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RESUMO

A malasseziose constitui uma enfermidade frequente na medicina veterinaria, estando
frequentemente associada a otite externa em cées e caracterizando-se pela recorréncia dos
quadros clinicos e pela necessidade de tratamentos antifungicos prolongados. Embora
Malassezia spp. faca parte da microbiota normal do conduto auditivo, pode assumir carater
patogénico diante de desequilibrios no hospedeiro, desencadeando processos inflamatérios e
infecciosos persistentes. Nesse cendrio, observa-se crescente interesse por alternativas
terapéuticas complementares, mais acessiveis e sustentaveis, destacando-se a fitoterapia como
estratégia promissora. O presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade inibitoria dos
Oleos essenciais de Origanum vulgare L. e Curcuma longa L. frente a isolados clinicos de
Malassezia pachydermatis provenientes de cdes com otite. As amostras clinicas foram obtidas
por meio de repiques de materiais oriundos de cdes previamente diagnosticados com
malasseziose, com base em exame citologico, provenientes da fungoteca de uma Clinica
Veterinaria de Ensino. Apds o isolamento fungico de cinco amostras (cdo 1 — CAE e CAD;
cdo 2 — CAE; cdo 3— CAD; cdo 4 — CAD), foram realizados ensaios in vitro para determinacao
da concentracdo inibitéria minima (CIM), utilizando o método de microdilui¢cdo em caldo,
conforme protocolo do CLSI (2017) adaptado para produtos naturais. A caracterizagcdo dos
Oleos essenciais, classificados em marcas superior, intermediaria e inferior, foi baseada no
perfil fitoquimico informado pelos fabricantes. Os resultados evidenciaram variacdo na
sensibilidade entre os isolados avaliados. Observou-se que 0s 6leos essenciais de orégano e
cdrcuma da marca inferior ndo demonstraram atividade inibitoria em nenhum dos cinco
isolados na concentragéo testada (CIM > 20 mg/mL). Para o cdo 3 (CAD), nenhuma das
marcas avaliadas apresentou efeito inibitorio na concentracdo testada (CIM > 20 mg/mL).
Para o cdo 4 (CAD), o 6leo de orégano e circuma mostraram efeito inibitério na concentracdo
testada, embora sem relevancia estatistica. No que diz respeito ao cdo 1 (CAE), ndo foram
identificadas diferencas estatisticamente significativas entre as marcas (superior e
intermediaria) de cdrcuma em comparacdo ao 6leo de orégano, que ndo demonstrou efeito
inibitorio. Por outro lado, para os cdes 1 (CAD) e 2 (CAE), observou-se diferenca
estatisticamente significativa entre as marcas superior e intermediaria de curcuma (P < 0,001).
A curcuma da marca intermediaria apresentou maior eficacia no cdo 1 (CAD), ao passo que,
no cdo 2 (CAE), a marca superior apresentou melhor desempenho. Conclui-se que, nas
condigBes experimentais adotadas, o 6leo essencial de Curcuma longa L. apresentou maior
atividade inibitoria in vitro em comparacdo ao Oleo essencial de Origanum vulgare L.,
evidenciando potencial como alternativa terapéutica complementar no manejo da
malasseziose em cdes. Contudo, ressalta-se a necessidade de estudos adicionais para
padronizacdo das concentracfes e avaliacdo da eficadcia em modelos in vivo. Ademais, a
pesquisa contribui para 0 avanco do uso de produtos naturais na satde animal, alinhando-se
ao Objetivo de Desenvolvimento Sustentavel 3 (Saude e Bem-Estar).

Palavras-chave: Canino. Acafrdo. Fungo. Orégano.



CALDEIRA, Camila Meire da Silva. Inhibitory activity of the essential oil of Origanum
vulgare L. and Curcuma longa L. against Malassezia spp. isolated from otitis in dogs..
Advisor: Adrielly Dissenha. 2026. 63 p. Master’s Dissertation (Animal Science with
Emphasis on Bioactive Products) — Universidade Paranaense, Umuarama, 2026.

ABSTRACT

Malasseziosis is a common disease in veterinary medicine, frequently associated with otitis
externa in dogs and characterized by recurrent clinical manifestations and the need for
prolonged antifungal treatments. Although Malassezia spp. is part of the normal microbiota
of the ear canal, it can become pathogenic under host imbalance conditions, triggering
persistent inflammatory and infectious processes. In this context, there is increasing interest
in complementary, more accessible, and sustainable therapeutic alternatives, with
phytotherapy standing out as a promising strategy. The present study aimed to evaluate the
inhibitory activity of essential oils from Origanum vulgare L. and Curcuma longa L. against
clinical isolates of Malassezia pachydermatis obtained from dogs with otitis. Clinical samples
were obtained through subcultures of materials from dogs previously diagnosed with
malasseziosis based on cytological examination, sourced from the mycological collection of
a Veterinary Teaching Clinic. After fungal isolation of five samples (dog 1 — CAE and CAD;
dog 2 — CAE; dog 3 — CAD; dog 4 — CAD), in vitro assays were performed to determine the
minimum inhibitory concentration (MIC) using the broth microdilution method, according to
the CLSI (2017) protocol adapted for natural products. The essential oils were characterized
and classified into superior, intermediate, and inferior brands based on the phytochemical
profile provided by the manufacturers. The results demonstrated variation in sensitivity among
the evaluated isolates. Essential oils of oregano and turmeric from the inferior brand did not
show inhibitory activity in any of the five isolates at the tested concentration (MIC > 20
mg/mL). For dog 3 (CAD), none of the evaluated brands exhibited inhibitory effects at the
tested concentration (MIC > 20 mg/mL). For dog 4 (CAD), oregano and turmeric oils showed
inhibitory effects at the tested concentration, although without statistical significance.
Regarding dog 1 (CAE), no statistically significant differences were observed between the
superior and intermediate turmeric brands compared to oregano oil, which showed no
inhibitory activity. In contrast, for dogs 1 (CAD) and 2 (CAE), a statistically significant
difference was observed between the superior and intermediate turmeric brands (P < 0.001).
The intermediate turmeric brand showed greater efficacy in dog 1 (CAD), whereas in dog 2
(CAE), the superior brand demonstrated better performance. It is concluded that, under the
experimental conditions adopted, the essential oil of Curcuma longa L. exhibited greater in
vitro inhibitory activity compared to Origanum vulgare L., indicating its potential as a
complementary therapeutic alternative in the management of malasseziosis in dogs. However,
further studies are required to standardize concentrations and to evaluate efficacy through in
vivo models. Additionally, this research contributes to advancing the use of natural products
in animal health, aligning with Sustainable Development Goal 3 (Good Health and Well-
being).

