por via oral para o0
tratamento das infeccdes fungicas do trato gastrintestinal (BENNETT, 2006). Entretanto ja foi
muito utilizado por via parenteral para o tratamento de micoses sisttmicas (NEGRONI et al.,
1977; SUNG et al., 1977; MCDOUGALL et al., 1982; ROLAN et al., 1983). Possui meia-
vida plasmaética curta e deve ser administrado a cada oito horas. Atinge concentracdes
terapéuticas no tecido ésseo, nas articulages e no tecido pulmonar, mas ndo no sistema
nervoso central. E inativado no figado. Os efeitos adversos s&o relativamente raros, e 0s mais
comuns consistem em distarbios gastrintestinais, embora se tenha relatado a ocorréncia de
prurido, discrasias sanguineas e hiponatremia (SILVA, 2006).

O miconazol é um imidazol de amplo espectro de atividade antifungica e
antibacteriana, particularmente em cocos Gram-positivos (Staphylococcus e Streptococcus).
Este antifingico é comumente utilizado por via tdpica e, raramente, por via intravenosa,
sendo a administracdo por esta Ultima via restrita ao tratamento de infeccOes sistémicas
graves, pois desencadeia muitas reacdes adversas. Nao é administrado por via oral, pois a
absorcdo € muito pequena (COSTA; GORNIAK, 2006).

Devido aos efeitos colaterais produzidos pela administragdo parenteral do miconazol,

seu uso em micoses profundas nunca deve ser a primeira escolha. Entre os efeitos adversos
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observados apo6s a aplicacéo topica do miconazol, sdo descritos queimacéo, prurido e irritacao
(COSTA; GORNIAK, 2006).

2.3.3 Alilaminas

Os antifungicos da classe das alilaminas (terbinafina e naftifina) também atuam na
biossintese do ergosterol, porém inibindo a enzima esqualeno-epoxidase. O mecanismo de
acdo se da pela inibicdo de diferentes etapas na via de sintese do ergosterol, anteriores aquelas
nas quais os derivados azdlicos atuam. O sitio de inibicdo esta centrado na esqueleno
epoxidacdo, produzindo um acumulo de precursores e auséncia de outro intermediario do
esterol, levando & morte fangica (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).

2.3.3.1 Terbinafina

A terbinafina ¢ um antifungico oral ou topico usado para tratar dermatofitos e
onicomicose, e tem sido avaliado também em combinagdes com outros agentes (VAZQUEZ,
2003). Terbinafina € um composto fungicida ceratinofilico, altamente lipofilico, pertencente
ao grupo das alilaminas (COSTA; GORNIAK, 2002). E altamente efetiva contra dermatofitos
in vitro e in vivo (GHANNOUM,; RICE, 1999; DAVIS; BALFOUR, 1995), bem como contra
fungos filamentosos, dimorficos e dematiaceos, e algumas espécies de leveduras (BALFOUR,;
FAULDS, 1992). Atua especificamente numa etapa precoce da biossintese do ergosterol
(GHANNOUM et al.,, 1999), inibindo a enzima esqualeno-epoxidase, resultando em
deficiéncia de esterol na membrana celular fungica e acumulo intracelular toxico de esqualeno
(N’DIAYE et al., 2006), resultando em morte celular. Também ¢ metabolizada no figado pelo
sistema citocromo P-450 e os metabdlitos sdo excretados na urina (BENNET, 2003).

A terbinafina ndo interfere no metabolismo de hormoénios ou outros mecanismos, liga-
se fortemente as proteinas plasmaticas, difundindo-se rapidamente através da derme e
concentrando-se no estrato corneo lipofilico. Em humanos, menos de 5% da dose sdo
absorvidos apos aplicacdo topica e a biotransformacédo resulta em metabolitos sem atividade

fangica excretados pela urina, com meia-vida de eliminacdo de 17 horas. Os efeitos colaterais
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sdo leves ou moderados e temporarios e os sintomas mais frequentes sdo gastrointestinais ou
reacOes cutaneas sem gravidade (RICHARDSON; WARNOCK, 1993).

2.4 Oleos essenciais

Os oleos essenciais sdo originados do metabolismo secundario das plantas e possuem
composicdo quimica complexa, destacando-se a presenca de terpenos e fenilpropanoides
(GONCALVES et al., 2003; SILVA et al.,, 2003). Os constituintes quimicos dos 6leos
aromaticos variam desde hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples, fenois, aldeidos, éteres,
acidos organicos, ésteres, cetonas, lactonas, cumarinas, até compostos contendo nitrogénio e
enxofre (SIMOES et al., 2004).

Estudos demonstram que cerca de 60% dos 6leos essenciais possuem propriedades
antifangicas e 35% exibem propriedades antibacterianas (BHAVANANI; BALLOW, 1992).
Vaérios estudos tém comprovado o efeito de compostos isolados, extraidos de 6leos essenciais
de plantas (ABDELGALEIL et al., 2008).

Carvacrol e timol, componentes majoritarios do 6leo essencial de O. vulgare, tém
recebido énfase na pesquisa de atividade antimicrobiana de 6leos essenciais, de modo que a
presenca destes componentes, de forma isolada ou em combinacdo, € reconhecida como
marcador de potencial antimicrobiano (FARIAS-ALVES et al., 2003).

O cinamaldeido, isolado a partir de Cinnamomum zeylanicum, tem sido identificado
como o principal componente com atividade antimicrobiana da casca da canela (SINGH et al.,
1995; UNLU et al., 2010). O género Cinnamomum é composto por cerca de 250 espécies,
sendo a espécie C. zeylanicum uma das mais importantes devido ao valor apresentado pelos
0leos essenciais, extraido tanto das folhas como da casca (YANG et al., 2005). Estudos sobre
as atividades bioquimicas do Cinnamomum comprovam seu potencial, que inclui atividade
antimicrobiana e antioxidante (SINGH et al., 2007).
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2.4.1 Timol e carvacrol

O timol e o carvacrol sdo fendis monoterpenoides biosintetizados em plantas a partir
do y-terpineno e p-cimeno. Por isso, estes Ultimos estdo sempre presentes em 6leos essenciais
que contém timol e carvacrol. Além disso, intermediarios biosintéticos também podem estar
presentes, como: terpinen-4-ol, alcool cumino e p-cimen-8-ol (BASER; DEMIRCI, 2007).

Timol e carvacrol sdo conhecidos por sua atividade antimicrobiana de amplo espectro,
a qual foi alvo de algumas investigacdes in vitro (DORMAN; DEANS, 2000; LAMBERT et
al., 2001) e in vivo (ADAM et al., 1998; MANOHAR et al., 2001). Botelho et al. (2007)
relataram que timol e carvacrol inibem efetivamente o crescimento de patdgenos orais como
Streptococcus mutans e C. albicans, apresentando atividade antibacteriana e antifungica.
Nostro et al. (2007) demonstraram que o Oleo essencial do orégano e seus principais
constituintes, timol e carvacrol, inibiram o crescimento de biofilmes pré-formados de
Staphylococcus aureus e S. epidermidis e interferiram com a formacdo desses biofilmes
durante o crescimento plancténico.

O timol € encontrado abundantemente no dleo essencial de Lippia sidoides Cham., o
“alecrim-pimenta”, um exemplar tipico do Nordeste brasileiro. Estudos anteriores
demonstraram que o Oleo essencial de espécimes nativos do Nordeste brasileiro possui cerca
de 60% de timol em sua composi¢cdo (FONTENELLE et al., 2007). Além disso, o timol
também é encontrado no 6leo essencial de alguns membros do género Thymus e Origanum,
da familia Lamiaceae, como T. vulgaris (tomilho) e O. vulgare (orégano) (HUDAIB et al.,
2002). O timol tem sido usado no tratamento de enfermidades da pele e por inalacao,
associado a outras substancias volateis, para tratar enfermidades respiratérias (KORDALI et
al., 2008).

O carvacrol, um isdmero de posic¢ao do timol, é também encontrado no 6leo essencial
de O. vulgare (TIAN; LAI, 2006) bem como de outras espécies do mesmo género, como O.
minutiflorum (SARER et al., 1996) e O. onites (VOKOU et al., 1988), compondo valores
acima de 92% do seus 6leos essenciais.

O composto fendlico carvacrol apresenta-se como 0 componente majoritario do 6leo
essencial de orégano (VALERO; SALMENRON, 2003) e, possivelmente, pode ser o
principal responsavel pela destacavel atividade antimicrobiana deste 6leo. Esses componentes
apresentam capacidade de aumentar a permeabilidade da membrana citoplasmatica

microbiana causando uma consideravel perda de ATP citoplasmatico. Esse aumento de
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permeabilidade pode estar relacionado a sua capacidade de interagir com a membrana
citoplasmatica, onde pode se dissolver na bicamada lipidica alinhando-se entre as cadeias de
acidos graxos. Tal distorcdo da estrutura fisica poderia causar a expansao e desestabilizacao
da membrana citoplasmatica, aumentando sua fluidez e resultando no incremento de sua
permeabilidade passiva (ULTEE; SMID, 2001).

O carvacrol inibiu o crescimento de varias cepas de bactérias, por exemplo,
Escherichia coli (DU et al., 2008) e Bacillus cereus. Sua baixa toxicidade, juntamente com o
seu sabor e cheiro agradaveis, sugerem seu uso como aditivo alimentar para evitar a
contaminacdo bacteriana (ULTEE; SMID, 2001). O carvacrol também provocou danos a
membrana celular da bactéria Pseudomonas aeruginosa, eo contrario de outros terpenos, foi
capaz de inibir a proliferacdo da mesma (COX; MARKHAM, 2007).

Acredita-se, que o potencial antimicrobiano de compostos fendlicos, como carvacrol e
timol, se apresente intimamente relacionado & presenca de um grupo hidroxila (OH) no anel
fendlico, particularidade que lhes confere um alto poder reativo (ULTEE et al., 2002). Em
cepas de S. aureus, estes compostos inibem a atividade da enzima ATPase ligada a membrana
citoplasmatica (CEYLAN; FUNG, 2004).

Os compostos fenolicos sdo capazes de dissolverem-se na membrana microbiana, e,
desta forma, penetrarem dentro da célula onde podem interagir com mecanismos essenciais
para 0 metabolismo microbiano (MARINO et al.,, 2001). Perturbagdo da membrana
citoplasmatica, ruptura do fluxo de elétrons, perturbacdo do transporte ativo, inibicdo de
atividade de enzimas, inativacdo da bomba de s6dio e potassio e coagulacdo do conteido
citoplasmatico sdo alguns mecanismos envolvidos na promocédo do efeito antimicrobiano do
carvacrol e do timol. Acredita-se que nem todos esses mecanismos ocorram de forma
separada, de modo que alguns deles, possivelmente, possam ser ativados como consequéncia

de outros mecanismos previamente desencadeados (COX et al., 2001).

2.4.2 Cinamaldeido

O oleo essencial de canela, bem como a canela em po, séo empregados na preparacéo
de alguns medicamentos na area farmacéutica (RUSSO et al., 2008). Seu 6leo essencial € rico
em cinamaldeido, acompanhado do &cido cindmico, eugenol e linalol (LORENZI; MATQOS,
2002).
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O cinamaldeido é o principal constituinte do 6leo essencial da casca de canela, C.
zeylanicum, espécie da familia Lauraceae que compreende cerca de 250 espécies distribuidas
na India, China, Sri Lanka e Australia. A composicdo do 6leo essencial é muito variavel, de
60 a 90% de aldeido cinamico e 10% de eugenol na casca, 10% de aldeido cindmico e 60 a
95% de eugenol nas folhas (ALBUQUERQUE, 1989). O cinamaldeido apresenta Vérias
atividades como, por exemplo, antioxidante, antimicrobiana e antifingica (SINGH et al.,
2007).

Segundo Kim et al. (2012), o trans-cinamaldeido aumentou a atividade antifingica in
vitro da anfotericina B frente a Candida spp. e Cryptococcus neoformans. A anfotericina B
liga-se ao ergosterol da membrana plasmatica fungica, alterando sua integridade e
aumentando a permeabilidade desta. No entanto, este ndo € o Unico mecanismo de acdo da
anfotericina B; esta também induz ao estresse oxidativo na célula fungica (OKAMOTO et al.,
2004; AN et al., 2009; GONZALEZ-PARRAGA et al., 2011). O trans-cinamaldeido também
provoca perturbacGes na homeostase do sistema antioxidante do fungo, ou seja, interfere no
sistema de resposta ao estresse oxidativo fungico, aumentando a atividade antifingica da
anfotericina B (KIM et al., 2012).

Shreaz et al. (2011) observaram que o cinamaldeido possui atividade fungicida e nédo
fungiostatica, através dos métodos de disco-difusdo e “time kill curve” (curva de morte). Este
estudo ressalta que o cinamaldeido, além de inibir a biossintese do ergosterol, inibe a bomba
de prétons (H'-ATPase) presente na membrana plasmatica dos fungos. Este complexo
enzimatico gera um gradiente de membrana permitindo o transporte de nutrientes na célula
fangica. Portanto, a inibicdo desta bomba produz acidificacdo e morte celular.

Um estudo avaliou a atividade antifungica do 6leo de C. cassia (alto teor de
cinamaldeido, 92,2%) e também sua atividade combinada a anfotericina B. O 6leo essencial
exibiu potente atividade frente a C. albicans e potencializou o efeito da anfotericina B
(GIORDANI et al., 2006). Sinergismo in vitro também foi observado na associagdo de
cinamaldeido e fluconazol frente a Aspergillus fumigatus e Trichophyton rubrum (KHAN;
AHMAD, 2011).

Pozzatti et al. (2008), relataram que isolados de C. albicans resistentes ao fluconazol
demonstraram sensibilidade ao 6leo de canela. Um achado interessante nesse estudo foi o fato
de que as CIMs dos isolados resistentes foram menores que para os isolados sensiveis ao

fluconazol.






3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar combinacdes entre agentes antifungicos, timol, carvacrol e cinamaldeido para
definir interagdes sinérgicas, indiferentes ou antagénicas, in vitro, frente a isolados de M.

pachydermatis.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar a suscetibilidade de M. pachydermatis frente aos farmacos fluconazol, itraconazol,

cetoconazol, clotrimazol, miconazol, nistatina e terbinafina.

Avaliar a suscetibilidade de M. pachydermatis frente ao timol, carvacrol e cinamaldeido.

Investigar interagbes entre fluconazol, itraconazol, cetoconazol, clotrimazol, miconazol,
nistatina e terbinafina com timol, carvacrol e cinamaldeido, para definir interacfes sinérgicas,
indiferentes ou antagonicas frente a isolados de M. pachydermatis através do indice de

Concentracéo Inibitoria Fracionaria (ICIF).

Avaliar a susceptibilidade de isolados de M. pachydermatis ao itraconazol, cetoconazol e
clotrimazol através da exposicdo sequencial e simultanea dessas drogas atraves da técnica de

disco-difusao.






4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Micro-organismos

Foram utilizados 26 isolados de M. pachydermatis obtidos do conduto auditivo de
cdes. A distribuicdo das amostras, bem como os sinais clinicos, podem ser visualizados no
Quadro 1.

Amostras Sinais Clinicos
Mp 01 Otite

Mp 02 Otite

Mp 03 Otite

Mp 04 Otite

Mp 05 Otite

Mp 06 Otite

Mp 07 Otite

Mp 08 Sem sinais clinicos
Mp 09 Sem sinais clinicos
Mp 10 Sem sinais clinicos
Mp 11 Sem sinais clinicos
Mp 12 Sem sinais clinicos
Mp 13 Sem sinais clinicos
Mp 14 Sem sinais clinicos
Mp 15 Sem sinais clinicos
Mp 15 Sem sinais clinicos
Mp 17 Sem sinais clinicos
Mp 18 Sem sinais clinicos
Mp 19 Sem sinais clinicos
Mp 20 Sem sinais clinicos
Mp 21 Otite

Mp 22 Sem sinais clinicos
Mp 23 Otite

Mp 24 Sem sinais clinicos
Mp 25 Otite

Mp 26 Otite

Quadro 1 — Distribuicdo das 26 amostras de M. pachydermatis e sinais clinicos dos cées.
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4.2 Avaliacdo da susceptibilidade de M. pachydermatis frente aos antifangicos

A avaliacdo da suscetibilidade de M. pachydermatis frente aos farmacos antifungicos
foi realizada pelo método de microdiluicdo em caldo, seguindo o protocolo internacional
M27-A3, para fungos leveduriformes, determinado pelo CLSI (2008). No presente estudo, a

técnica foi adaptada para M. pachydermatis.

4.2.1 Agentes antifingicos

Os antifangicos utilizados foram: fluconazol (FLC, Pfizer Central Research, New
York, EUA), itraconazol (ITZ, Janssen Beerse, Bélgica), clotrimazol (CTZ, Bayer Schering
Pharma, New York, EUA), nitrato de miconazol (MNZ, Labware), cetoconazol (KTZ,
Janssen Beerse, Bélgica), nistatina (Bristol-Myers Squibb Pharmaceuticals Research Institute,
Wallingford, EUA) e terbinafina (TRB, Novartis®, Basel, Suica).

As solucBes de fluconazol foram diluidas em agua destilada estéril, enquanto que as
demais solugdes foram diluidas em dimetilsulféxido (DMSQ). A partir das solucbes estoque
dos farmacos foram realizadas diluicGes em série em tubos de ensaio com capacidade para 10
mL, a fim de obter as concentraces desejadas de cada farmaco. Todas estas diluicdes foram
realizadas em caldo RPMI 1640. A concentracdo final nos pocos para fluconazol (0,5 a 64
pug/mL), itraconazol (0,003 a 4 pg/mL), clotrimazol (0,125 a 16 pug/mL), miconazol (0,125 a
16 pg/mL), cetoconazol (0,003 a 4 pg/mL), nistatina (0,125 a 16 pg/mL) e terbinafina (0,125
a 16 pg/mL).

4.2.2 Preparacdo dos inoculos e realizacdo da técnica

A partir de cultivos puros e com 48-72h de crescimento, no meio Dixon, obteve-se
uma suspensdo em solucdo salina acrescida de Triton, a qual foi ajustada em
espectrofotémetro (A= 530 nm) com transmitancia de 90%. Apds esta correcdo, a suspensao
foi diluida (1:50) em &gua destilada estéril e novamente a 1:20 em caldo RPMI 1640 (Gibco
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Laboratories) tamponado com &cido morfolinopropanossulfénico (MOPS) e acrescida de
glicose, conforme o protocolo M27-A3 (CLSI, 2007).

Os testes foram realizados em microplacas de 96 pocos. Foram utilizadas
concentracdes dos farmacos em diluicdo decrescente. Todos os testes foram feitos em
triplicata, sendo que quando os resultados ndo coincidiram, os mesmos foram repetidos.

Foram colocadas aliquotas de 100ul das diferentes concentracdes de cada farmaco (a
partir de solugbes 2x concentradas) nas cavidades da microplaca; um volume igual de inoculo
foi adicionado a cada cavidade, resultando em uma concentracao final de 0,5 x 10> UFC/mL.
Para cada isolado de M. pachydermatis testado foram realizados controles positivos (200ul de
indculo) e negativos (200ul de RPMI). As microplacas foram incubadas em estufa com

temperatura controlada, a 35°C, durante 48 horas.

4.2.3 Leitura dos testes

Depois deste periodo foi realizada a leitura dos testes, determinando-se a CIM de
cada farmaco, considerando a menor concentracdo na qual ndo houve crescimento
leveduriforme.

Determinou-se ainda a CIM50 e a CIM90 (concentracdo de antifingico capaz de

inibir o crescimento de 50 e 90% dos isolados, respectivamente).

4.3 Avaliacéo da susceptibilidade de M. pachydermatis frente ao timol, carvacrol e

cinamaldeido

No presente estudo, avaliou-se a atividade antifungica do timol, carvacrol e
cinamaldeido, obtidos comercialmente (Sigma Aldrich®, St. Louis, EUA), frente a 26

isolados de M. pachydermatis.



42

4.3.1 Diluig&o do timol, carvacrol e cinamaldeido

O timol, carvacrol e cinamaldeido foram solubilizados em metanol originando uma
solugéo estoque na concentracdo de 640mg/mL. A partir desta, realizou-se uma dilui¢do 1:100
em RPMI 1640, a fim de se eliminar qualquer possibilidade de interferéncia do metanol na
atividade antifungica. Desta forma, a maior concentracdo obtida de 6leo essencial foi de 6,4
mg/mL, realizando-se, a partir desta, diluicbes seriadas a 1:2 também no meio RPMI 1640,
obtendo-se as seguintes concentragdes: 3,2 mg/mL, 1,6 mg/mL, 0,8 mg/mL, 0,4 mg/mL, 0,2
mg/mL, 0,1 mg/mL, 0,05 mg/mL e 0,025 mg/mL. Aliquotas de 100 uL das sete concentragdes
diferentes de cada fracdo foram dispensadas, sequencialmente, nas placas de microtitulacéo,
sendo que as concentracdes finais de cada 6leo essencial testado, apds a adicdo do indculo,
foram: 3200 pg/mL, 1600 pg/mL, 800 pg/mL, 400 pg/mL, 200 ug/mL, 100pug/mL, 50 ug/mL
e 25 pg/mL.

4.3.2 Avaliacéo das combinagdes

A avaliacdo da atividade antifingica, quando dois agentes sdo combinados, foi obtida
pelo método de “checkerboard”, baseado no documento M27-A3 (CLSI, 2008), com posterior
determinacdo do ICIF (JOHNSON et al., 2004). Os testes foram realizados em caldo RPMI
1640 tamponado em pH 7 com MOPS.

As diluicGes dos agentes foram realizadas para que resultassem em uma concentragdo
quatro vezes maior que a concentracao final desejada. Isto se deve ao fato de que 50 pL de
cada diluicdo de um determinado agente foi combinada a outros 50 pL de cada diluicdo do
segundo agente; e a este volume foi somado 100 pL de in6culo em caldo RPMI 1640
depositados em cada poco da microplaca. As placas foram incubadas em estufa com
temperatura controlada, a 35°C, durante 48 horas. Depois deste periodo foi realizada a leitura
dos testes, que foram realizadas em dois sentidos; CIM A (menor concentragdo da droga A na
combinacéo) e CIM B (menor concentracdo da droga B na combinacéo).

Para avaliar a interacdo entre os agentes, a concentracdo inibitoria fracionaria (CIF) foi
calculada para cada combinacdo. As CIFs foram calculadas para cada agente pela divisdo da

concentracdo inibitoria (ou efetiva) de cada agente na combinacdo, pela concentracéo
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inibitoria (ou efetiva) do agente sozinho. Os valores de CIF foram entdo somados para definir
o indice de concentracdo inibitoria fracionaria (ICIF) resultante da combinag&o. Sinergismo
foi definido como ICIF < 0,5. A indiferenca serd considerada quando 0,5 < ICIF < 4,

enquanto que antagonismo sera definido quando ICIF > 4 (JOHNSON et al., 2004).

4.4 Avaliacéo da exposicao simultanea e sequencial de antifungicos atraves da técnica de

disco- difusdo

A exposicdo simultanea, ou seja, exposicdo da segunda droga apds 15 minutos da
inoculacdo das placas com o primeiro antifingico, e a exposicdo sequencial, exposicdo da
segunda droga ap6s 16 horas da inocula¢do das placas com o primeiro antifingico, foram
realizadas por disco-difuséo, de acordo com a metodologia descrita por Kontoyiannis et al.
(2003), frente a 20 isolados de M. pachydermatis.

4.4.1 Preparacdo do meio

O meio utilizado no teste de disco-difusdo foi o Agar Muller Hinton, o qual foi
rehidratado em &gua destilada esterilizada, na concentracdo de 38g/mL e esterilizado em
autoclave. A seguir, os antifangicos (0, 0,003, 0,007, 0,01, 0,03 e 0,06 pg/mL), cetoconazol
(0, 0,0009, 0,001, 0,003, 0,007 e 0,01 pg/mL) e clotrimazol (0, 0,25, 0,5, 1, 2 e 4 pg/mL)
foram adicionados ao agar nio solidificado. Em seguida, aliquotas de 30 mL do Agar Muller
Hinton foram distribuidas em placas de Petri (90mm), de modo a obter-se volume suficiente

para 4mm de espessura.

4.4.2 Preparagéo do inoculo

Todos os isolados a serem testados tiveram um cultivo recente realizado em agar

Dixon, por técnica de esgotamento, sendo incubados em estufa a 35°C, por 24h. No dia do
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ensaio, o indculo foi preparado selecionando-se cinco coldnias distintas, de aproximadamente
1mm de didmetro, que foram suspensas em 4mL de solucdo salina estéril (0,085% salina)
acrescida de 0,05% de Tween, em tubos de hemdlise esterilizados. A suspensdo de leveduras
foi agitada em vortex, por 15 segundos, sendo sua turbidez ajustada na escala 0,5 de
McFarland, correspondente a 90% de transmitancia a 530 nm, em espectrofotometro. Ao final
deste procedimento, obteve-se uma suspensdo de leveduras com indculo apresentando

concentragdo variando entre 1-5x10° células/mL.

4.4 .3 Ensaios de disco-difusao

Amostras de cada inoculo previamente preparados no dia do ensaio foram
homogeneamente distribuidas sobre a superficie do meio, com o auxilio de swab de algodao,
semeando-se a suspensao de leveduras em trés direcOes diferentes.

Para a analise simultanea dos antifingicos, as placas contendo os antifingicos no
meio, foram inoculadas e ficaram em descanso por aproximadamente 15 minutos, permitindo
a absorcdo do inoculo pela superficie do meio (KONTOYIANNIS et al., 2003).
Posteriormente, os discos de papel estéreis de 6mm foram colocados no meio de cultivo,
utilizando-se pinga esterilizada. Cada disco foi pressionado, suavemente, sobre a superficie do
agar com a ponta da pinca esterelizada. A seguir 10 puL do segundo antifungico foi adicionado
nos discos, nas seguintes concentracdes: itraconazol (10 ug), cetoconazol (50 pg) e
clotrimazol (50 pg). E importante ressaltar que os discos ndo foram movidos apds a sua
colocacdo, evitando assim prejuizos na leitura dos testes. As placas foram invertidas e
incubadas por 48h a 35°C, em estufa microbioldgica. Os isolados com crescimento
insuficiente apo6s 48h de incubagdo permaneceram na estufa até 72h.

Para a analise da exposicdo sequencial dos antifungicos, as placas contendo os
antifangicos no agar foram semeadas e incubadas por 16h a 35°C (KONTOYIANNIS et al.,
2003). Apos esse periodo, os discos foram colocados no meio de cultivo e 10uL dos
antifangicos itraconazol, cetoconazol e clotrimazol foram adicionados sobre os discos, nas
concentragdes de 10 pg, 50pug e 50ug respectivamente. As placas foram incubadas por mais
48h a 35°C, em estufa microbioldgica.
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4.4.4 Leitura dos halos de inibigédo

A leitura dos halos de inibicao foi realizada apos 48 e 72h de incubacdo, através da
medida dos didmetros dos halos de inibicdo gerados pelo teste de disco-difusdo. Estes
didmetros foram medidos no limite do ponto de transi¢do onde ha decréscimo abrupto do

padrdo de crescimento dos isolados semeados no agar Muller Hinton.
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Significance and impact of the study

This study provides the first demonstration of the in vitro antimicrobial activity of thymol,
carvacrol and cinnamaldehyde, and of synergism when these compounds are combined with
antifungal drugs against M. pachydermatis. These combinations might provide effective

alternative treatments for M. pachydermatis due to their synergistic interactions.

Abstract

The fungi Malassezia spp. are normal commensal and occasional pathogens of skin and many
veterinary species. We describe the in vitro activity of thymol, carvacrol and cinnamaldehyde
alone and in combination with fluconazole, ketoconazole, itraconazole, clotrimazole,
miconazole, terbinafine and nystatin against 26 isolates of yeast Malassezia pachydermatis.
The assays were based on the M27-A3 technique developed by Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) and the checkerboard microdilution method. The main synergism
observed was through the combination of nystatin+thymol (88.46%), nystatin+carvacrol
(88.46%), miconazole+carvacrol (76.92%) and nystatin+cinnamaldehyde (73.07%). However,
the antifungal activity of thymol, carvacrol and cinnamaldehyde against M. pachydermatis
and the potential to generate synergistic combinations when are associated with antifungals
were demonstrated. The synergisms that we observed in vitro against M. pachydermatis
isolates are promising and warrant further analysis of their applications in experimental in
vivo studies.

Keywords: Malassezia pachydermatis, thymol, carvacrol, cinnamaldehyde, synergism, in

vitro.

Introduction
Malassezia spp. are normal commensal and occasional pathogens of human skin and

many veterinary species (Batra et al. 2005; Bond 2010). Currently, the genus Malassezia
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includes fourteen species, thirteen of which are lipid-dependent and most frequently
recovered from humans, ruminants and horses (M. furfur, M. globosa, M. obtusa, M. restricta,
M.slooffiae, M. sympodialis, M. dermatis, M. nana, M. japonica, M. yamatoensis, M. equine,
M. caprae and M. cuniculi) the non-lipid-dependent species, M. pachydermatis, is commonly
recovered from dogs and cats (Cabafies et al. 2011). M. pachydermatis is part of the
microbiota of both the ear canals and coats of dogs, cats and other species of animals (Chen
and Hill 2005).

Treatment usually requires high doses of antifungal agents (Bond 2010). Antifungal
triazoles are commonly used for treatment, and treatment should be continued until the
clinical signs resolve, and the yeast are no longer observed during direct examination (Daigle
2007).

The antifungal activity of essential oils and their components, as well as their
synergistic potential when associated with antifungals have been described in a considerable
number of studies (Ro6zalska et al. 2011; Silva et al. 2011; Khan et al. 2012; Tabassum and
Vidyasagar 2013). However, the in vitro susceptibility of M. pachydermatis to essential oils
and their components alone or in combination with antifungal agents has not been described.
In this context, this paper aims to assess the in vitro antimicrobial activity of thymol,
carvacrol and cinnamaldehyde in combination with antifungal drugs against M.
pachydermatis using the broth microdilution method standardised by the Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI 2008) in conjunction with a checkerboard technique for

drug combination.