Keywords: Canine. Saffron. Fungus. Oregano.
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Técnicas — ABNT.
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POTENCIAL ANTIFUNGICO DO OLEO ESSENCIAL DE Origanum vulgare L. E
DE Curcuma longa L.

1.1 Introducéo

As plantas medicinais representam uma das formas mais antigas de pratica
terapéutica, com registros historicos em diferentes civiliza¢des, refletindo a consolidagéo de
saberes tradicionais voltados ao cuidado da satde (Rocha et al., 2021). Apesar da ampla
diversidade botanica disponivel, muitas espécies ainda permanecem pouco exploradas
quanto ao seu potencial terapéutico e composicdo fitoquimica, mesmo diante do crescente
interesse por compostos naturais bioativos (Latif & Nawaz, 2025). Essa lacuna é relevante,
considerando que plantas medicinais continuam sendo importantes fontes de moléculas com
maultiplas atividades bioldgicas, incluindo efeitos antimicrobianos, anticancerigenos, anti-
inflamatorios e antifingicos (Dorcas et al, 2024).

Nesse contexto, destaca-se Origanum vulgare L. (orégano), da familia Lamiaceae,
amplamente utilizado na culinaria e na medicina tradicional. Seu 6leo essencial apresenta
elevada estabilidade e diversidade quimica (Baydar; Sagdi¢; Ozkan, 2004), contendo
compostos fendlicos e terpenoides, como carvacrol e timol, associados a propriedades
antibacterianas, antifingicas, antioxidantes e anti-inflamatérias (Kimera et al., 2021).
Estudos toxicolégicos também indicam perfil de seguranca favoravel, uma vez que avaliacdo
subcrénica de 90 dias em ratos Wistar ndo demonstrou toxicidade oral significativa
(LlanaRuiz-Cabello et al., 2017).

De forma semelhante, Curcuma longa L., da familia Zingiberaceae, tem sido
amplamente investigada devido a presenca da curcumina (CUR), seu principal composto
bioativo. A curcuma apresenta propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias,
antimicrobianas, antifungicas, antivirais, anticancerigenas e neuroprotetoras, evidenciadas
em estudos in vitro e in vivo (Sharifi-Rad et al., 2020; Feng et al., 2024). Quanto a atividade
antifangica, extratos de Curcuma longa L. demonstra eficicia frente a diferentes espécies
fangicas de relevancia médica e veterinaria (Pacheco et al., 2015). No entanto, pesquisas
toxicoldgicas recentes sugerem que a seguranca € dependente da dose, com relatos de
toxicidade moderada em altas concentracdes de extratos aquosos (Silva, Leonardo & Silva,
Fabio, 2024) e efeitos toxicos do 6leo essencial em concentracdes superiores a 250 mg/L em

testes padronizados (Sales et al., 2020).
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As leveduras do género Malassezia spp. sd0 microrganismos comensais presentes na
pele de humanos e animais, podendo se tornar patogénicas em situacdes de desequilibrio
imunoldgico. A espécie mais comumente relacionada a dermatites e otites externas em cées
¢ a Malassezia pachydermatis (Peano et al., 2020), representando um desafio clinico
constante, principalmente em animais que sofrem de doencas alérgicas, endocrinopatias ou
que estdo em tratamento prolongado com antibi6ticos e glicocorticoides (Hnilica, 2012).
Devido ao uso generalizado de antifangicos azolicos, a resisténcia e as recidivas evidenciam
a urgéncia de desenvolver novas abordagens terapéuticas (Angileri et al., 2019). Nesse
contexto, as plantas medicinais e seus Oleos essenciais surgem como alternativas
promissoras, capazes de expandir as opgOes terapéuticas, diminuir custos e reduzir efeitos

colaterais (Menezes et al., 2009).

1.2 Reviséo da Literatura
Orégano (Origanum vulgare L.)

A empregabilidade do Origanum vulgare L. abrange tanto a culinaria quanto a
medicina tradicional, evidenciando seu valor funcional e bioativo. Na alimentacédo, seu uso
esta ligado as caracteristicas aromaticas proporcionadas pelo 6leo essencial. J& na medicina
popular, o 6leo é utilizado por apresentar uma variedade e consisténcia de seus compostos
quimicos e propriedades bioldgicas, como os fendlicos (carvacrol e timol) e monoterpenos
(aterpineol e y-terpineol), que estdo ligados a atividades antimicrobianas, antioxidantes,
antiinflamatdrias (Kimera et al., 2021), digestivas, calmantes respiratérias, tonicas (Soltani
et al., 2021), além de carminativo, diaforético, expectorante, estimulante, tosse, dores de
cabeca e dor de dente (Ortega-Ramirez et al., 2016).

O género Origanum pertence a familia Lamiaceae, sendo composta por 3 grupos, 10
seccOes, 38 espécies, 6 subespécies e 17 hibridos, caracterizada por uma larga diversidade
morfolégica e quimica, sendo mais de 20 espécies diferentes de plantas que abrangem o
“Orégano”, onde, as mais conhecidas sdo: orégano Comum (Origanum vulgare L.), o
orégano Manjerona (Origanum majorana L.) (Arcila-Lozano et al., 2004), orégano grego
(Origanum vulgare subsp. hirtum), orégano turco (Origanum vulgare onites) e orégano sirio
(Origanum vulgare syriacum) (Ortega-Ramirez et al., 2016).

Originaria da regido do Mediterraneo, e segunda uma lenda grega, foi Afrodite
(Deusa do amor) a primeira pessoa a cultiva-lo para usa-la na forma de perfume, podendo

ser facilmente reconhecido (Castro & Chemale, 1995). Ainda devido a sua presenca téo


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/headache
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/headache
https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/headache
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comum na cultura mediterranea, surgiu também um provérbio na Espanha em sua
homenagem que diz: “No todo el monte es orégano” (Nem toda a montanha é orégano), esse
proverbio é devido a sua facilidade em brotar e uma alusdo ao seu local de origem (Centro
virtual Cervantes, 2022).