Results and discussion
Based on the parameters of susceptibility (MIC range, MICsy, MICgy and geometric

mean), which are shown in Table 1, strains exhibited lower MICs of fluconazole (1-64
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pug/mL), itraconazole (0.01-1 pg/mL), ketoconazole (0.01-0.5 ug/mL), clotrimazole (0.5-32
ug/mL), miconazole (2-32 pg/mL), terbinafine (0.12-32 pg/mL) and nystatin (16-64 pg/mL).
Table 2 shows the percentages of synergism, additivity and indifference that resulted from the
combinations of thymol, carvacrol and cinnamaldehyde with fluconazole, itraconazole,
ketoconazole, clotrimazole, miconazole, terbinafine and nystatin against the M.
pachydermatis strains.

The highest synergistic interactions, based on the MIC values, were observed for the
following combinations: nystatin+thymol  (88.46%), nystatin+carvacrol (88.46%),
miconazole+carvacrol (76.2%), nystatin+cinnamaldehyde (73.07%), clotrimazole+thymol
(69.23%), clotrimazole+carvacrol (69.23%), clotrimazole+cinnamaldehyde (69.23%) and
miconazole+thymol (65.38%). The other combinations produced synergistic interactions
ranging from 11.53% to 46.15%. The highest percentages of indifference were observed for
terbinafine combined with each of the three fractions of oils: thymol, carvacrol and
cinnamaldehyde (approximately 70%). Antagonism effects were detected from the
combinations of ketoconazole+thymol, ketoconazole+carvacrol and ketoconazole
+cinnamaldehyde (approximately 40%), as well as the combinations of terbinafine
+cinnamaldehyde (15.38%), terbinafine+thymol (7.69%), itraconazole+cinnamaldehyde
(7.69%), terbinafine+carvacrol (3.84%) and fluconazole+cinnamaldehyde (3.84%) (Table 2).

This study demonstrated the in vitro antimicrobial activity of thymol, carvacrol and
cinnamaldehyde as well as the synergistic potential of these compounds when combined with
antifungal drugs. Among the associations analysed in this study, the most synergistic
interactions against the M. pachydermatis strains were obtained through the combination of
nystatin+thymol (88.46%), nystatin+carvacrol (88.46%), miconazole+carvacrol (76.92%) and

nystatin+cinnamaldehyde (73.07%).
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In our study, the nystatin+thymol and nystatin+carvacrol combinations showed the
highest percentages of synergism against M. pachydermatis. Rosato et al. (2009) found
synergistic interactions between nystatin and the essential oils of Origanum vulgare,
Pelargonium graveolens and Melaleuca alternifolia against some Candida species.

In this context, it is important that studies investigate the mechanisms by which
essential oils affect the pathogens such that the pathogens become more susceptible to
antifungal compounds. This synergism may result in the use of lower effective doses of
antifungal agents and/or cause resistant microorganisms to become susceptible, or at least
more sensitive, to antifungal treatments.

Some previous studies reported that inhibition of microorganisms by essential oils
seems to rely on different mechanisms of action (Aligiannis et al. 2001; Lambert et al. 2001;
Sikkema et al. 1994; Sikkema et al. 1995; Trombetta et al. 2005). Toxin effects on membrane
structure and function have been generally used to explain the antimicrobial action of
essential oils and their monoterpenoid compounds (Kokkini et al. 1994; Sikkema et al. 1994;
Sikkema et al. 1995). Some studies suggest that the antimicrobial action of essential oils may
be a consequence of a negative effect on enzymes, including those involved in the production
of energy and the synthesis of structural components of the microorganism, in addition to the
destruction or inactivation of genetic material (Lambert et al. 2001; Trombetta et al. 2005).

Phenolic compounds present in essential oils may disturb membrane-embedded
proteins and inhibit cellular respiration. Additionally, alterations in the ion-transport processes
of the cell membrane and modifications in the activity of calcium channels can cause an
increase in cell permeability and consequent release of vital intracellular constituents
(Trombetta et al. 2005).

These results have direct impacts on the clinical treatment of M. pachydermatis.

However, further studies using models of experimental malasseziosis are needed to reveal the
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therapeutic efficacy of the in vitro synergism observed in this study, which can then be used
to suggest the best treatment for malasseziosis.

In conclusion, we found that the combinations of nystatin with thymol, carvacrol and
cinnamaldehyde may be effective alternatives for the treatment of M. pachydermatis because
these combinations resulted in higher synergistic interactions. Additional studies using
geographically and genetically diverse M. pachydermatis strains are needed for a better
understanding of the susceptibility of this species to combinations of antifungal drugs and

fractions essential oils.

Materials and methods

We evaluated 26 samples M. pachydermatis isolated from dogs with and without
otitis. To perform the tests, the isolates were subcultured onto Dixon’s media and incubated at
37°C for 48 hours.

The antifungal drugs fluconazole (FLC) (Pfizer Central Research, New York, NY),
ketoconazole (KTZ) and itraconazole (ITZ) (Janssen Pharmaceutica®, Sdo Paulo, Brazil),
clotrimazole (CTZ) (Bayer Schering Pharma, New York, USA), miconazole nitrate (MCZ)
(Labware), terbinafine (TRB) and nystatin (NYS) (Bristol-Myers Squibb Pharmaceuticals
Research Institute, Wallingford, CT) were obtained commercially stock solution were diluted
in dimethyl sulfoxide or distilled water and thymol (THY), carvacrol (CRV) and
cinnamaldehyde (CI) (Sigma Aldrich®, St. Louis, USA) were obtained commercially and
diluted in ethanol (640mg/ml, stock solutions) or distillated RPMI 1640® (1:100 work
solutions).

RPMI-1640 medium employed was the broth; it was buffered with MOPS contained
2% dextrose. The inoculum was standardised by suspending the yeast (five colonies grown on

Dixon’s media) in saline solution containing Triton-X 100 (0.05%) and adjusted according to
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M27-A3 protocol (CLSI 2008). All tests were performed in triplicate, and each series
included a positive (diluted inoculum working solution) and a negative (RPMI-1640 alone)
growth control. The plates were incubated at 37°C for 48 hours. After the incubation period,
we observed the growth controls, and the MICs were determined.

Susceptibility tests were performed according to the CLSI M27-A3 microdilution
technique (CLSI 2008). The interactions between the drugs and essential oils were evaluated
using the broth microdilution checkerboard method, and the lowest fractional inhibitory
concentration (FIC) was calculated for each agent by dividing the minimal inhibitory
concentration (MIC) of each drug used in combination by the MIC of the drug alone. FIC
values were then summed to determine the fractional inhibitory concentration index (FICI)
resulting from the combination. A synergistic interaction was defined as FICI < 0.5, and
indifference was defined as 0.5 < FICI < 4, whereas antagonism was defined as FICI > 4

(Johnson et al. 2004).
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TABLES

Table 1: In vitro activity of antifungal drugs against 26 Malassezia pachydermatis isolates.

Geometric MIC
Agents Mean Range M|C5o M'Cgo
Fluconazole 9.64 1-64 4 64
Itraconazole 0.07 0.01-1 0.03 0.5
Ketoconazole 0.05 0.01-0.5 0.03 0.12
Clotrimazole 4.22 0.5-32 4 8
Miconazole 9.90 2-32 8 32
Terbinafine 2.17 0.12-32 2 8
Nystatin 50.3 16-64 64 64

MIC: minimum inhibitory concentration; GM: geometric mean; MIC50 and MIC90:
concentrations required to inhibit the growth of 50 and 90%, respectively, of the

microorganisms used.
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Table 2: Percentages of synergism (Syn), indifference (Ind) and antagonism (Ant) resulting
from the combination of thymol (THY), carvacrol (CRV) and cinnamaldehyde (CI) with

antifungal drugs against 26 Malassezia pachydermatis isolates.

Drug Combination

Interpretation (%)

Drugs FICI* mean range (GM) Syn Ind Ant
FLZ + THY 0.03-2.5 (0.43) 46.15 53.84 0.00
ITZ + THY 0.09-3.04 (0.51) 38.46 61.53 0.00
KTZ + THY 0.12-6.00 (1.34) 19.23 38.46 42.30
CTZ+ THY 0.03-3.00 (0.30) 69.23 30.77 0.00
MCZ + THY 0.03-2.03 (0.26) 65.38 34.61 0.00
TRB + THY 0.06-8.00 (0.97) 19.23 73.07 7.69
NST + THY 0.03-0.53 (0.14) 88.46 11.53 0.00
FLZ + CRV 0.12-2.12 (0.44) 53.84 46.15 0.00
ITZ+CRV 0.09-3.08 (0.55) 30.76 69.23 0.00
KTZ + CRV 0.25-6.00 (1.45) 19.23 38.46 42.30
CTZ + CRV 0.03-2.03 (0.27) 69.23 30.76 0.00
MCZ + CRV 0,02-3.00 (0.21) 76.92 23.07 0.00
TRB + CRV 0.09-5.00 (0.76) 30.77 65.38 3.84
NST + CRV 0.02-2.01 (0.15) 88.46 11.53 0.00
FLZ + CI 0.06-12.0 (0.71) 30.77 65.38 3.84
ITZ + ClI 0.07-8.26 (0.81) 26.92 65.38 7.69
KTZ + ClI 0.09-6.00 (1.65) 19.23 38.46 42.30
CTZ+Cl 0.06-2.12 (0.51) 38.46 61.53 0.00
MCZ + ClI 0.06-2.00 (0.34) 65.38 34.61 0.00
TRB + Cl 0.07-4.5 (1.13) 11.53 73.07 15.38
NST + Cl 0.06-1.25 (0,31) 73.07 26.92 0.00

FICI: fractional inhibitory concentration index; GM: geometric mean; FLZ: fluconazole; ITZ:
itraconazole; KTZ: ketoconazole; CTZ: clotrimazole; MCZ: miconazole; TRB: terbinafine;

NYZ: nystatin.
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EiEp-)\de don ey 10 T & v o T4 T 09 4
OTE-11 3808 X014 Dyever 1% AL =g omasved

CTZ(0, 025,05, 1, 2and 4pgiml in the plates and 50 pg
in the disks) and MZ (0, QOTE, 0LOO7, 001, Q02 and
005 giml in the plt= and 10 g in e dizsks) The
mnoenmanon added © MHplhes wers based on
dilmions below the MG of the isoles, wheress the
concengations in the disks (10 of the stod: solumions )
were based on the MesS-A documens (0151 Z004),
eshlished dor Condide spp. Mueller Hinton agar plies
mﬁﬂﬂuﬁmummmydamﬂﬂm
suspension of M. paripeemmaris (10" yeastsimi) of each
iolate Sodk conidial suspensions were prepaned from
isolates subfultared oo Dixon's media and incubaned at
37*C for 48 h After inoculation, in the saguential exposune
axpaniment, the Muelier Himon agarplaes wers inoobai-
ed at37C flor 16 h befor the disk contaning the second
drug was applied to the agar sudace, whereas, in the
simultansous exposure, thedisks were placed on the agar
surface 15 min ater the isoles were plasd The plaes
were then incubated 2t 37 “C and the diameter of the 2one
of grovth inhitdgon was measured in millimeters & 28 h
of incubation. All assays were conducted in tmiplicabs in
o different experiments.

The combination of the drugs, onein the plae and cne
in the disk, did not result in stagsgal different growth
inhibition hales among the incnezsing onenrEions of
the drug in the ple (data not shown). Notwithstanding,
previons exposune of M. pachydemahis solates to ITE
resulted in decreased in witro eflecs of KIZ when
cosmpared o the mean inhi bition hakos of both dnogs ueed
simultaneously (p < 001; R 1) Surprising y, s was not
obgered when KIZ was wsed first or when ITE was
folloved by CTE; inthi s last case, probabily begus e T did
not show 2 substangal acgwny when used in the digks.
Comversely, previous exposure © OTZ significandy in-
aexed ITE acity (p - 0001 ) bk not KTE acowity when
compared to the staggered use of both drug.

Ta the authars” knowiedge, there are no daEa 5 sng
the potential presence of synergtem { or an@gonism)of the
wxm bsina tion of d iflerent azoles agin s M pechydearmatizin
Wmo Howews, ESEQRC: 00 azalks may be cuesd by
diffrent medanisms, induding mtagon and overs-
jpression of genes, and M pechydermatis i solaes exhibiting
CNos-resiance 10 320k can b obtansd in Wimo s
= al, 3011) and pogsibly afer azole exposure in wivo
{Calarchia = al, 3012; Weiler &t al, 3013) Theredore,
dinidans should be aware of the possibility of derreas=d

Please oite this article in pressas: Schl emme, KB, Sequential exposu ne of Miskzcresis par iysermanis toazoles : Enhanced
or decreased acavity?. Vet Micmbiol. (2014), hetp: xo org) 101016 | vetmi 2014 03,034
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pxitadrmain nolssm (o S squmial [185)] oo Sepeeed 05
g fo beinomasrale (K1), esconamie (ITX] sxl obf =mnerole
[CTEL T choratnr of € b sfabyion el wan 1k eected Som &b dak
pape uxw [ men| for eseairal calm b n (o way rpasted meau e
AMCTE A Soilorwerd By £ Tu lory's ame ) 'Wine £ prewsond mon e+ 10,
winw “p-< 001 end = "p -0

amifungal aonity afer M7 exposure, a phenomencn
ateerved with dinical isolates of Candide spp. (Santhanam
et al, 2013} Conwersely, the ssquental exposure to CTE
inmeased the adivity of ME, which i particolardy
ineresting fmm a dinicl point of view.

The relevance of this swdy needs to be validated
with clinicalisolaes obtained from zole-meaed animals.
Due o the conflicting nesults, our findings should aso
stimulate further invesggations onsidening a large
mumber of anafungal combinations and induding anti-
hioitics commanly ueed in ear clanses.
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7 DISCUSSAO

A epidemiologia das infec¢fes fangicas vem mudando ao longo das dltimas duas
décadas, em funcdo do aumento da incidéncia de micoses oportunistas (GROLL et al., 2009).
Diante disso, os testes de suscetibilidade tornaram-se cada vez mais importantes,
principalmente devido ao aumento de infec¢bes fungicas e ao aparecimento de resisténcia aos
agentes antifingicos. No entanto, esses testes nem sempre sdo realizados na rotina
laboratorial, onde na maioria dos casos o tratamento € iniciado apenas com base nos sintomas
(SANTOS, 2010). Outro aspecto importante se refere a grande variabilidade de técnicas
disponiveis para avaliacdo microbioldgica, dificultando a comparacao entre os resultados de
sensibilidade/resisténcia dos micro-organismos. As pesquisas com testes de sensibilidade
apresentam muitas variaveis, que interferem diretamente nos resultados, como a concentracao
do indculo, a composicdo e pH do meio de cultura, temperatura e duracdo de incubacéo e as
propriedades fisico-quimicas do agente antifingico (RAMANI et al., 1997; LASS-FLORL et
al., 2010).

Com a finalidade de padronizar os testes de suscetibilidade, o Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) estabeleceu normativas para a padronizacdo de uma metodologia
de avaliacdo da suscetibilidade in vitro dos micro-organismos. Dentre 0s métodos
estabelecidos podemos citar: disco-difusdo, macro e microdiluicdo em caldo (ZARDO,;
MEZZARI, 2004).

Desta forma, o protocolo M27-A3 (CLSI, 2008), representa a técnica padrdo para
avaliar a susceptibilidade das leveduras frente a compostos antifingicos (VELEGRAKI et al.,
2004; CANTO et al., 2009; NIJIMA et al., 2011). Apesar desse método ter sido apenas
padronizado para Candida spp. e Cryptococcus spp., essa técnica foi fundamental para o
reconhecimento de isolados com variados perfis de suscetibilidade de M. pachydermatis
(NIJIMA et al., 2011). Porém, ainda ndo existe nenhum método padronizado para testes de
suscetibilidade frente a Oleos essenciais e suas fraces (FENNEL et al., 2004), sendo o
método de microdiluicdo em caldo o mais usado para tais estudos (OSTROSKY et al., 2008).