Existem relatos de que o orégano era utilizado no século 7 a.C. para agregar sabor
caracteristico (pungente) a vegetais, ¢ arne, peixes e vinho (Soltani et al., 2021). Todavia,
por ser uma planta perene que se adapta bem em solos secos e calcarios, os géneros da planta
também podem ser cultivados na Europa, centro da Asia e Taiwan e nas Américas, onde foi
introduzido pelo homem para uso, principalmente, como tempero, sendo o Chile o principal
produtor na América do Sul, seguido da Bolivia e do Peru e em menor escala Argentina,
Uruguai e Brasil (Arcila-Lozano et al., 2004).

Em 2005 foi aprovada, por meio de uma regulamentacéo técnica (RDC n. 276), como
sendo uma especiaria “os produtos constituidos de partes (raizes, rizomas, bulbos, cascas,
folhas, flores, frutos, sementes, talos) de uma ou mais espécies vegetais, tradicionalmente
utilizadas para agregar sabor ou aroma aos alimentos e bebidas”. Portanto, o orégano ¢ uma
especiaria natural da espécie Origanum vulgare L. (Brasil, 2005).

Do ponto de vista morfolégico (figura 1), o orégano é uma planta herbacea, perene e
rizomatosa, com cerca de 90 cm ou mais. Apresenta caules eretos e, comumente, ramificados
no topo e peludos; suas folhas sdo verdes (mais claras no lado inferior), ovais, pontilhado
glandulares e pecioladas, inteiras ou ligeiramente crenado-cerradas, glabras ou peludas. As
flores se dispdem em espigas verticilares variando de 5-30 mm, s&o oblongas ou prismaticas
e ovoides, compondo uma densa inflorescéncia corimbea. Suas brécteas florais medem de
4-5 mm e sdo cerca de duas vezes mais longas que o calice. O calice possui cinco dentes
iguais, sendo pontilhado de glandulas amarelas e peludo; a corola, parte formada pelas
pétalas, € bilabiada, medindo de 4-7 mm, apresenta coloracdo branca ou vermelho-purpura.
Regides de clima mais temperado no Brasil a planta pode florescer nos meses de julho a
setembro. Entretanto, também podem viver em locais secos e montanhosos formando
pequenos arbustos isolados, mas, preferem solos calcarios e raramente € encontrado em solos

siliciosos (Centeno, 2002).
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Figura 1 - Aspecto morfolégico de Origanum vulgare L.

(Lamiaceae). Planta herbacea perene, rizomatosa de folhas com

formato oblonga e ovoides, de coloragdo verde-escuro (mais claro do

lado inferior). As flores possuem sdo de coloracdo branca ou

vermelho-purpura, formando um adensa inflorescéncia corimbea.
y = 7 = il o S L (™

Fonte: Horto Didatico de Plantas Medicinais do HU/CCS —
UFSC. Banco de Plantas Medicinais, 2025. Disponivel em:
https://hortodidatico.ufsc.br/banco-deplantas/. Acesso em: 14
fev. 2026.

A composi¢do quimica do 6leo essencial de Origanum vulgare L. é altamente
variavel, dependendo de uma série de fatores, incluindo clima, tipo de solo, variedade e
espécie da planta, periodo de colheita e técnica de extragdo utilizada. Pesquisas recentes
confirmam que essas variaveis causam mudancas quantitativas e qualitativas no perfil
quimico do 6leo, afetando diretamente sua atividade biolégica. Os metabdlitos encontrados
no Oleo essencial resultam do seu metabolismo secundario, sendo majoritariamente
compostos por terpenos, alcaloides, fendis e fitoesterdides. Os terpenos e fendis formam a
maior parte do Gleo, correspondendo mais de 70-80% do 6leo, sendo responsaveis pelas
atividades antimicrobianas, antioxidantes e anti-inflamatérias (Conkova et al., 2025; Wani
etal., 2021).

Estudos recentes tém consolidado o 6leo essencial de Origanum vulgare L. como um
agente com atividade antifungica significativa, especialmente quando avaliado por meio do
método de microdiluicdo em caldo para determinacdo da concentragdo inibitéria minima
(CIM). Esse método é amplamente reconhecido como padréo para ensaios de suscetibilidade
antifungica in vitro, permitindo quantificar de forma reprodutivel a menor concentragdo

capaz de inibir o crescimento visivel do fungo. No estudo de Cid-Chevecich et al. (2022), o
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6leo essencial de Origanum vulgare L. foi avaliado por meio do método de microdilui¢do
em caldo para determinacéo da concentragéo inibitdria minima (CIM) frente a espécies do
género Candida, incluindo Candida albicans, Candida krusei e Candida dublinienses. Os
autores observaram atividade antifungica significativa, com variacdo nos valores de CIM
entre as espécies testadas, indicando diferencas de suscetibilidade e associacdo da atividade
ao perfil quimico do 6leo. De forma semelhante, Mitropoulou et al. (2021) avaliaram a
atividade antifingica do O6leo de Origanum vulgare subsp. hirtum por método de
microdiluicdo em caldo, reportando efeito inibitério frente a fungos patogénicos (Candida
albicans, Candida glabrata e Candida tropicalis). Cid-Chevecich et al. (2022) realizaram
um estudo mais recente sobre a suscetibilidade de leveduras clinicas a 6leos essenciais, como
0 Origanum vulgare L. Eles usaram microdiluicdo em caldo e relataram variacGes na CIM
entre os isolados, destacando a necessidade de padronizacdo metodoldgica e analise
quantitativa da atividade antiflngica.

Os resultados desses estudos indicam que a atividade antifungica do Oleo esta
diretamente associada a sua composic¢do quimica, especialmente aos fenois e terpenos que
promovem aumento da permeabilidade da membrana plasmaética fungica, perda de
integridade celular e inibicao do crescimento detectavel nos ensaios de CIM (Cid-Chevecich
et al., 2022). A aplicacdo da microdiluicdo em caldo, portanto, permite ndo apenas
quantificar a poténcia antifingica do 6leo essencial, mas também comparar a suscetibilidade
entre diferentes espécies e isolados clinicos (Mitropoulou et al., 2021). Dessa forma, a
literatura recente demonstra que o 6leo essencial de Origanum vulgare L., quando avaliado
por determinacdo de CIM em microdiluicdo em caldo, apresenta atividade antifngica
mensuravel e reprodutivel, sustentando seu potencial como alternativa investigativa no
controle de infec¢des fungicas de importancia médica e veterinaria.

Sobre a toxicidade do 6leo essencial de orégano os estudos sdo escassos, todavia,
Cleff et al. (2008) estudou a toxicidade pré-clinica do 6leo a 3% administrado diariamente
por via oral e intravaginal, num periodo de 30 dias em ratas Wistar. Ndo houve evidenciacao
de qualquer alteracdo macroscépica no trato reprodutivo e digestério, nem no figado, baco e
rins. Também ndo foram observadas alteracdes em avaliacdes clinicas, hematoldgicas e
histopatologicas. O uso do oOleo essencial com auséncia de efeitos adversos também foi
demonstrado num estudo de Chami et al. (2004), ao qual, o 6leo foi administrado por via
oral num periodo de 8 dias consecutivos, avaliando a acao de eugenol e carvacrol em ratos

imunossuprimidos com candidiase oral induzida, demonstrando que estas substancias néo
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causaram efeitos colaterais ou toxicos a esses animais. Por fim, estudos toxicoldgicos
também indicam perfil de seguranca favoravel, uma vez que avaliacéo subcrénica de 90 dias
em ratos Wistar ndo demonstrou toxicidade oral significativa (Llana-Ruiz-Cabello et al.,
2017).

Cuarcuma (Curcuma Longa L.)

O género Curcuma, que abrange aproximadamente 130 espécies, ¢ uma planta
herbacea, perene, rizomatosa, porte ereto, pertencente a familia Zingiberaceae originaria do
sul da India, onde é conhecida como "acafrdo indiano" (Richard & Loo, 1992) e também
como turmeric em inglés, Jianghuang em chinés e Kyoo em japonés (Bhowmik, 2008). Além
da India, outros paises também cultivam a clrcuma, como a China, Tailandia, Malésia,
Indonésia e Brasil (Fuloria et al., 2022). Esta incluida na “Relagdo Nacional de Plantas
Medicinais de Interesse ao SUS” (RENISUS), relacdo essa que ¢ constituida por plantas
medicinais nativas ou exdticas facilmente adaptadas e amplamente utilizadas pela populacao
brasileira, além de possuirem alguma evidéncia para indicacdo de uso na saude publica.

De fécil cultivo, a planta apresenta como vantagem a ndo exigéncia de tratos
culturais especiais, podendo desenvolver-se em condic¢des tropicais, subtropicais ou em
altitudes que variam do nivel do mar a 1500 metros, sob regime pluvial ou sob irrigacao, e
em temperaturas de 20 a 30 °C; ja em relacdo ao solo, preferencialmente solo argiloso ou
aluvial, fértil e rico em matéria organica (Scartezzini & Speroni, 2000).

Morfologicamente (figura 2), a circuma é uma planta herbacea perene que pode
crescer até cerca de 1 a 1,5 metro de altura. As folhas sdo basais, normalmente oblongas a
elipticas, medindo de 30 a 50 cm de comprimento por 15 a 18 cm de largura. A face superior
é verde-escura e a inferior, verde-clara. As flores estéreis possuem pétalas amarelo-péalidas
com uma tonalidade arroxeada, acompanhadas por bracteas verdes com coloragdo arroxeada.
Os rizomas (caule subterréneo) séo robustos e agrupados, apresentando diversos ramos. Tém
formato oval ou cilindrico, coloracao laranja ou amarela, aroma balsamico e sabor amargo
(Chen et al., 2020).
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Figura 2 — Caracteristicas morfologicas de Curcuma longa
L. (Zingiberaceae), planta herbacea perene, rizomatosa,
apresentando folhas basais, oblongas e elipticas, face
superior verde-escuro e claro na face inferior.
Inflorescéncia em espigas, pétalas de coloragdo
amarelopalidas a arroxeada.

Fonte: Horto Didatico de Plantas Medicinais do
HU/CCS — UFSC. Banco de Plantas Medicinais, 2025.
Disponivel em: https://hortodidatico.ufsc.br/banco-de-

plantas/. Acesso em: 14 fev. 2026.

O plantio de Curcuma longa L. ocorre predominantemente por propagacédo
vegetativa, podendo ser realizado diretamente no solo por meio dos rizomas primarios ou a
partir de rizomas secundérios, popularmente conhecidos como “dedos”, que se originam do
rizoma central e mantém capacidade de brotacdo e desenvolvimento de novas plantas. Esses
rizomas sdo tuberosos, de centro arredondado e laterais alongadas, possuem coloragao
alaranjada, crescendo abaixo do solo e que ao serem agrupados formam uma estrutura
chamada mao (Sharifi-Rad et al., 2020). No Brasil, a melhor época do ano para o plantio da
carcuma é nos meses de agosto a setembro, onde, os rizomas podem ser colhidos e
dependendo das condicdes climaticas, de seis a dez meses apds o plantio, a planta floresce
(Wu et al., 2024).

A composicdo quimica varia conforme o segmento da planta e o local de cultivo. A
coloracdo amarela € originada da parte sdlida das raizes, em razdo da presenca de
carotenoides e curcuminoides (polifendis), que representam de 1 a 6% de sua composicao,
sendo a CUR (curcumina) o principal composto correspondendo a 3% dos curcuminoides.
Os flavonoides, como rutina, luteolina, quercetina, hesperidina e antocianina, representam

uma pequena fragao 0,4% de sua composicao. Os sesquiterpenos, provenientes dos rizomas,
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constituem cerca de 3 a 8%, com o ar-turmerona sendo o composto principal (Wu et al.,
2024). Esses componentes conferem a planta propriedades antioxidante, antimicrobiana,
anti-inflamatoria, anticancerigeno, antiviral, antifingico e antitumoral (Bastos; Rogero;
Aréas, 2009) e neuroprotetora (Feng et al., 2024), alem de contribuirem com o tratamento
de doencas inflamatdrias, doencas digestivas, doencas cardiovasculares, doencas de pele e
canceres. E utilizada nas indGstrias farmacéutica, alimenticia, cosmética e outras, na
fabricacdo de produtos como medicamentos, alimentos funcionais, aditivos alimentares,
suplementos dietéticos e cosméticos (Sharifi-Rad et al., 2020).