A associacdo de farmacos pode servir como uma alternativa para a superacdo da
resisténcia antifangica. Farmacos utilizados na clinica para o tratamento de diversas
patologias, assim como fracfes de éleos essenciais, podem potencializar a atividade de

agentes antifungicos convencionais, reduzindo o tempo de resposta ao tratamento,
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aumentando o espectro de atividade, reduzindo a dose e a toxicidade antifingica. Além disso,
pode diminuir o potencial dos micro-organismos em adquirir resisténcia a determinados
antimicrobianos (JOHNSON et al., 2004).

No presente estudo escolhemos agentes antifingicos que ja sdo usados no tratamento
da malasseziose e que demonstram atividade contra M. pachydermatis, assim como o timol,
carvacrol e cinamaldeido, que tém apresentado atividade contra fungos (GALLUCCI et al.,
2013; FARIA etal., 2011; GUO et al., 2009; KIM et al., 2012).

A nistatina foi isolada do Streptomyces noursei, em 1949, e até os dias atuais é
largamente utilizada no tratamento de candidiase oral ou vaginal, especificamente para uso
topico. Na medicina veterinaria, a nistatina estd disponivel associada a outros antibidticos
para uso topico, com indicacdo para o tratamento de otites externas por leveduras como M.
pachydermatis (JAHAM, 2000). Em nosso estudo, a nistatina, isoladamente, ndo apresentou
atividade frente a M. pachydermatis. No entanto, foi demonstrado que a combinagdo de
nistatina com timol, carvacrol ou cinamaldeido, evidenciou alto percentual de sinergismo.
Rosato et al. (2009) encontraram interac@es sinérgicas entre nistatina e o 6leo essencial de O.
vulgare e Pelargonium graveolens frente a algumas espécies de Candida. O que corrobora
com os resultados frente a M. pachydermatis encontrados neste estudo. Essas combinagdes
merecem atengdo por terem demonstrado uma importante atividade frente a M. pachydermatis.
Né&o ha registros de estudos prévios avaliando a atividade do timol, carvacrol e do cinamaldeido
frente a M. pachydermatis.

Os antiflngicos pertencentes ao grupo dos azOis representam a maior classe de
antifungicos utilizados no tratamento da malasseziose. Em relacdo aos casos sistémicos, pode-
se administrar o cetoconazol, itraconazol e fluconazol (NOBRE et al., 2002; MEDLEAU,;
HNILICA, 2003; ANDRADE, 2008). Além de fungicida, o cetoconazol demonstra acédo anti-
inflamatdria e efeito no processo de corneificacdo, o que facilita a terapéutica. O itraconazol
tem sido utilizado em isolados resistentes ao cetoconazol e também por apresentar efeitos
adversos reduzidos quando comparados aos imidazois (MEIRELES; NASCENTE, 2009).

Faria et al. (2011) avaliaram a atividade da anfotericina B, do fluconazol e do
itraconazol em combinacdo com 13 compostos fenolicos, frente a nove linhagens de Candida
e uma linhagem de C. neoformans. Todos os farmacos mostraram sinergismo quando foram
associados ao timol frente aos isolados de C. albicans. No entanto, frente aos isolados de C.
neoformans, apenas a combinacdo do timol com anfotericina B apresentou efeito sinérgico.
No presente estudo, a associacdo do itraconazol tanto com timol, como com carvacrol e

cinamaldeido, apresentou altos percentuais de indiferenca contra M. pachydermatis.
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Guo et al. (2009) compararam a combinacdo do fluconazol com timol frente a 25
isolados de C. albicans sensiveis e resistentes ao fluconazol. O fluconazol ndo demonstrou
atividade frente a C. albicans. Porém, quando associado ao timol, o fluconazol demostrou
interacdes sinérgicas para 24 isolados de C. albicans. Amber et al. (2010) avaliaram a
atividade antifngica do O6leo essencial Ocimum sanctum combinado com fluconazol e
cetoconazol, frente a 74 isolados de Candida. A combinagdo do 6leo de O. sanctum com
fluconazol evidenciou indiferenca em cinco isolados, enquanto que seis isolados mostraram
indiferenca quando combinados com cetoconazol. Os demais isolados mostraram efeito
sinérgico para ambas as combinacdes. No presente estudo, a combinacdo de fluconazol com
carvacrol demonstrou 53,84% de sinergismo frente aos isolados de M. pachydermatis,
enquanto que as combinacBes de fluconazol com timol e fluconazol com cinamaldeido
apresentaram altas taxas de indiferenca. Contrariamente, Taguchi et al. (2013) avaliaram o
efeito isolado de cinamaldeido frente a isolados de C. albicans. Os resultados apresentaram
atividade fungicida e fungistatica contra C. albicans, afetando a estrutura das celulas.

A terbinafina é um antifingico pertencente ao grupo das alilaminas (BENNETT,
2006). Esta droga tem sido ha muito tempo usada contra dermatofitos; no entanto, estudos
recentes indicam uma atividade elevada de terbinafina in vitro contra uma grande variedade
de fungos invasivos, tais como Candida spp., Aspergillus spp. ou Penicillium marneffei
(MOORE et al.,, 2001; RYDER et al., 1998). A terbinafina possibilita a administracdo
conjunta com outras drogas e seus efeitos colaterais ou tdxicos sdo considerados leves (JAIN;
SEHGAL, 2000). O presente estudo evidenciou sinergismo na combinacdo de terbinafina e
cinamaldeido. No entanto, quando a terbinafina foi combinada com timol e carvacrol
apresentou altos percentuais de indiferenca.

Cabral et al. (2013) avaliaram a combinagdo de estatinas e azolicos, frente a isolados
de Saccharomyces cerevisiae e Candida utilis. Efeitos sinérgicos foram observados quando o
clotrimazol, o fluconazol, o itraconazol, o cetoconazol e o miconazol foram combinados com
atorvastatina, lovastatina, rosuvastatina e simvastatina. Sinergismo foi também confirmado
pelo aumento da reducdo dos niveis de ergosterol celulares (S. cerevisiae 40% e C. utilis
22%). Frente a M. pachydermatis, o presente estudo evidenciou altos percentuais de
sinergismo na combinacdo do clotrimazol e do miconazol com timol, carvacrol e
cinamaldeido, com excecdo da combinacdo de clotrimazol e cinamaldeido, que resultou em
indiferenca.

Em um estudo realizado por Manohar et al. (2001), as propriedades antifingicas do

o0leo essencial de orégano obtido comercialmente e do composto carvacrol, foram avaliadas in
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vitro, frente a C. albicans, demonstrando valores de 0,125mg/mL para o dleo essencial de
orégano e de 0,25mg/mL para carvacrol. Além disso, a administracdo oral diéria de 0,1mL do
6leo puro em camundongos demonstrou ser efetivo na prevencdo e tratamento da candidiase
sistémica.

Neste cendrio, € importante investigar o mecanismo pelo qual estes compostos
interagem com agentes patogénicos de tal modo a se tornarem mais suscetiveis aos
antifangicos. Alguns estudos sugerem que a atividade antimicrobiana pode ser atribuida ao
prejuizo a diferentes enzimas, principalmente aquelas envolvidas com a producdo de energia
e/ou sintese de componentes estruturais dos micro-organismos (LAMBERT et al., 2001).
Outra hipdtese estudada é de que os 6leos essenciais sensibilizam a bicamada fosfolipidica da
membrana celular dos patdgenos, causando um aumento da permeabilidade e perdas de
constituintes intracelulares vitais, ou causando inibicdo ou danos nos sistemas enzimaticos
(COX et al., 2000; SINGH et al., 2002). Alguns autores sugerem qua a alteragcéo na atividade
dos canais de calcio € a causa do aumento da permeabilidade e liberagdo dos constituintes
intracelulares, assim como um decréscimo no ATP intracelular nas células enquanto que,
simultaneamente, ha aumento no ATP extracelular, ocasionando uma ruptura na membrana
celular do micro-organismo (HELANDER et al., 1998; ALIGIANNIS et al., 2001; PONCE et
al., 2003; SARTORATTO et al., 2004).

Velluti et al. (2003) sugerem que a atividade antimicrobiana de 6leos essenciais esta
ligada a estrutura de seus componentes, sendo que a presenca de um nucleo aromatico e um
grupo OH fendlico, formariam ligacdes de hidrogénio com os sitios ativos de enzimas
microbianas alvo. Ainda se acredita que nucleos aromaticos, contendo um grupo funcional
polar, sejam os responsaveis pela atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (SIKKEMA
etal., 1994; MILOS et al., 2000; LAMBERT et al., 2001; PORTE; GODOQY, 2001).

Alguns estudos tém demonstrado que a M. pachydermatis pode desenvolver
resisténcia aos azolicos, apos terapias prolongadas. Jesus et al. (2011), demonstraram o
potencial dos isolados de M. pachydermatis em adquirir resisténcia ao fluconazol. Ao avaliar
a susceptibilidade destes isolados, foi possivel observar um aumento significativo das CIMs a
outros antifangicos azolicos.

Weiler et al. (2013) compararam a susceptibilidade ao cetoconazol, fluconazol,
itraconazol, voriconazol, clotrimazol, miconazol, nistatina e anfotericina B, em isolados de M.
pachydermatis obtidos de cdes e gatos saudaveis e com otite. Os MICs mais baixos foram
observados com cetoconazol, itraconazol e voriconazol. O voriconazol apresentou as menores

variacdes de CIMs com os MICs para os isolados obtidos de cdes e gatos com otite variando
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entre 0,01-0,25 pg / mL, enquanto os MICs dos isolados de cdes saudaveis variaram de 0,01 a
0,125 pg / mL.

Diante disso, avaliamos a exposicdo sequencial e simultanea do itraconazol,
cetoconazol e clotrimazol, através da técnica de disco-difusdo, de acordo com a metodologia
descrita por Kontoyiannis et al. (2003). A exposicéo sequencial do cetoconazol ao itraconazol
resultou em diminuicdo dos halos de inibicdo comparado com a média dos halos de inibi¢do
quando o itraconazol foi exposto simultaneamente ao cetoconazol. No entanto, isto ndo foi
observado quando o clotrimazol e o itraconazol foram usados simultaneamente, ja que a
exposicdo sequencial resultou em um aumento dos halos de inibicdo. Kontoyiannis et al.
(2003) avaliaram a atividade sequencial e simultanea do itraconazol e da caspofungina frente
a 10 isolados de Aspergillus fumigatus. Um aumento dos halos de inibicdo foi observado
guando os antifangicos foram usados simultaneamente. Este resultado sugere uma regulagéo
entre ergosterol e sintese da parede celular.

E importante ressaltar que nio existem estudos prévios que avaliam o potencial
sinérgico ou antagbnico da combinacdo de diferentes azolicos, frente a M. pachydermatis.
Diante dos nossos resultados, ressalta-se a importancia de mais estudos que avaliam o

potencial sinérgico de combinagdes in vitro e in vivo.






8 CONCLUSOES

A avaliagdo da suscetibilidade de M. pachydermatis aos antifungicos isolados e

combinados com fragOes de dleos essenciais permitiu verificar que:

e as combinagBes de nistatina com timol, carvacrol e cinamaldeido evidenciaram
cerca de 80% de sinergismo;

e as combinacdes de clotrimazol com timol e carvacrol, assim como as
combinagbes de miconazol com timol, carvacrol e cinamaldeido, apresentaram
um percentual de aproximadamente 70% de sinergismo, enquanto que a
combinagdo de clotrimazol e cinamaldeido demonstraram cerca de 70% de
indiferenca;

e as combinacBes de cetoconazol com timol, carvacrol ou cinamaldeido
evidenciaram um percentual de 40% de antagonismo, ndo sendo, dessa forma,
recomendadas no tratamento de infec¢des por M. pachydermatis;

e a exposicdo sequencial de cetoconazol ao itraconazol diminuiu o halo de
inibicdo comparado com a exposi¢do simultanea destes antifungicos, no entanto,
isto ndo foi observado quando o clotrimazol e o itraconazol foram usados
simultaneamente, ja que a exposicdo sequencial resultou em um aumento dos
halos de inibic&o;

e as combinagbes com 0s maiores percentuais de sinergismo surgem como
alternativas terapéuticas no tratamento de infec¢des por M. pachydermatis, e

merecem ser avaliadas por meio de estudos in vivo.
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10 LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Suscetibilidade (pg/mL) de isolados de Malassezia pachydermatis, frente a
fluconazol (FCZ), itraconazol (ITZ), cetoconazol (CTZ), clotrimazol (CLZ), miconazol
(MC2), nistatina (NST) e terbinafina (TRB) isoladamente.

Isolados MICFcz MICITz MICcTz MICCcLT MICMcz MICNST MICTRB

Mp 01 4 0.03 <0,0078 8 16 64 16
Mp 02 8 0,125 0,03 1 8 64 0,125
Mp 03 4 0,03 <0,0078 2 4 64 1
Mp 04 8 0,06 <0,0078 2 4 64 2
Mp 05 64 1 0,5 >16 >16 64 1
Mp 06 16 0,25 0,06 2 8 64 1
Mp 07 32 0,06 0,125 16 >16 32 4
Mp 08 2 0,015 <0,0078 1 2 64 0,25
Mp 09 32 0,03 0,03 4 >16 64 4
Mp 10 32 0,125 0,06 >16 >16 64 32
MP 11 4 0,03 <0,0078 2 8 64 2
Mp 12 4 0,03 <0,0078 4 8 64 4
Mp 13 8 0,125 0,015 2 4 64 1
Mp 14 4 0,06 0,015 2 8 64 1
Mp 15 4 0,03 <0,0078 2 8 64 1
Mp 15 64 0,5 0,25 4 8 64 1
Mp 17 64 0,5 0,06 8 16 32 4
Mp 18 4 0,015 <0,0078 0,5 4 64 2
Mp 19 32 0,25 0,03 8 16 64 0,5
Mp 20 1 <0,03 0,06 8 8 32 8
Mp 21 64 0,5 0,25 >16 >16 16 16
Mp 22 4 0,06 0,015 8 16 32 8
Mp 23 64 0,5 0,125 8 2 64 2
Mp 24 4 0,03 <0,0078 4 16 32 2
Mp 25 2 0,015 <0,0078 2 16 32 4
Mp 26 4 0,03 <0,0078 4 8 32 2

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 2: MIC (ug/mL) de 26 isolados de Malassezia pachydermatis, frente a timol (TI),
carvacrol (CAR) e cinamaldeido (CIN).