No que diz respeito a atividade antifungica A Curcuma longa L. tem sido
amplamente investigada quanto a sua atividade antiflngica, destacando-se tanto a curcumina
guanto os constituintes volateis presentes no 6leo essencial, como as turmeronas. Estudos
recentes demonstram que extratos e fragdes da clrcuma apresentam atividade inibitoria
frente a leveduras e fungos filamentosos de relevancia médica e veterinaria, com
determinacdo de concentragdo inibitéria minima (CIM) por meio do método de
microdiluicdo em caldo. Reddy et al. (2024) observaram efeito inibitério e reducdo de
viabilidade celular em Candida albicans, com determinacdo de CIM e investigacao de dano
de membrana como mecanismo associado. De forma semelhante, Tsopmene et al. (2024)
relataram atividade antifungica mensurdvel da curcumina frente a espécies de Candida
albicans, onde neste trabalho, curcumina e piperina foram testadas isoladamente para
determinar a CIM e MBIC (minima concentracdo inibitéria de biofilm) e em combinacgéo
com antiflngicos contra as cepas, observando atividade antibiofilme e efeitos sinérgicos com
farmacos convencionais, como clotrimazol, fluconazol, anfotericina B e nistatina.

No contexto veterinario, leveduras do género Malassezia também tém sido alvo de
investigacdo quanto a sua susceptibilidade a compostos naturais. Estudos recentes
empregando o método de microdiluicdo em caldo demonstraram a eficacia de Oleos
essenciais frente a Malassezia pachydermatis, proporcionando valores quantitativos de CIM
que refletem a capacidade inibitéria dos agentes testados. Por exemplo, Malassezia
pachydermatis apresentou susceptibilidade in vitro ao 6éleo essencial de Origanum vulgare
L. e outras fontes vegetais em um estudo que determinou CIM por microdiluigdo em caldo,
reforgando o interesse por alternativas naturais no controle de infecgdes fungicas veterinarias
(Conkova et al., 2025). Além das leveduras, extratos de Curcuma longa L. também

demonstrou atividade frente a fungos filamentosos como Aspergillus spp., Fusarium spp. e
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Botrytis cinerea, com valores de CIM dependentes da concentracdo e do perfil quimico do
extrato (Cruz et al., 2024).

A atividade antifungica da cdrcuma esta associada a capacidade de seus compostos
fenolicos e sesquiterpenoides promoverem desorganizacdo da membrana plasmaética,
aumento da permeabilidade celular, desequilibrio osmético e inibicdo do crescimento
detectavel nos ensaios de CIM. Assim, a literatura recente sustenta que Curcuma longa L.,
quando avaliada por determinacdo de CIM em microdiluicdo em caldo, apresenta atividade
antifangica mensuravel frente a leveduras e fungos filamentosos de interesse médico e
veterinario, incluindo espécies associadas a infecgdes cutaneas e sistémicas (Tsopmene et
al., 2024).

Um estudo investigou a genotoxicidade aguda e subcrdnica do 6leo essencial de
Curcuma longa L. em ratos Wistar. Na aguda, foi administrado o 6leo em dose Unica, na
dose de até 5 g/kg de peso corporal. Na subcrénica, foi administrado o dleo diariamente, por
via oral, na dose de 0,1, 0,25 e 0,5 g/kg de peso corporal, num periodo de treze semanas.
N&o houve mortalidade, nem sinais clinicos adversos ou alteracdes no peso corporal.
Indicadores da funcdo hepatica, como aspartato aminotransferase (AST), alanina
aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (ALP), permaneceram inalterados em animais
tratados em comparacdo com animais ndo tratados. A administracdo oral do 6leo por treze
semanas nao alterou o colesterol total, triglicerideos, marcadores da funcéo renal, parametros

eletroliticos séricos e nem a histopatologia dos tecidos (Liju; Jeena; Kuttan, 2013).

Malasseziose

Malassezia spp. sdo fungos pertencentes ao Reino Fungi, Filo Basidiomycota, Classe
Malasseziomycetes, Ordem Malasseziales, Familia Malasseziaceae (Rhimi et al., 2020).
Quanto ao género, ainda ha desafios em relacdo a sua classificacdo taxondmica. Atualmente,
sabe-se que existem 18 espécies de Malassezia relatadas (Theelen et al., 2018).

Sdo fungos leveduriformes lipofilicos e com excecdo de uma espécie, M.
pachydermatis (Figura 3), que € encontrada naturalmente em cédes (Guillot; Bond, 2020);
todas as demais sdo lipodependentes (Celis et al., 2017). Habitam o tecido cuténeo,
geralmente em areas do corpo com alta concentracdo de glandulas sebaceas, onde utilizam

acidos graxos para o seu metabolismo (Triana et al., 2017).
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Figura 3 - Aspecto microscopico de Malassezia pachydermatis sob objetiva de 100x. Em (A), leveduras
sem coloracdo; em (B), leveduras coradas pelo método de Gram, evidenciando células pequenas, de
formato oval a elipsoidal.
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Fonte: Acérvo da autora, 2025.

A malasseziose em cées e gatos é reconhecida como uma condi¢do oportunista em
que Malassezia pachydermatis, uma levedura lipofilica que normalmente integra a
microbiota cutanea e do conduto auditivo externo, prolifera excessivamente em resposta a
alteracdes na barreira cutanea e na imunocompeténcia do hospedeiro, estando associada a
comorbidades, como dermatite atdpica, hipersensibilidade alimentar, endocrinopatias,
alteracdes de queratinizacao e outras doencas de pele que comprometem a defesa cutanea,
além de fatores que favorecem o acumulo de umidade e a retencdo de cerimen no canal
auditivo. A literatura recente reforca que a identificacdo e o manejo eficaz dos fatores
subjacentes, como alergias cutaneas ou disfuncdes metabdlicas, sdo essenciais para 0
controle clinico da malasseziose, ja que a simples administracdo de antifingicos pode nédo
resolver o quadro sem abordar as causas predisponentes (Hobi et al., 2024).

Embora o grande interesse e pesquisa acerca deste microrganismo em relacdo aos
animais, ja foram registrados casos de infec¢cbes em humanos. Os casos mais frequentes
ocorrem em neonatos que sdo imunocomprometidos e que provavelmente adquiriram a
infeccdo por meio das maos de profissionais da satide que possuem animais colonizados por

Malassezia pachydermatis (llahi et al., 2018). Dessa forma, é necessario reforgar medidas
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de higiene das mé&os por individuos que tém contato com cdes e gatos, principalmente se
tiverem contato préximo com individuos imunocomprometidos (Bond et al., 2020).

O principal desafio para o diagnostico da malasseziose reside na sua quantificagéo,
uma vez que € uma levedura comensal da pele. Embora ainda néo tenha sido estabelecido
qual é o método mais eficaz para o diagndstico, os procedimentos mais empregados séo a
citologia, o cultivo microbioldgico e a bidpsia, que se mostram eficientes na identificacdo
do agente. Na pratica clinica veterinaria, 0 exame citologico de amostras da pele ou do
cerumen é visto como o método mais eficaz e pratico para diagnosticar infeccbes pela
levedura. Esse exame é geralmente preferido em comparagdo com a cultura fangica, pois
oferece resultados mais rapidos e uma relevancia diagnostica maior quando combinados com
sinais clinicos (Guillot; Bond, 2020)

Com relacao a citologia, se a area da coleta for o conduto auditivo o0 método consiste
na coleta do material otolégico via swab estéril, podendo ser seco ou imido. Esse material é
entdo transferido para uma lamina de vidro, corado e visualizado por meio de microscopia.
Nas demais areas do corpo, a coleta pode ser feita por meio da técnica de imprint, que
consiste em aplicacdo direta de uma lamina de vidro limpa sobre a area afetada pela levedura,
posteriormente o contetdo é fixado, corado e analisado via microscopia (Hobi et al., 2024).

Em relacdo ao cultivo fungico, a técnica consiste na coleta de amostras do conduto
auditivo do cdo, apos ela deve ser semeada em placas de Petri contendo meio de cultura
apropriado, Agar Sabouraud Dextrose (SDA) sem adicao de lipideos (Guého-Kellermann et
al., 2010), isso decorre do fato de que das 18 espécies do género Malassezia spp. conhecidas,
somente a Malassazesia pachydermatis ndo requer adicdo de 6leo no meio de cultura ou
meios que ja tem 6leo adicionado como o Agar Leeming e Notham modificado ou Agar
Dixon modificado (Bond et al., 2020).

Um outro teste de diagndstico também pode ser feito pela identificacdo fenotipica da
Malassezia pachydermatis que é o teste de urease positivo, ao qual é empregado para
detectar microrganismos produtores dessa enzima. Estudos recentes que utilizam métodos
fenotipicos padréo relatam que a positividade do teste, associada ao crescimento em meio de
cultura sem suplementacdo lipidica, caracteristica lipofilica, porém nédo lipodependente
dessa levedura, constitui critério relevante para a confirmagdo dessa especie em analises
laboratoriais (Puig et al., 2017).

Na manifestacdo clinica observa-se prurido que pode ir de moderado a grave, além

de alopecia regional ou generalizada, escoriacfes, eritema e seborréia. Na cronicidade da
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doenca, a pele pode-se tornar liquenificada, hiperpigmentada e hiperqueratética e,
geralmente, com um odor desagradavel. Os locais de ocorréncia podem envolver o espago
interdigital, regido ventral do pescoco, axilas, regido perianal ou dobras das patas (Hnilica,
2012).

Em geral, a resposta dessas leveduras a terapia antifungica € satisfatoria (Bond et al.,
2010), no entanto, em algumas situacdes, o tratamento pode falhar e a infeccdo piorar. Ha
relatos de resisténcia ao tratamento, especialmente apo6s um periodo prolongado de terapia
antifangica (Angileri et al., 2019). Trés classes de antifungicos sdo usadas no tratamento:
azois, polienos e equinocandinas. Os azois sdo a classe mais comum, sendo os farmacos mais
utilizados: cetoconazol, miconazol, clotrimazol, fluconazol e itraconazol (Peano et al.,
2020). Para infecgdes superficiais em humanos e animais, o tratamento pode ser topico, oral
ou uma combinacdo deles (Theelen et al., 2018). Ja nos casos moderados a grave, ha
necessidade da associagdo de um tratamento sisttmico, que consiste na administracdo de
antifungicos azo6is, podendo ser combinados com antibidticos e glicocorticoides para
controle de infeccdes bacterianas secundérias e reducdo da inflamacgdo (Velegraki et al.,
2015).

A ocorréncia de resisténcia aos azois e o crescimento das infeccbes por Malassezia
spp. em humanos e animais reforcam a demanda por novas alternativas terapéuticas. Alguns
estudos vém surgindo na busca de novos alvos terapéuticos no combate dessas infeccdes
(Bond et al., 2020) e uma dessas opcbes € o uso de plantas medicinais com propriedades
antifungicas, visando expandir as alternativas terapéuticas e diminuir os custos de tratamento
(Menezes et al., 2009).
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1.4 Objetivo

Avaliar a atividade antifungica in vitro de trés marcas distintas de 6leos essenciais de
Curcuma longa L. e Origanum vulgare L. para determinagdo da concentragdo inibitoria minima

(CIM) frente a Malassezia pachydermatis de otites caninas.
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RESUMO