Isolados MICTI MICCAR MICCIN
Mp 01 800 800 25
Mp 02 800 800 100
Mp 03 800 800 100
Mp 04 800 800 200
Mp 05 800 800 400
Mp 06 400 400 100
Mp 07 800 1,600 100
Mp 08 200 200 25
Mp 09 400 400 200
Mp 10 1,600 1,600 200
MP 11 400 400 50
Mp 12 1,600 800 200
Mp 13 400 200 25
Mp 14 400 400 50
Mp 15 400 400 50
Mp 15 400 400 100
Mp 17 800 800 50
Mp 18 200 200 100
Mp 19 800 800 200
Mp 20 400 800 100
Mp 21 6,400 3,200 6,400
Mp 22 800 800 100
Mp 23 200 400 100
Mp 24 800 800 100
Mp 25 800 800 200
Mp 26 400 200 200

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima.
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Tabela 3: Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) de fluconazol combinado com
timol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Fluconazol CIM (pg/mL) Timol
Isolados Sem combinacdo  Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacao
Mp 01 4 0,25 800 800
Mp 02 8 1 800 400
Mp 03 4 0,50 800 12,5
Mp 04 8 2 800 200
Mp 05 64 1 800 12,5
Mp 06 16 8 800 12,5
Mp 07 32 16 800 12,5
Mp 08 2 0,25 200 200
Mp 09 32 4 400 12,5
Mp 10 32 8 1,600 200
Mp 11 4 1 400 12,5
Mp 12 4 0,25 1,600 100
Mp 13 8 4 400 12,5
Mp 14 4 0,25 400 400
Mp 15 4 2 400 12,5
Mp 16 64 8 400 12,5
Mp 17 64 8 800 100
Mp 18 4 2 200 400
Mp 19 32 16 800 12,5
Mp 20 1 0,25 400 400
Mp 21 64 0,25 >3,200 1,600
Mp 22 4 0,50 800 800
Mp 23 64 16 200 12,5
Mp 24 4 0,25 800 400
Mp 25 2 0,25 800 1,600
Mp 26 4 0,25 400 50

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 4: Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) de itraconazol combinado com
timol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Itraconazol CIM (pg/mL) Timol
Isolados Sem combinacéo Na combinacdo  Sem combinacdo  Na combinagéo
Mp 01 0,03 0,016 800 25
Mp 02 0,125 0,031 800 200
Mp 03 0,03 0,016 800 100
Mp 04 0,06 0,016 800 25
Mp 05 1 0,500 800 12,5
Mp 06 0,25 0,062 800 12,5
Mp 07 0,06 0,016 800 25
Mp 08 0,015 0,016 200 400
Mp 09 0,03 0,016 400 25
Mp 10 0,125 0,016 1,600 25
Mp 11 0,03 0,016 400 50
Mp 12 0,03 0,016 1,600 50
Mp 13 0,125 0,125 400 12,5
Mp 14 0,06 0,016 400 400
Mp 15 0,03 0,031 400 100
Mp 16 0,5 0,125 400 12,5
Mp 17 0,5 0,062 800 12,5
Mp 18 0,015 0,016 200 25
Mp 19 0,25 0,016 800 25
Mp 20 <0,03 0,016 400 25
Mp 21 0,5 0,016 >3,200 1,600
Mp 22 0,06 0,016 800 200
Mp 23 0,5 0,031 200 12,5
Mp 24 0,03 0,016 800 25
Mp 25 0,015 0,016 800 1,600
Mp 26 0,03 0,016 400 50

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 5: Concentracbes Inibitérias Minimas (CIM) de cetoconazol combinado com

timol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Cetoconazol

CIM (pg/mL) Timol

Isolados Sem combinacdo  Nacombinagdo  Sem combinacdo  Na combinacéo
Mp 01 <0,0078 0,016 800 200
Mp 02 0,03 0,016 800 800
Mp 03 <0,0078 0,016 800 50
Mp 04 <0,0078 0,016 800 50
Mp 05 0,5 0,25 800 12,5
Mp 06 0,06 0,625 800 12,5
Mp 07 0,125 0,016 800 25
Mp 08 <0,0078 0,016 200 50
Mp 09 0,03 0,016 400 50
Mp 10 0,06 0,016 1,600 25
Mp 11 <0,0078 0,016 400 50
Mp 12 <0,0078 0,016 1,600 50
Mp 13 0,015 0,016 400 50
Mp 14 0,015 0,016 400 25
Mp 15 <0,0078 0,016 400 400
Mp 16 0,25 0,016 400 25
Mp 17 0,06 0,016 800 800
Mp 18 <0,0078 0,016 200 25
Mp 19 0,03 0,016 800 25
Mp 20 0,06 0,016 400 100
Mp 21 0,25 0,016 >3,200 1,600
Mp 22 0,015 0,016 800 400
Mp 23 0,125 0,031 200 12,5
Mp 24 <0,0078 0,016 800 25
Mp 25 <0,0078 0,016 800 1,600
Mp 26 <0,0078 0,016 400 25

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.



94

Tabela 6: Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM) de clotrimazol combinado com
timol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Clotrimazol CIM (pg/mL) Timol
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacgéo
Mp 01 8 0,063 800 200
Mp 02 1 0,5 800 400
Mp 03 2 0,016 800 100
Mp 04 2 0,5 800 200
Mp 05 >16 4 800 12,5
Mp 06 2 2 800 50
Mp 07 16 2 800 100
Mp 08 1 0,063 200 100
Mp 09 4 0,063 400 50
Mp 10 >16 2 1,600 12,5
Mp 11 2 0,25 400 50
Mp 12 4 0,125 1,600 12,5
Mp 13 2 0,063 400 100
Mp 14 2 1 400 12,5
Mp 15 2 0,5 400 12,5
Mp 16 4 0,25 400 12,5
Mp 17 8 2 800 100
Mp 18 0,5 0,5 200 400
Mp 19 8 4 800 12,5
Mp 20 8 4 400 12,5
Mp 21 >16 0,063 >3,200 1,600
Mp 22 8 2 800 50
Mp 23 8 2 200 12,5
Mp 24 4 0,25 800 12,5
Mp 25 2 0,063 800 1,600
Mp 26 4 1 400 12,5

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 7: Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) de miconazol combinado com
timol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Miconazol CIM (pg/mL) Timol

Isolados  Sem combinacdo = Nacombinacdo Sem combinacdo  Na combinacao
Mp 01 16 8 800 12,5
Mp 02 8 1 800 100
Mp 03 4 0,25 800 50
Mp 04 4 0,063 800 200
Mp 05 >16 0,5 800 12,5
Mp 06 8 2 800 100
Mp 07 >16 4 800 12,5
Mp 08 2 0,063 200 400
Mp 09 >16 0,5 400 12,5
Mp 10 >16 1 1,600 12,5
Mp 11 8 1 400 12,5
Mp 12 8 0,25 1,600 100
Mp 13 4 1 400 12,5
Mp 14 8 4 400 12,5
Mp 15 8 1 400 12,5
Mp 16 8 4 400 12,5
Mp 17 16 4 800 100
Mp 18 4 4 200 12,5
Mp 19 16 8 800 12,5
Mp 20 8 0,063 400 100
Mp 21 >16 0,063 >3,200 1,600
Mp 22 16 4 800 12,5
Mp 23 2 0,063 200 100
Mp 24 16 8 800 12,5
Mp 25 16 0,063 800 1,600
Mp 26 8 0,5 400 12,5

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 8: Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM) de nistatina combinado com timol,
em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Nistatina CIM (pg/mL) Timol
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo

Mp 01 64 16 800 12,5
Mp 02 64 8 800 12,5
Mp 03 64 2 800 12,5
Mp 04 64 8 800 12,5
Mp 05 64 0,25 800 25

Mp 06 64 8 800 12,5
Mp 07 32 2 800 12,5
Mp 08 64 4 200 12,5
Mp 09 64 0,5 400 12,5
Mp 10 64 8 1,600 12,5
Mp 11 64 4 400 12,5
Mp 12 64 0,25 1,600 100

Mp 13 64 4 400 12,5
Mp 14 64 8 400 12,5
Mp 15 64 4 400 12,5
Mp 16 64 2 400 12,5
Mp 17 32 16 800 12,5
Mp 18 64 8 200 12,5
Mp 19 64 32 800 12,5
Mp 20 32 16 400 12,5
Mp 21 16 0,250 >3,200 1,600
Mp 22 32 8 800 12,5
Mp 23 64 16 200 12,5
Mp 24 32 8 800 12,5
Mp 25 32 4 800 100

Mp 26 32 2 400 50

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 9: Concentracgdes Inibitorias Minimas (CIM) de terbinafina combinado com
timol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Terbinafina CIM (pg/mL) Timol
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo
Mp 01 16 16 800 12,5
Mp 02 0,125 0,125 800 25
Mp 03 1 0,125 800 50
Mp 04 2 0,125 800 800
Mp 05 1 1 800 12,5
Mp 06 1 0,5 800 800
Mp 07 4 4 800 100
Mp 08 0,25 0,125 200 200
Mp 09 4 0,5 400 50
Mp 10 32 0,125 1,600 1,600
Mp 11 2 2 400 12,5
Mp 12 4 0,125 1,600 50
Mp 13 1 0,125 400 400
Mp 14 1 0,125 400 400
Mp 15 1 0,125 400 400
Mp 16 1 0,125 400 400
Mp 17 4 2 800 800
Mp 18 2 8 200 800
Mp 19 0,5 0,125 800 800
Mp 20 8 16 400 12,5
Mp 21 16 2 >3,200 100
Mp 22 8 8 800 800
Mp 23 2 8 200 800
Mp 24 2 0,125 800 800
Mp 25 4 2 800 400
Mp 26 2 0,125 400 100

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 10: Concentracgdes Inibitorias Minimas (CIM) de fluconazol combinado com
carvacrol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Fluconazol CIM (pg/mL) Carvacrol
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo
Mp 01 4 2 800 12,5
Mp 02 8 2 800 200
Mp 03 4 0,25 800 50
Mp 04 8 2 800 200
Mp 05 64 0,25 800 200
Mp 06 16 4 400 200
Mp 07 32 8 1,600 400
Mp 08 2 4 200 12,5
Mp 09 32 4 400 12,5
Mp 10 32 4 1,600 12,5
Mp 11 4 0,25 400 50
Mp 12 4 0,25 800 50
Mp 13 8 4 200 12,5
Mp 14 4 4 400 400
Mp 15 4 2 400 200
Mp 16 64 8 400 12,5
Mp 17 64 8 800 12,5
Mp 18 4 4 200 12,5
Mp 19 32 16 800 12,5
Mp 20 1 0,25 800 800
Mp 21 64 0,25 3,200 1,600
Mp 22 4 2 800 400
Mp 23 64 16 400 12,5
Mp 24 4 1 800 200
Mp 25 2 0,25 800 1,600
Mp 26 4 0,5 200 12,5

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 11: Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) de itraconazol combinado com
carvacrol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Itraconazol

CIM (pg/mL) Carvacrol

Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo
Mp 01 0,03 0,016 800 50
Mp 02 0,125 0,016 800 25
Mp 03 0,03 0,016 800 100
Mp 04 0,06 0,016 800 12,5
Mp 05 1 0,016 800 400
Mp 06 0,25 0,062 400 100
Mp 07 0,06 0,016 1,600 400
Mp 08 0,015 0,016 200 50
Mp 09 0,03 0,016 400 100
Mp 10 0,125 0,016 1,600 25
Mp 11 0,03 0,016 400 100
Mp 12 0,03 0,016 800 50
Mp 13 0,125 0,062 200 12,5
Mp 14 0,06 0,125 400 400
Mp 15 0,03 0,016 400 400
Mp 16 0,5 0,125 400 12,5
Mp 17 0,5 0,062 800 12,5
Mp 18 0,015 0,016 200 25
Mp 19 0,25 0,016 800 25
Mp 20 <0,03 0,016 800 25
Mp 21 0,5 0,016 3,200 1,600
Mp 22 0,06 0,016 800 1,600
Mp 23 0,5 0,016 400 25
Mp 24 0,03 0,016 800 25
Mp 25 0,015 0,016 800 1,600
Mp 26 0,03 0,016 200 25

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.



100

Tabela 12: Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM) de cetoconazol combinado com
carvacrol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Cetoconazol CIM (pg/mL) Carvacrol
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo
Mp 01 <0,0078 0,016 800 100
Mp 02 0,03 0,016 800 400
Mp 03 <0,0078 0,016 800 50
Mp 04 <0,0078 0,016 800 1,600
Mp 05 0,5 0,125 800 12,5
Mp 06 0,06 0,016 400 400
Mp 07 0,125 0,016 1,600 200
Mp 08 <0,0078 0,016 200 50
Mp 09 0,03 0,016 400 25
Mp 10 0,06 0,016 1,600 25
MP 11 <0,0078 0,016 400 50
Mp 12 <0,0078 0,016 800 25
Mp 13 0,015 0,016 200 25
Mp 14 0,015 0,016 400 200
Mp 15 <0,0078 0,016 400 50
Mp 15 0,25 1 400 12,5
Mp 17 0,06 0,031 800 400
Mp 18 <0,0078 0,016 200 25
Mp 19 0,03 0,016 800 100
Mp 20 0,06 0,016 800 50
Mp 21 0,25 0,016 3,200 1,600
Mp 22 0,015 0,016 800 400
Mp 23 0,125 0,016 400 50
Mp 24 <0,0078 0,016 800 25
Mp 25 <0,0078 0,016 800 1,600
Mp 26 <0,0078 0,016 200 100

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 13: Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) de clotrimazol combinado com
carvacrol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Clotrimazol CIM (pg/mL) Carvacrol
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacédo
Mp 01 8 4 800 12,5
Mp 02 1 0,063 800 25
Mp 03 2 0,063 800 50
Mp 04 2 0,25 800 200
Mp 05 >16 8 800 12,5
Mp 06 2 0,25 400 400
Mp 07 16 2 1,600 200
Mp 08 1 0,5 200 12,5
Mp 09 4 0,063 400 50
Mp 10 >16 1 1,600 12,5
MP 11 2 0,5 400 12,5
Mp 12 4 0,063 800 50
Mp 13 2 0,125 200 12,5
Mp 14 2 0,5 400 100
Mp 15 2 0,5 400 12,5
Mp 15 4 0,5 400 12,5
Mp 17 8 4 800 200
Mp 18 0,5 0,5 200 12,5
Mp 19 8 2 800 12,5
Mp 20 8 0,063 800 100
Mp 21 >16 8 3,200 400
Mp 22 8 4 800 12,5
Mp 23 8 1 400 12,5
Mp 24 4 0,063 800 400
Mp 25 2 0,063 800 1,600
Mp 26 4 0,5 200 12,5

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 14: Concentragfes Inibitérias Minimas (CIM) de miconazol combinado com
carvacrol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Miconazol CIM (pg/mL) Carvacrol
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo
Mp 01 16 2 800 12,5
Mp 02 8 0,063 800 25
Mp 03 4 0,063 800 100
Mp 04 4 1 800 25
Mp 05 >16 8 800 12,5
Mp 06 8 4 400 12,5
Mp 07 >16 4 1,600 100
Mp 08 2 2 200 400
Mp 09 >16 2 400 12,5
Mp 10 >16 0,5 1,600 12,5
MP 11 8 0,25 400 12,5
Mp 12 8 4 800 12,5
Mp 13 4 2 200 12,5
Mp 14 8 2 400 400
Mp 15 8 1 400 12,5
Mp 15 8 2 400 12,5
Mp 17 16 0,5 800 200
Mp 18 4 0,125 200 12,5
Mp 19 16 4 800 12,5
Mp 20 8 0,063 800 100
Mp 21 >16 0,063 3,200 1,600
Mp 22 16 4 800 12,5
Mp 23 2 0,5 400 12,5
Mp 24 16 0,5 800 12,5
Mp 25 16 0,063 800 1,600
Mp 26 8 0,5 200 12,5

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 15: Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) de nistatina combinado com
carvacrol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Nistatina CIM (pg/mL) Carvacrol

Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo
Mp 01 64 0,25 800 400

Mp 02 64 8 800 12,5
Mp 03 64 0,25 800 50

Mp 04 64 16 800 12,5
Mp 05 64 8 800 12,5
Mp 06 64 2 400 12,5
Mp 07 32 16 1,600 12,5
Mp 08 64 8 200 12,5
Mp 09 64 0,25 400 50

Mp 10 64 8 1,600 12,5
MP 11 64 2 400 12,5
Mp 12 64 0,5 800 12,5
Mp 13 64 4 200 12,5
Mp 14 64 8 400 12,5
Mp 15 64 8 400 12,5
Mp 15 64 2 400 12,5
Mp 17 32 16 800 12,5
Mp 18 64 16 200 12,5
Mp 19 64 2 800 12,5
Mp 20 32 0,125 800 1,600
Mp 21 16 4 3,200 200

Mp 22 32 0,25 800 100

Mp 23 64 0,25 400 100

Mp 24 32 2 800 12,5
Mp 25 32 8 800 25

Mp 26 32 2 200 12,5

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 16: Concentracgfes Inibitoérias Minimas (CIM) de terbinafina combinado com
carvacrol, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (pg/mL) Terbinafina CIM (pg/mL) Carvacrol
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo
Mp 01 16 0,125 800 200
Mp 02 0,125 0,125 800 800
Mp 03 1 0,125 800 100
Mp 04 2 0,125 800 400
Mp 05 1 0,125 800 25
Mp 06 1 0,125 400 800
Mp 07 4 0,125 1,600 1,600
Mp 08 0,25 0,125 200 200
Mp 09 4 0,125 400 50
Mp 10 32 16 1,600 400
MP 11 2 0,5 400 200
Mp 12 4 0,125 800 50
Mp 13 1 0,125 200 400
Mp 14 1 2 400 12,5
Mp 15 1 0,125 400 400
Mp 15 1 1 400 12,5
Mp 17 4 0,125 800 1,600
Mp 18 2 8 200 200
Mp 19 0,5 0,125 800 1,600
Mp 20 8 0,125 800 1,600
Mp 21 16 1 3,200 400
Mp 22 8 0,125 800 1,600
Mp 23 2 0,125 400 100
Mp 24 2 0,125 800 100
Mp 25 4 4 800 12,5
Mp 26 2 0,25 200 100

*CIM: Concentragdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 17: Concentragdes Inibitorias Minimas (CIM) de fluconazol combinado com
cinamaldeido, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (ug/mL) Fluconazol CIM (ug/mL) Cinamaldeido
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo

Mp 01 4 2 25 12,5
Mp 02 8 0,25 100 100
Mp 03 4 0,25 100 100
Mp 04 8 0,5 200 100
Mp 05 64 0,25 400 100
Mp 06 16 0,25 100 100
Mp 07 32 0,25 100 100
Mp 08 2 2 25 12,5
Mp 09 32 0,5 200 12,5
Mp 10 32 8 200 12,5
MP 11 4 2 50 12,5
Mp 12 4 0,25 200 100
Mp 13 8 4 25 12,5
Mp 14 4 2 50 12,5
Mp 15 4 0,25 50 50
Mp 15 64 8 100 12,5
Mp 17 64 16 50 12,5
Mp 18 4 0,5 100 200
Mp 19 32 0,25 200 100
Mp 20 1 8 100 400
Mp 21 64 0,25 >3,200 400
Mp 22 4 0,25 100 200
Mp 23 64 8 100 12,5
Mp 24 4 8 100 12,5
Mp 25 2 0,25 200 400
Mp 26 4 0,25 200 50

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 18: Concentracgfes Inibitoérias Minimas (CIM) de itraconazol combinado com
cinamaldeido, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (ug/mL) Itraconazol CIM (ug/mL) Cinamaldeido
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo
Mp 01 0,03 0,016 25 25
Mp 02 0,125 0,062 100 12,5
Mp 03 0,03 0,016 100 50
Mp 04 0,06 0,016 200 1,600
Mp 05 1 0,016 400 25
Mp 06 0,25 0,062 100 50
Mp 07 0,06 0,031 100 12,5
Mp 08 0,015 0,016 25 100
Mp 09 0,03 0,016 200 50
Mp 10 0,125 0,016 200 25
Mp 11 0,03 0,0625 50 12,5
Mp 12 0,03 0,016 200 25
Mp 13 0,125 0,062 25 12,5
Mp 14 0,06 0,016 50 200
Mp 15 0,03 0,062 50 12,5
Mp 15 0,5 0,125 100 12,5
Mp 17 0,5 0,125 50 12,5
Mp 18 0,015 0,016 100 25
Mp 19 0,25 0,016 200 25
Mp 20 <0,03 0,016 100 25
Mp 21 0,5 0,016 >3,200 400
Mp 22 0,06 0,062 100 12,5
Mp 23 0,5 0,031 100 12,5
Mp 24 0,03 0,016 100 25
Mp 25 0,015 0,016 200 20
Mp 26 0,03 0,016 200 25

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 19: Concentracdes Inibitorias Minimas (CIM) de cetoconazol combinado com
cinamaldeido, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (ug/mL) Cetoconazol CIM (ug/mL) Cinamaldeido
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo
Mp 01 <0,0078 0,016 25 25
Mp 02 0,03 0,016 100 100
Mp 03 <0,0078 0,016 100 100
Mp 04 <0,0078 0,016 200 100
Mp 05 0,5 0,016 400 25
Mp 06 0,06 0,062 100 100
Mp 07 0,125 0,016 100 100
Mp 08 <0,0078 0,016 25 50
Mp 09 0,03 0,016 200 100
Mp 10 0,06 0,016 200 25
Mp 11 <0,0078 0,016 50 50
Mp 12 <0,0078 0,016 200 100
Mp 13 0,015 0,016 25 50
Mp 14 0,015 0,016 50 25
Mp 15 <0,0078 0,016 50 50
Mp 15 0,25 0,031 100 12,5
Mp 17 0,06 0,062 50 12,5
Mp 18 <0,0078 0,016 100 25
Mp 19 0,03 0,016 200 100
Mp 20 0,06 0,031 100 12,5
Mp 21 0,25 0,016 >3,200 400
Mp 22 0,015 0,031 100 50
Mp 23 0,125 0,031 100 12,5
Mp 24 <0,0078 0,016 100 50
Mp 25 <0,0078 0,016 200 200
Mp 26 <0,0078 0,016 200 25

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 20: Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) de clotrimazol combinado com
cinamaldeido, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (png/mL) Clotrimazol CIM (ng/mL) Cinamaldeido
Isolados  Sem combinacdo ~ Nacombinacdo Sem combinacdo  Na combinacgéo

Mp 01 8 4 25 12,5
Mp 02 1 0,5 100 12,5
Mp 03 2 0,063 100 25
Mp 04 2 0,063 200 100
Mp 05 >16 4 400 12,5
Mp 06 2 1 100 50
Mp 07 16 8 100 12,5
Mp 08 1 1 25 12,5
Mp 09 4 0,063 200 100
Mp 10 >16 4 200 12,5
Mp 11 2 0,5 50 12,5
Mp 12 4 0,25 200 12,5
Mp 13 2 0,125 25 12,5
Mp 14 2 0,25 50 12,5
Mp 15 2 0,5 50 12,5
Mp 15 4 0,5 100 12,5
Mp 17 8 8 50 12,5
Mp 18 0,5 0,063 100 200
Mp 19 8 0,063 200 100
Mp 20 8 4 100 12,5
Mp 21 >16 0,063 >3,200 400
Mp 22 8 0,063 100 200
Mp 23 8 4 100 12,5
Mp 24 4 2 100 12,5
Mp 25 2 0,063 200 200
Mp 26 4 1 200 12,5

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 21: Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) de miconazol combinado com
cinamaldeido, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (ug/mL) Miconazol CIM (ug/mL) Cinamaldeido
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo

Mp 01 16 4 25 12,5
Mp 02 8 1 100 12,5
Mp 03 4 0,5 100 12,5
Mp 04 4 0,5 200 12,5
Mp 05 >16 0,016 400 25
Mp 06 8 2 100 12,5
Mp 07 >16 8 100 12,5
Mp 08 2 0,5 25 12,5
Mp 09 >16 1 200 12,5
Mp 10 >16 4 200 12,5
Mp 11 8 0,5 50 12,5
Mp 12 8 1 200 12,5
Mp 13 4 2 25 12,5
Mp 14 8 0,5 50 12,5
Mp 15 8 4 50 12,5
Mp 15 8 2 100 12,5
Mp 17 16 8 50 12,5
Mp 18 4 4 100 12,5
Mp 19 16 0,063 200 50
Mp 20 8 4 100 12,5
Mp 21 >16 0,063 >3,200 400
Mp 22 16 4 100 12,5
Mp 23 2 0,063 100 100
Mp 24 16 0,5 100 12,5
Mp 25 16 0,063 200 400
Mp 26 8 1 200 12,5

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 22: Concentracdes Inibitérias Minimas (CIM) de nistatina combinado com
cinamaldeido, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (ug/mL) Nistatina CIM (ug/mL) Cinamaldeido
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo

Mp 01 64 16 25 12,5
Mp 02 64 1 100 12,5
Mp 03 64 0,25 100 50
Mp 04 64 8 200 12,5
Mp 05 64 0,25 400 100
Mp 06 64 8 100 12,5
Mp 07 32 0,5 100 12,5
Mp 08 64 16 25 12,5
Mp 09 64 8 200 12,5
Mp 10 64 8 200 12,5
Mp 11 64 8 50 12,5
Mp 12 64 1 200 50
Mp 13 64 8 25 12,5
Mp 14 64 16 50 12,5
Mp 15 64 8 50 12,5
Mp 15 64 8 100 12,5
Mp 17 32 32 50 12,5
Mp 18 64 16 100 12,5
Mp 19 64 8 200 12,5
Mp 20 32 16 100 12,5
Mp 21 16 0,5 >3,200 200
Mp 22 32 16 100 12,5
Mp 23 64 8 100 12,5
Mp 24 32 4 100 12,5
Mp 25 32 8 200 25
Mp 26 32 4 200 12,5

*CIM: Concentracdo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 23: Concentragdes Inibitérias Minimas (CIM) de terbinafina combinado com
cinamaldeido, em isolados de Malassezia pachydermatis.

CIM (ug/mL) Terbinafina CIM (ug/mL) Cinamaldeido
Isolados Sem combinacdo Nacombinacdo  Sem combinacdo  Na combinacéo

Mp 01 16 8 25 12,5
Mp 02 0,125 0,125 100 100
Mp 03 1 0,125 100 50

Mp 04 2 0,125 200 100
Mp 05 1 0,125 400 50

Mp 06 1 0,125 100 100
Mp 07 4 0,125 100 200
Mp 08 0,25 0,5 25 12,5
Mp 09 4 0,125 200 50

Mp 10 32 0,125 200 200
Mp 11 2 0,125 50 100
Mp 12 4 0,125 200 100
Mp 13 1 4 25 12,5
Mp 14 1 0,5 50 12,5
Mp 15 1 0,125 50 200
Mp 15 1 0,125 100 200
Mp 17 4 0,125 50 200
Mp 18 2 0,125 100 200
Mp 19 0,5 0,125 200 100
Mp 20 8 4 100 12,5
Mp 21 16 0,125 >3,200 400
Mp 22 8 0,125 100 200
Mp 23 2 2 100 12,5
Mp 24 2 0,125 100 400
Mp 25 4 0,125 200 400
Mp 26 2 0,125 200 100

*CIM: Concentracéo Inibitoria Minima; Mp: Malassezia pachydermatis.
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Tabela 24: InteracGes resultantes da combinacdo de fluconazol (FCZ) e timol (THI)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICFLZ FICTHI ICIF Resultado
Mp 01 0,062 1 1,06 Indif
MP 02 0,125 0,5 0,625 Indif
MP 03 0,125 0,015 0,140 Sinerg
Mp 04 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 05 0,015 0,015 0,031 Sinerg
MP 06 0,5 0,031 0,531 Indif
Mp 07 0,5 0,015 0,515 Indif
Mp 08 0,125 1 1,125 Indif
Mp 09 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 10 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 11 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 12 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 13 0,5 0,031 0,531 Indif
Mp 14 0,062 1 1,062 Indif
Mp 15 0,5 0,031 0,531 Indif
Mp 16 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 17 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 18 0,5 2 2,5 Indif
Mp 19 0,5 0,015 0,515 Indif
Mp 20 0,25 1 1,25 Indif
Mp 21 0,003 0,25 0,253 Sinerg
Mp 22 0,125 1 1,125 Indif
Mp 23 0,25 0,062 0,312 Sinerg
Mp 24 0,062 0,5 0,562 Indif
Mp 25 0,125 2 2,125 Indif
Mp 26 0,062 0,125 0,187 Sinerg

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 25: Interacfes resultantes da combinacédo de itraconazol (ITZ) e timol (THI)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICITZ FICTHI ICIF Resultado
Mp 01 0,520 0,031 0,552 Indif
MP 02 0,25 0,25 0,5 Sinerg
MP 03 0,520 0,125 0,645 Indif
Mp 04 0,260 0,031 0,291 Sinerg
Mp 05 0,5 0,015 0,515 Indif
MP 06 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 07 0,260 0,031 0,291 Sinerg
Mp 08 1,041 2 3,041 Indif
Mp 09 0,520 0,062 0,583 Indif
Mp 10 0,125 0,015 0,140 Sinerg
Mp 11 0,520 0,125 0,645 Indif
Mp 12 0,520 0,031 0,552 Indif
Mp 13 1 0,031 1,031 Indif
Mp 14 0,260 1 1,260 Indif
Mp 15 1,041 0,25 1,291 Indif
Mp 16 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 17 0,125 0,015 0,140 Sinerg
Mp 18 1,041 0,125 1,166 Indif
Mp 19 0,062 0,031 0,093 Sinerg
Mp 20 1,041 0,062 1,104 Indif
Mp 21 0,031 0,25 0,281 Sinerg
Mp 22 0,260 0,25 0,510 Indif
Mp 23 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 24 0,520 0,031 0,552 Indif
Mp 25 1,041 2 3,041 Indif
Mp 26 0,520 0,125 0,645 Indif
*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 26: Interacfes resultantes da combinacdo de cetoconazol (CTZ) e timol (THI)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICCTZ FICTHI ICIF Resultado
Mp 01 4,006 0,25 4,256 Antag
MP 02 0,520 1 1,520 Indif
MP 03 4,006 0,062 4,068 Antag
Mp 04 4,006 0,062 4,068 Antag
Mp 05 0,5 0,015 0,515 Indif
MP 06 1,041 0,031 1,072 Indif
Mp 07 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 08 4,006 0,25 4,256 Antag
Mp 09 0,520 0,125 0,645 Indif
Mp 10 0,260 0,015 0,276 Sinerg
Mp 11 4,006 0,125 4,131 Antag
Mp 12 4,006 0,0313 4,037 Antag
Mp 13 1,041 0,125 1,166 Indif
Mp 14 1,041 0,062 1,104 Indif
Mp 15 4,006 1 5,006 Antag
Mp 16 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 17 0,260 1 1,260 Indif
Mp 18 4,006 0,125 4,131 Antag
Mp 19 0,520 0,031 0,552 Indif
Mp 20 0,260 0,25 0,510 Indif
Mp 21 0,062 0,25 0,312 Sinerg
Mp 22 1,041 0,5 1,541 Indif
Mp 23 0,25 0,062 0,312 Sinerg
Mp 24 4,006 0,031 4,037 Antag
Mp 25 4,006 2 6,006 Antag
Mp 26 4,006 0,0625 4,068 Antag