A malasseziose canina, frequentemente associada a otite externa, € uma das dermatopatias mais
comuns na préatica veterinaria, caracterizada por recorréncia clinica e resposta terapéutica
variavel. Malassezia pachydermatis, integrante da microbiota normal do conduto auditivo, pode
tornar-se patogénica diante de desequilibrios imunoldgicos ou alteracdes da barreira cutanea.
Nesse contexto, 6leos essenciais de Origanum vulgare L. e Curcuma longa L. vém sendo
investigados como alternativas terapéuticas complementares, devido as suas propriedades
antifungicas associadas a fenois e terpenos, além de contribuir para o Objetivo de
Desenvolvimento Sustentavel 3 (Satde e Bem-Estar), ao buscar estratégias mais acessiveis e
sustentaveis na saude animal. Este estudo avaliou a atividade antifungica in vitro de trés marcas
comerciais (superior, intermediaria e inferior) desses 6leos frente a isolados clinicos de M.
pachydermatis provenientes de otites caninas. ApoOs isolamento e cultivo da levedura,
determinou-se a concentracdo inibitoria minima (CIM) pelo método de microdiluicdo em caldo
modificado para produtos naturais. Observou-se variabilidade na suscetibilidade entre os
isolados analisados. Os 6leos essenciais da marca inferior ndo apresentaram efeito inibitorio
dentro das concentracdes testadas (CIM > 20 mg/mL). J& para o cdo 4 houve efeito inibitdrio
do 6leo de orégano (marca superior e intermediaria) e de circuma (marca intermediaria) frente
a M. pachydermatis, porém, sem significancia estatistica. Nos cées 1 e 2, o 6leo de cUrcuma
demonstrou atividade inibitoria frente a Malassezia pachydermatis com diferenca estatistica
significativa. Concluindo-se que a eficacia depende do isolado e do perfil fitoquimico utilizado,
reforcando a necessidade de padronizacdo metodologica e avaliagdo individual da
suscetibilidade fungica.

Palavras-chave: Canino. Acafrdo. Fungo. Orégano.
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ABSTRACT

Canine malasseziosis, frequently associated with otitis externa, is one of the most common
dermatopathies in veterinary practice, characterized by clinical recurrence and variable
therapeutic response. Malassezia pachydermatis, a component of the normal microbiota of the
ear canal, may become pathogenic in the presence of immunological imbalances or alterations
of the skin barrier. In this context, essential oils of Origanum vulgare L. and Curcuma longa L.
have been investigated as complementary therapeutic alternatives due to their antifungal
properties associated with phenols and terpenes, as well as their contribution to Sustainable
Development Goal 3 (Good Health and Well-being) by promoting more accessible and
sustainable strategies in animal health.This study evaluated the in vitro antifungal activity of
three commercial grades (superior, intermediate, and inferior) of these oils against clinical
isolates of M. pachydermatis obtained from canine otitis. After isolation and cultivation of the
yeast, the minimum inhibitory concentration (MIC) was determined using the broth
microdilution method adapted for natural products. Variability in susceptibility among the
analyzed isolates was observed. Essential oils from the inferior grade showed no inhibitory
effect within the tested concentrations (MIC > 20 mg/mL). For dog 4, inhibitory effects of
oregano oil (superior and intermediate grades) and turmeric oil (intermediate grade) were
observed against M. pachydermatis, although without statistical significance. In dogs 1 and 2,
turmeric oil demonstrated inhibitory activity with statistically significant differences. It is
concluded that efficacy depends on the isolate and the phytochemical profile used, highlighting
the need for methodological standardization and individual evaluation of fungal susceptibility.

Keywords: Canine. Saffron. Fungus. Oregano.



73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120

38

Introducéo

O uso de plantas medicinais acompanha a histéria da humanidade, estando presente em
diferentes civilizagdes e sistemas tradicionais de cuidado a saude. Com o avanco cientifico, esse
conhecimento passou a ser investigado de forma sistematica, consolidando as espécies vegetais
como importantes fontes de compostos bioativos com potencial terapéutico (Rochaet al., 2021).
Apesar do crescente interesse, apenas uma fracdo da biodiversidade vegetal foi amplamente
estudada quanto a sua composicao fitoquimica e propriedades farmacologicas, evidenciando
lacunas relevantes no conhecimento cientifico (Latif; Nawaz, 2025).

Nesse contexto, Origanum vulgare L. se sobressai como uma planta amplamente
utilizada na culinaria e na medicina tradicional. Seu 6leo essencial é altamente estavel,
apresentando uma ampla variedade quimica e sem contaminagdo microbiologica (Soltani et al.,
2021). Seus principais constituintes, carvacrol e timol, conferem propriedades antibacterianas,
antifangicas, antioxidantes e anti-inflamatdrias, com atividade inibitoria demonstrada frente a
fungos dos géneros Aspergillus, Candida e Malassezia (Conkova et al., 2025). Pesquisas
adicionais indicam efeitos antivirais, anti-inflamatorios e anticancerigenos, além de um perfil
de seguranca positivo em avalia¢des pré-clinicas (Mediouni et al., 2020).

De maneira similar, a Curcuma longa L. tem sido objeto de muitos estudos por causa
da CUR (curcumina), obtida por extracdo dos rizomas da curcuma, ao qual, é conhecida por
suas propriedades antioxidantes, anti-inflamatérias, antimicrobianas, antifingicas e
anticancerigenas (Sharifi-Rad et al., 2020; Feng et al., 2024). A CUR exerce acdo em diversas
vias celulares, controlando processos inflamatorios e oxidativos, além de possuir atividade
inibitoria frente a espécies como Candida spp. e Aspergillus spp. (Pacheco et al., 2015).

As leveduras do género Malassezia spp. sdo microrganismos comensais presentes na
pele e mucosas, mas podem se tornar patogénicas em resposta a mudangas no sistema
imunoldgico. Malassezia pachydermatis estd comumente ligada a dermatites e otites em cées,
particularmente quando h& condicGes alérgicas, problemas enddcrinos ou uso continuo de
antibidticos e glicocorticoides (Hnilica, 2012; Peano et al., 2020). Devido ao uso generalizado
dos antifingicos azolicos, a frequéncia das infeccbes e o aparecimento de resisténcia
evidenciam a urgéncia de novas estratégias terapéuticas (Angileri et al., 2019).