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 27: Interacbes resultantes da combinacédo de clotrimazol (CLZ) e timol (THI)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICCLZ FICTHI ICIF Resultado
Mp 01 0,0078 0,25 0,257 Sinerg
MP 02 0,5 0,5 1 Indif
MP 03 0,0078 0,125 0,132 Sinerg
Mp 04 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 05 0,125 0,02 0,140 Sinerg
MP 06 1 0,125 1,125 Indif
Mp 07 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 08 0,062 0,5 0,562 Indif
Mp 09 0,015 0,125 0,140 Sinerg
Mp 10 0,062 0,007 0,070 Sinerg
Mp 11 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 12 0,031 0,007 0,039 Sinerg
Mp 13 0,031 0,25 0,281 Sinerg
Mp 14 0,5 0,031 0,531 Indif
Mp 15 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 16 0,062 0,031 0,093 Sinerg
Mp 17 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 18 1 2 3 Indif
Mp 19 0,5 0,02 0,515 Indif
Mp 20 0,5 0,03 0,531 Indif
Mp 21 0,002 0,25 0,251 Sinerg
Mp 22 0,25 0,062 0,312 Sinerg
Mp 23 0,25 0,062 0,312 Sinerg
Mp 24 0,0625 0,015 0,078 Sinerg
Mp 25 0,031 2 2,031 Indif
Mp 26 0,25 0,031 0,281 Sinerg
*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 28: Interagdes resultantes da combinagcdo de miconazol (MCZ) e timol (THI)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICMCZ FICTHI ICIF Resultado
Mp 01 0,5 0,015 0,515 Indif
MP 02 0,125 0,125 0,25 Sinerg
MP 03 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 04 0,015 0,25 0,265 Sinerg
Mp 05 0,015 0,015 0,031 Sinerg
MP 06 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 07 0,125 0,015 0,140 Sinerg
Mp 08 0,031 2 2,031 Indif
Mp 09 0,015 0,031 0,046 Sinerg
Mp 10 0,031 0,007 0,039 Sinerg
Mp 11 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 12 0,031 0,062 0,093 Sinerg
Mp 13 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 14 0,5 0,031 0,531 Indif
Mp 15 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 16 0,5 0,031 0,531 Indif
Mp 17 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 18 1 0,062 1,062 Indif
Mp 19 0,5 0,015 0,515 Indif
Mp 20 0,007 0,25 0,257 Sinerg
Mp 21 0,002 0,25 0,251 Sinerg
Mp 22 0,25 0,015 0,265 Sinerg
Mp 23 0,031 0,5 0,531 Indif
Mp 24 0,5 0,015 0,515 Indif
Mp 25 0,003 2 2,003 Indif
Mp 26 0,062 0,031 0,093 Sinerg

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 29: Interac6es resultantes da combinacéo de nistatina (NST) e timol (THI) frente
aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICNST FICTHI ICIF Resultado
Mp 01 0,25 0,015 0,265 Sinerg
MP 02 0,125 0,015 0,140 Sinerg
MP 03 0,031 0,015 0,046 Sinerg
Mp 04 0,125 0,015 0,140 Sinerg
Mp 05 0,003 0,031 0,035 Sinerg
MP 06 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 07 0,062 0,015 0,078 Sinerg
Mp 08 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 09 0,007 0,031 0,039 Sinerg
Mp 10 0,125 0,007 0,132 Sinerg
Mp 11 0,062 0,031 0,093 Sinerg
Mp 12 0,003 0,062 0,066 Sinerg
Mp 13 0,062 0,031 0,093 Sinerg
Mp 14 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 15 0,062 0,031 0,093 Sinerg
Mp 16 0,031 0,031 0,062 Sinerg
Mp 17 0,5 0,015 0,515 Indif
Mp 18 0,125 0,062 0,187 Sinerg
Mp 19 0,5 0,015 0,515 Indif
Mp 20 0,5 0,031 0,531 Indif
Mp 21 0,015 0,25 0,265 Sinerg
Mp 22 0,25 0,015 0,265 Sinerg
Mp 23 0,25 0,062 0,312 Sinerg
Mp 24 0,25 0,015 0,265 Sinerg
Mp 25 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 26 0,062 0,125 0,187 Sinerg
*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 30: Interacdes resultantes da combinacdo de terbinafina (TRB) e timol (THI)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICTRB FICTHI ICIF Resultado
Mp 01 1 0,016 1,015 Indif
MP 02 1 0,031 1,031 Indif
MP 03 0,125 0,062 0,187 Sinerg
Mp 04 0,063 1 1,062 Indif
Mp 05 1 0,016 1,015 Indif
MP 06 0,5 2 2,5 Indif
Mp 07 1 0,125 1,125 Indif
Mp 08 0,5 1 1,5 Indif
Mp 09 0,5 0,125 0,25 Sinerg
Mp 10 0,004 1 1,003 Indif
Mp 11 1 0,031 1,031 Indif
Mp 12 0,031 0,031 0,062 Sinerg
Mp 13 0,125 1 1,125 Indif
Mp 14 0,125 1 1,125 Indif
Mp 15 0,125 1 1,125 Indif
Mp 16 0,125 1 1,125 Indif
Mp 17 0,125 1 15 Indif
Mp 18 4 4 8 Antag
Mp 19 0,25 1 1,250 Indif
Mp 20 2 0,031 2,031 Indif
Mp 21 0,125 0,016 0,140 Sinerg
Mp 22 1 1 2 Indif
Mp 23 4 4 8 Antag
Mp 24 0,063 1 1,062 Indif
Mp 25 0,5 0,5 1 Indif
Mp 26 0,063 0,25 0,312 Sinerg

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 31: Interaces resultantes da combinacéo de fluconazol (FLZ) e carvacrol (CRV)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICFLZ FICCRV ICIF Resultado
Mp 01 0,5 0,015 0,515 Indif
MP 02 0,25 0,25 0,5 Sinerg
MP 03 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 04 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 05 0,003 0,25 0,253 Sinerg
MP 06 0,25 0,5 0,75 Indif
Mp 07 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 08 2 0,062 2,062 Indif
Mp 09 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 10 0,125 0,007 0,132 Sinerg
Mp 11 0,062 0,125 0,187 Sinerg
Mp 12 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 13 0,5 0,062 0,562 Indif
Mp 14 1 1 2 Indif
Mp 15 0,5 0,5 1 Indif
Mp 16 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 17 0,125 0,015 0,140 Sinerg
Mp 18 1 0,062 1,062 Indif
Mp 19 0,5 0,015 0,515 Indif
Mp 20 0,25 1 1,25 Indif
Mp 21 0,003 0,5 0,503 Indif
Mp 22 0,5 0,5 1 Indif
Mp 23 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 24 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 25 0,125 2 2,125 Indif
Mp 26 0,125 0,062 0,187 Sinerg

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 32: Interaces resultantes da combinacdo de itraconazol (ITZ) e carvacrol
(CRYV) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICITZ FICCRV ICIF Resultado
Mp 01 0,520 0,062 0,583 Indif
MP 02 0,125 0,031 0,156 Sinerg
MP 03 0,52 0,125 0,645 Indif
Mp 04 0,26 0,015 0,276 Sinerg
Mp 05 0,015 0,5 0,515 Indif
MP 06 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 07 0,26 0,25 0,510 Indif
Mp 08 1,041 0,25 1,291 Indif
Mp 09 0,52 0,25 0,770 Indif
Mp 10 0,125 0,015 0,140 Sinerg
Mp 11 0,52 0,25 0,770 Indif
Mp 12 0,52 0,062 0,583 Indif
Mp 13 0,5 0,062 0,562 Indif
Mp 14 2,083 1 3,083 Indif
Mp 15 0,52 1 1,520 Indif
Mp 16 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 17 0,125 0,015 0,140 Sinerg
Mp 18 1,041 0,125 1,166 Indif
Mp 19 0,062 0,031 0,093 Sinerg
Mp 20 1,041 0,031 1,072 Indif
Mp 21 0,031 0,5 0,531 Indif
Mp 22 0,260 2 2,260 Indif
Mp 23 0,031 0,062 0,093 Sinerg
Mp 24 0,52 0,031 0,552 Indif
Mp 25 1,041 2 3,041 Indif
Mp 26 0,520 0,125 0,645 Indif

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 33: InteracOes resultantes da combinacdo de cetoconazol (CTZ) e carvacrol
(CRV) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICCTZ FICCRV ICIF Resultado
Mp 01 4,006 0,125 4,131 Antag
MP 02 0,52 0,5 1,020 Indif
MP 03 4,006 0,062 4,068 Antag
Mp 04 4,006 2 6,006 Antag
Mp 05 0,25 0,015 0,265 Sinerg
MP 06 0,26 1 1,260 Indif
Mp 07 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 08 4,006 0,25 4,256 Antag
Mp 09 0,52 0,062 0,583 Indif
Mp 10 0,26 0,015 0,276 Sinerg
Mp 11 4,006 0,125 4,131 Antag
Mp 12 4,006 0,031 4,037 Antag
Mp 13 1,041 0,125 1,166 Indif
Mp 14 1,041 0,5 1,541 Indif
Mp 15 4,006 0,125 4,131 Antag
Mp 16 1 0,031 1,031 Indif
Mp 17 0,52 0,5 1,020 Indif
Mp 18 4,006 0,125 4,131 Antag
Mp 19 0,52 0,125 0,645 Indif
Mp 20 0,26 0,062 0,322 Sinerg
Mp 21 0,062 0,5 0,562 Indif
Mp 22 1,041 0,5 1,541 Indif
Mp 23 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 24 4,006 0,031 4,037 Antag
Mp 25 4,006 2 6,006 Antag
Mp 26 4,006 0,5 4,506 Antag
*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 34: Interacdes resultantes da combinacdo de clotrimazol (CLZ) e carvacrol
(CRYV) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICCLZ FICCRV ICIF Resultado
Mp 01 0,5 0,015 0,515 Indif
MP 02 0,062 0,031 0,093 Sinerg
MP 03 0,031 0,062 0,093 Sinerg
Mp 04 0,125 0,25 0,375 Sinerg
Mp 05 0,25 0,015 0,265 Sinerg
MP 06 0,125 1 1,125 Indif
Mp 07 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 08 0,5 0,0625 0,562 Indif
Mp 09 0,015 0,125 0,140 Sinerg
Mp 10 0,031 0,007 0,039 Sinerg
Mp 11 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 12 0,015 0,062 0,078 Sinerg
Mp 13 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 14 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 15 0,25 0,0313 0,281 Sinerg
Mp 16 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 17 0,5 0,25 0,75 Indif
Mp 18 1 0,062 1,062 Indif
Mp 19 0,25 0,015 0,265 Sinerg
Mp 20 0,007 0,125 0,132 Sinerg
Mp 21 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 22 0,5 0,015 0,515 Indif
Mp 23 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 24 0,015 0,5 0,515 Indif
Mp 25 0,031 2 2,031 Indif
Mp 26 0,125 0,062 0,187 Sinerg

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 35: Interacbes resultantes da combinacdo de miconazol (MCZ) e carvacrol

(CRV) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICMCZ FICCRV ICIF Resultado
Mp 01 0,125 0,015 0,140 Sinerg
MP 02 0,007 0,031 0,039 Sinerg
MP 03 0,015 0,125 0,140 Sinerg
Mp 04 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 05 0,25 0,015 0,265 Sinerg
MP 06 0,5 0,031 0,531 Indif
Mp 07 0,125 0,062 0,187 Sinerg
Mp 08 1 2 3 Antag
Mp 09 0,062 0,031 0,093 Sinerg
Mp 10 0,015 0,007 0,023 Sinerg
Mp 11 0,031 0,031 0,062 Sinerg
Mp 12 0,062 0,015 0,078 Sinerg
Mp 13 0,5 0,062 0,562 Indif
Mp 14 0,25 1 1,25 Indif
Mp 15 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 16 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 17 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 18 0,031 0,062 0,093 Sinerg
Mp 19 0,25 0,015 0,265 Sinerg
Mp 20 0,007 0,125 0,132 Sinerg
Mp 21 0,002 0,5 0,501 Indif
Mp 22 0,25 0,015 0,265 Sinerg
Mp 23 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 24 0,031 0,015 0,046 Sinerg
Mp 25 0,003 2 2,003 Indif
Mp 26 0,062 0,062 0,125 Sinerg
*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 36: Interacdes resultantes da combinacdo de nistatina (NST) e carvacrol (CRV)
frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICNST FICCRV ICIF Resultado
Mp 01 0,003 0,5 0,503 Indif
MP 02 0,125 0,015 0,140 Sinerg
MP 03 0,003 0,062 0,066 Sinerg
Mp 04 0,25 0,015 0,265 Sinerg
Mp 05 0,125 0,015 0,140 Sinerg
MP 06 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 07 0,062 0,007 0,070 Sinerg
Mp 08 0,125 0,062 0,187 Sinerg
Mp 09 0,003 0,125 0,128 Sinerg
Mp 10 0,125 0,007 0,132 Sinerg
Mp 11 0,031 0,031 0,062 Sinerg
Mp 12 0,007 0,015 0,023 Sinerg
Mp 13 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 14 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 15 0,125 0,031 0,156 Sinerg
Mp 16 0,031 0,031 0,062 Sinerg
Mp 17 0,5 0,015 0,515 Indif
Mp 18 0,25 0,062 0,312 Sinerg
Mp 19 0,031 0,015 0,046 Sinerg
Mp 20 0,016 2 2,015 Indif
Mp 21 0,25 0,062 0,312 Sinerg
Mp 22 0,007 0,125 0,132 Sinerg
Mp 23 0,003 0,25 0,253 Sinerg
Mp 24 0,062 0,015 0,078 Sinerg
Mp 25 0,25 0,031 0,281 Sinerg
Mp 26 0,062 0,062 0,125 Sinerg

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 37: Interacdes resultantes da combinacdo de terbinafina (TRB) e carvacrol
(CRV) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICTRB FICCRV ICIF Resultado
Mp 01 0,008 0,25 0,257 Sinerg
MP 02 1 1 2 Indif
MP 03 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 04 0,063 0,5 0,562 Indif
Mp 05 0,125 0,031 0,156 Sinerg
MP 06 0,125 2 2,125 Indif
Mp 07 0,031 1 1,031 Indif
Mp 08 0,5 1 15 Indif
Mp 09 0,031 0,125 0,156 Sinerg
Mp 10 0,5 0,25 0,75 Indif
Mp 11 0,25 0,5 0,75 Indif
Mp 12 0,031 0,063 0,093 Sinerg
Mp 13 0,125 2 2,125 Indif
Mp 14 2 0,031 2,031 Indif
Mp 15 0,125 1 1,125 Indif
Mp 16 1 0,031 1,031 Indif
Mp 17 0,031 2 2,031 Indif
Mp 18 4 1 5 Antag
Mp 19 0,25 2 2,25 Indif
Mp 20 0,016 2 2,015 Indif
Mp 21 0,063 0,125 0,187 Sinerg
Mp 22 0,016 2 2,015 Indif
Mp 23 0,063 0,25 0,312 Sinerg
Mp 24 0,063 0,125 0,187 Sinerg
Mp 25 1 0,016 1,015 Indif
Mp 26 0,125 0,5 0,625 Indif
*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 38: InteracOes resultantes da combinacédo de fluconazol (FLZ) e cinamaldeido
(CIN) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICFLZ FICCIN ICIF Resultado
Mp 01 0,5 0,5 1 Indif
MP 02 0,031 1 1,031 Indif
MP 03 0,062 1 1,062 Indif
Mp 04 0,062 0,5 0,562 Indif
Mp 05 0,003 0,25 0,253 Sinerg
MP 06 0,015 1 1,015 Indif
Mp 07 0,007 1 1,007 Indif
Mp 08 1 0,5 15 Indif
Mp 09 0,015 0,062 0,078 Sinerg
Mp 10 0,25 0,062 0,312 Sinerg
Mp 11 0,5 0,25 0,75 Indif
Mp 12 0,062 0,5 0,562 Indif
Mp 13 0,5 0,5 1 Indif
Mp 14 0,5 0,25 0,75 Indif
Mp 15 0,062 1 1,062 Indif
Mp 16 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 17 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 18 0,125 2 2,125 Indif
Mp 19 0,007 0,5 0,507 Indif
Mp 20 8 4 12 Antag
Mp 21 0,003 0,062 0,066 Sinerg
Mp 22 0,062 2 2,062 Indif
Mp 23 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 24 2 0,125 2,125 Indif
Mp 25 0,125 2 2,125 Indif
Mp 26 0,062 0,25 0,312 Sinerg

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 39: Interacgdes resultantes da combinacédo de itraconazol (ITZ) e cinamaldeido
(CIN) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICITZ FICCIN ICIF Resultado
Mp 01 0,52 1 1,520 Indif
MP 02 0,5 0,125 0,625 Indif
MP 03 0,52 0,5 1,020 Indif
Mp 04 0,26 8 8,260 Antag
Mp 05 0,015 0,062 0,078 Sinerg
MP 06 0,25 0,5 0,75 Indif
Mp 07 0,52 0,125 0,645 Indif
Mp 08 1,041 4 5,041 Antag
Mp 09 0,52 0,25 0,770 Indif
Mp 10 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 11 2,083 0,25 2,333 Indif
Mp 12 0,52 0,125 0,645 Indif
Mp 13 0,5 0,5 1 Indif
Mp 14 0,26 4 4,260 Antag
Mp 15 2,083 0,25 2,333 Indif
Mp 16 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 17 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 18 1,041 0,25 1,291 Indif
Mp 19 0,062 0,125 0,187 Sinerg
Mp 20 1,041 0,25 1,291 Indif
Mp 21 0,031 0,062 0,093 Sinerg
Mp 22 1,041 0,125 1,166 Indif
Mp 23 0,062 0,125 0,187 Sinerg
Mp 24 0,52 0,25 0,770 Indif
Mp 25 1,041 1 2,041 Indif
Mp 26 0,52 0,125 0,645 Indif
*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 40: Interacgdes resultantes da combinacgdo de cetoconazol (CTZ) e cinamaldeido
(CIN) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICCTZ FICCIN ICIF Resultado
Mp 01 4,006 1 5,006 Antag
MP 02 0,52 1 1,520 Indif
MP 03 4,006 1 5,006 Antag
Mp 04 4,006 0,5 4,506 Antag
Mp 05 0,031 0,062 0,093 Sinerg
MP 06 1,041 1 2,041 Indif
Mp 07 0,125 1 1,125 Indif
Mp 08 4,006 2 6,006 Antag
Mp 09 0,52 0,5 1,020 Indif
Mp 10 0,26 0,125 0,385 Sinerg
Mp 11 4,006 1 5,006 Antag
Mp 12 4,006 0,5 4,506 Antag
Mp 13 1,041 2 3,041 Antag
Mp 14 1,041 0,5 1,541 Indif
Mp 15 4,006 1 5,006 Antag
Mp 16 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 17 1,041 0,25 1,291 Indif
Mp 18 4,006 0,25 4,256 Antag
Mp 19 0,52 0,5 1,020 Indif
Mp 20 0,52 0,125 0,645 Indif
Mp 21 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 22 2,083 0,5 2,583 Indif
Mp 23 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 24 4,006 05 4,506 Antag
Mp 25 4,006 1 5,006 Antag
Mp 26 4,006 0,125 4,131 Antag

*Mp: Malassezia pachydermatis, Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 41: Interagdes resultantes da combinacéo de clotrimazol (CLZ) e cinamaldeido
(CIN) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICCLZ FICCIN ICIF Resultado
Mp 01 0,5 0,5 1 Indif
MP 02 0,5 0,125 0,625 Indif
MP 03 0,031 0,25 0,281 Sinerg
Mp 04 0,031 0,5 0,531 Indif
Mp 05 0,125 0,03 0,156 Sinerg
MP 06 0,5 0,5 1 Indif
Mp 07 0,5 0,125 0,625 Indif
Mp 08 1 0,5 15 Indif
Mp 09 0,015 0,5 0,515 Indif
Mp 10 0,125 0,06 0,187 Sinerg
Mp 11 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 12 0,062 0,062 0,125 Sinerg
Mp 13 0,062 0,5 0,562 Indif
Mp 14 0,125 0,25 0,375 Sinerg
Mp 15 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 16 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 17 1 0,25 1,25 Indif
Mp 18 0,125 2 2,125 Indif
Mp 19 0,007 0,5 0,507 Indif
Mp 20 0,5 0,13 0,625 Indif
Mp 21 0,002 0,062 0,064 Sinerg
Mp 22 0,007 2 2,007 Indif
Mp 23 0,5 0,13 0,625 Indif
Mp 24 0,5 0,125 0,625 Indif
Mp 25 0,031 1 1,031 Indif
Mp 26 0,25 0,062 0,312 Sinerg
*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 42: Interacdes resultantes da combinacdo de miconazol (MCZ) e cinamaldeido
(CIN) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICMCZ FICCIN ICIF Resultado
Mp 01 0,25 0,5 0,75 Indif
MP 02 0,125 0,125 0,25 Sinerg
MP 03 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 04 0,125 0,062 0,187 Sinerg
Mp 05 0,015 0,062 0,078 Sinerg
MP 06 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 07 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 08 0,25 0,5 0,75 Indif
Mp 09 0,031 0,062 0,093 Sinerg
Mp 10 0,125 0,062 0,187 Sinerg
Mp 11 0,062 0,25 0,312 Sinerg
Mp 12 0,5 0,062 0,187 Sinerg
Mp 13 0,5 0,5 1 Indif
Mp 14 0,062 0,25 0,312 Sinerg
Mp 15 0,5 0,25 0,75 Indif
Mp 16 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 17 0,125 0,25 0,75 Indif
Mp 18 1 0,125 1,125 Indif
Mp 19 0,003 0,25 0,253 Sinerg
Mp 20 0,5 0,125 0,625 Indif
Mp 21 0,002 0,062 0,064 Sinerg
Mp 22 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 23 0,031 1 1,031 Indif
Mp 24 0,031 0,125 0,156 Sinerg
Mp 25 0,003 2 2,003 Indif
Mp 26 0,125 0,062 0,187 Sinerg

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 43: Interacdes resultantes da combinacdo de nistatina (NST) e cinamaldeido

(CIN) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICNST FICCIN ICIF Resultado
Mp 01 0,25 0,5 0,75 Indif
MP 02 0,015 0,125 0,140 Sinerg
MP 03 0,003 0,5 0,503 Indif
Mp 04 0,125 0,0625 0,187 Sinerg
Mp 05 0,003 0,25 0,253 Sinerg
MP 06 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 07 0,015 0,125 0,140 Sinerg
Mp 08 0,25 0,5 0,75 Indif
Mp 09 0,125 0,062 0,187 Sinerg
Mp 10 0,125 0,062 0,187 Sinerg
Mp 11 0,125 0,25 0,375 Sinerg
Mp 12 0,015 0,25 0,265 Sinerg
Mp 13 0,125 0,5 0,625 Indif
Mp 14 0,25 0,25 0,5 Sinerg
Mp 15 0,125 0,25 0,375 Sinerg
Mp 16 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 17 1 0,25 1,25 Indif
Mp 18 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 19 0,125 0,062 0,187 Sinerg
Mp 20 0,5 0,125 0,625 Indif
Mp 21 0,031 0,031 0,062 Sinerg
Mp 22 0,5 0,125 0,625 Indif
Mp 23 0,125 0,125 0,25 Indif
Mp 24 0,125 0,125 0,25 Sinerg
Mp 25 0,25 0,125 0,375 Sinerg
Mp 26 0,125 0,062 0,187 Sinerg
*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 44: InteracOes resultantes da combinacédo de terbinafina (TRB) e cinamaldeido
(CIN) frente aos isolados de Malassezia pachydermatis.

Isolados FICTRB FICCIN ICIF Resultado
Mp 01 0,5 0,5 1 Indif
MP 02 1 1 2 Indif
MP 03 0,125 0,5 0,625 Indif
Mp 04 0,063 0,5 0,562 Indif
Mp 05 0,125 0,125 0,25 Sinerg
MP 06 0,125 1 1,125 Indif
Mp 07 0,031 2 2,031 Indif
Mp 08 2 0,5 2,5 Indif
Mp 09 0,031 0,25 0,281 Sinerg
Mp 10 0,004 1 1,003 Indif
Mp 11 0,063 2 2,062 Indif
Mp 12 0,031 0,5 0,531 Indif
Mp 13 4 0,5 4,5 Antag
Mp 14 0,5 0,25 0,75 Indif
Mp 15 0,125 4 4,125 Antag
Mp 16 0,125 2 2,125 Indif
Mp 17 0,031 4 4,031 Antag
Mp 18 0,063 2 2,062 Indif
Mp 19 0,25 0,5 0,75 Indif
Mp 20 0,5 0,125 0,625 Indif
Mp 21 0,008 0,062 0,070 Sinerg
Mp 22 0,016 2 2,015 Indif
Mp 23 1 0,125 1,125 Indif
Mp 24 0,063 4 4,062 Antag
Mp 25 0,031 2 2,031 Indif
Mp 26 0,063 0,5 0,562 Indif

*Mp: Malassezia pachydermatis; Sinerg: Sinergismo; Indif: Indiferenca; Antag:

Antagonismo.
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Tabela 45: Resumo dos halos de inibi¢do de 20 isolados de M. pachydermatis a exposi¢ao

sequencial de KTZ e ITZ, através de disco-difusao.

Sequéncia de administragédo das drogas

Média do raio da zona
de inibicdo (mm) £ SD

A. KTZ seguido por ITZ no disco (10ug)
Concentracdo do KTZ nas placas (ug/mL)
0 (ITZ sozinho)

0,0009

0,001

0,003

0,007

0,01

B. ITZ seguido por KTZ no disco (50ug)
Concentracdo do ITZ nas placas (ug/mL)
0 (KTZ sozinho)

0,003

0,007

0,01

0,03

0,06

C. Exposicdo simultanea do KTZ (nas
placas) e ITZ no disco (10ug)
Concentragdo do KTZ nas placas (ug/mL)
0 (ITZ sozinho)

0,0009

0,001

0,003

0,007

0,01

D. Exposicdo simultanea do ITZ (nas
placas) e KTZ no disco (509)
Concentracdo do ITZ nas placas (ug/mL)
0 (KTZ sozinho)

0,003

0,007

0,01

0,03

0,06

8,45+ 4,29
9,10 + 4,68
7,90 £4,41
8,40 £ 4,65
8,80 + 4,58
9,10 +£3,95

10,9+ 4,19
11,7+ 4,71
11,5+ 4,73
11,6 +4,89
11,5+ 4,83
12,1 + 4,87

9,45+431
7,15+2091
10,7 + 4,36
9,80 + 4,54
5,97 £2,89
11,7 +5,52

11,8 £ 4,67
14,4 + 5,14
114+471
13,8 +4,98
13,9+4,98
14,7 + 6,23

KTZ: cetoconazol; ITZ: itraconazol
SD: desvio padrdo



134

Tabela 46: Resumo dos halos de inibicéo de 20 isolados de M. pachydermatis a exposicao
sequencial de KTZ e CTZ, através de disco-difusao.

Sequéncia de adminstragdo das drogas Média do raio da zona
de inibicdo (mm) + SD

A. KTZ seguido por CTZ no disco (50u9)

Concentracdo de KTZ nas placas (ug/mL)

0 (CTZ sozinho) 1,05+1,57
0,0009 1,27 + 3,17
0,001 1,20+£1,79
0,003 0,70 £1,59
0,007 0,70+ 1,62
0,01 1,30+1,72

B. CTZ seguido por KTZ no disco (50uQ)
Concentracdo de CTZ nas placas (pg/mL)

0 (KTZ sozinho) 11,88 + 3,97
0,25 11,1+3,48
0,5 124 +4.34
1 11,80+ 4,51
2 13,6 £5,37
4 14,1 £5,43

C. Exposicdo simultanea de KTZ (nas
placas) e CTZ no disco (50ug)
Concentragdo de KTZ nas placas (png/mL)

0 (CTZ sozinho) 0,80+1,39
0,0009 0,22+1,72
0,001 0,65+ 0,98
0,003 0,77+1,21
0,007 0,50 +1,10
0,01 0,50 + 1,14

D. Exposicdo simultanea de CTZ (nas
placas) e KTZ no disco (509)
Concentracdo de CTZ nas placas (ug/mL)

0 (KTZ sozinho) 11,23+ 4,39
0,25 11,70 £ 5,05
0,5 12,0+4,73
1 12,80 £ 5,41
2 12,63 £ 5,27
4 12,2+5,72

KTZ: cetoconazol; CTZ: clotrimazol
SD: desvio padrao
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Tabela 47: Resumo dos halos de inibicao de 20 isolados de M, pachydermatis a exposicao

sequencial de ITZ e CTZ, através de disco-difusao.

Sequéncia de administragédo das drogas

Média do raio da zona
de inibicdo (mm) £ SD

A. ITZ seguido de CTZ no disco (50ug)
Concentracdo de I1TZ nas placas (ug/mL)
0 (CTZ sozinho)

0,003

0,007

0,01

0,03

0,06

B. CTZ seguido de ITZ no disco (10ug)
Concentracdo de CTZ nas placas (ug/mL)
0 (ITZ sozinho)

0,25

0,5

1

2

4

C. Exposicdo simultanea de ITZ (nas
placas) e CTZ no disco (50ug)
Concentracdo de ITZ nas placas (pug/mL)
0 (CTZ sozinho)

0,003

0,007

0,01

0,03

0,06

D. Exposicdo simultanea de CTZ (nas
placas) e ITZno disco (10ug)
Concentracdo de CTZ nas placas (ug/mL)
0 (ITZ sozinho)

0,25

0,5

1

2

4

0,65+1,34
0,65 +1,22
0,60 + 1,50
0,30+ 0,80
0,80+1,73
0,65 + 1,26

8,95 + 4,06
8,57 + 3,80
8,45 + 3,89
9,12 +5,20
9,55 + 4,66
10,2 +£3,90

1,15+ 2,05
1,45+2,01
1,50 + 1,76
1,35+1,66
1,95+ 3,84
1,60 +£1,53

4,45+ 4,72
5,20+ 4,21
4,47 + 4,46
5,77 £5,35
5,55+ 4,26
5,80 +£5,92

ITZ: itraconazol; CTZ: clotrimazol
SD: desvio padrdo
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