Nesse cenario, os 6leos essenciais de plantas medicinais sdo considerados alternativas
terapéuticas promissoras, com capacidade para expandir as opc¢des de tratamento e minimizar
efeitos colaterais, especialmente em face do crescimento da resisténcia microbiana (Sharifi-Rad
et al., 2020). Assim, a avaliagdo in vitro da atividade antifingica dos 6leos essenciais de
Origanum vulgare L. e Curcuma longa L. em relagcdo a Malassezia pachydermatis é relevante
nos ambitos cientifico, clinico e social, contribuindo para o desenvolvimento de novas
estratégias para o controle da malasseziose em cdes. Assim, o objetivo do estudo é avaliar a
atividade inibitéria in vitro de trés marcas diferentes de 6leos essenciais de Curcuma longa L.
e Origanum vulgare L. para determinar a concentracdo inibitéria minima (CIM) em relacdo a
Malassezia pachydermatis, agente causador de otites em cdes.

Material e Métodos

Aspectos éticos

O presente estudo ndo foi submetido ao Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA),
pois ndo envolveu procedimentos experimentais ou intervengdes diretas nos animais. As
amostras clinicas foram obtidas por meio de repiques de materiais oriundos de caes previamente
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diagnosticados com malasseziose, com base em exame citolégico, provenientes da fungoteca
de uma Clinica Veterinaria de Ensino. Trata-se, portanto, de uma pesquisa in vitro com uso de
material bioldgico secundario, sem realizacdo de novas coletas ou exposi¢cdo adicional dos
animais.

Obtencéo de isolados clinicos

As amostras clinicas foram obtidas por meio de repiques de materiais oriundos de céaes
previamente diagnosticados com malasseziose, com base em exame citolégico, provenientes da
fungoteca de uma Clinica Veterinaria de Ensino.

Cultivo fangico

O cultivo e a manutencdo da Malassezia pachydermatis eram realizados por meio de
repiques, utilizando uma alca bacterioldgica estéril em novas placas de Petri com SDA sem
lipideos adicionados. Para evitar contaminagéo e perda de umidade, as placas eram seladas com
filme de PVC e incubadas por um periodo de 7 a 10 dias a uma temperatura de 28 a 32 °C, ideal
para o crescimento da levedura. Depois de cultivadas, as placas eram colocadas na geladeira
para armazenamento, a fim de manter a viabilidade, pureza e estabilidade genética das
leveduras. Todos os procedimentos foram realizados em condicdes assépticas, utilizando cabine
de fluxo laminar e autoclavando os meios e materiais a 121 °C por 20 minutos.

O crescimento foi monitorado diariamente por meio da avaliacdo das caracteristicas
macroscopicas, microscépicas e fisiologicas. Macroscopicamente, observaram-se colénias de
coloracdo creme, aspecto fosco, formato convexo e aproximadamente 5 mm de diametro.
Microscopicamente, foram identificadas células ovais a elipsoidais (2,0-2,5 x 4,0-7,0 um),
com reproducéo assexuada por brotamento unipolar repetitivo. Fisiologicamente, a Malassezia
pachydermatis dentre as espécies € a Unica capaz de crescer em meio de cultura comum, como
SDA sem adicédo de lipideos, devido a sua caracteristica lipidiofilica sem lipidiodependéncia
(Puig et al., 2017).

Como parte da identificacdo fenotipica, antes de iniciar os testes com 6leos essenciais,
foi realizado o teste de urease, empregado para identificar microrganismos que produzem essa
enzima, uma caracteristica de Malassezia spp. A positividade do teste, combinada com o
crescimento em meio convencional sem adicao de lipidios, indica uma caracteristica lipofilica,
mas nao lipodependente, o que auxilia na confirmacdo de Malassezia pachydermatis, um
critério importante para diferenciacdo dentro do género (Puig et al., 2017).

Microorganismo e preparo do inculo

A atividade inibitoria dos oleos essenciais foi avaliada frente a cinco isolados de
Malassezia pachydermatis. Para os ensaios, utilizou-se indculo obtido a partir de cultivo de 72
horas, proveniente de um repique recente das amostras mantidas sob refrigeracdo. As col6nias
foram suspensas em solugdo salina estéril, homogeneizadas (Voértex) e padronizadas em
espectrofotdmetro (Spectra Max Plus) a 530 nm, ajustando-se a transmitancia para 60-65%.
Em seguida, realizou-se dilui¢do de 1:20 (1 mL do in6culo em 19 mL de caldo Sabouraud
Dextrose), sendo posteriormente distribuidos 50 puL da suspensdo padronizada em cada poco
das microplacas de 96 pogos.

Obtencéo do 6leo essencial de Origanum vulgare L. e Curcuma longa L.

Os o0leos essenciais foram adquiridos na forma comercial (tabela 1) e classificados em
trés categorias (superior, intermediaria e inferior) com base no perfil fitoquimico informado
pelos respectivos fabricantes. A destilacdo por arraste a vapor (hidrodestilacdo) foi o0 método
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utilizado para a extragdo dos 0leos, e a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-MS) foi empregada para analisar a decomposi¢do quimica de seus compostos.

Para Origanum vulgare L., a marca superior apresentou teor de fendis entre 65-80%,
com predominancia de carvacrol (60-75%) e timol (2-5%). Os terpenos corresponderam a 20—
35%, incluindo p-cimeno (4-10%), y-terpineno (3-8%), B-cariofileno (1-4%) e outros
compostos, como linalol e 4-terpineol (1-5%). A marca intermediaria apresentou perfil
semelhante, com fendis entre 65—78% (carvacrol 65-75% e timol 1-3%) e terpenos entre 22—
35% (p-cimeno 5-10%; y-terpineno 3—8%; B-cariofileno, linalol e outros 1-6%). Para a marca
inferior, o fabricante n&o disponibilizou informacdes detalhadas sobre a sua composicao,
somente acerca do método de extracao.

Quanto ao oOleo essencial de Curcuma longa L., a marca superior apresentou
predominancia de sesquiterpenos (60—75%), com a-turmerona (30-40%), ar-turmerona (17—
26%) e B-turmerona (10-18%), além de outros constituintes (25-30%), como a-felandreno (3—
10%), 1,8-cineol (2-12%), a-zingibereno (5-15%) e P-sesquifelandreno (3—8%). A marca
intermediaria apresentou sesquiterpenos entre 55-70%, com a-turmerona (28-38%), ar
turmerona (16-25%) e B-turmerona (10-17%), além de a-felandreno, 1,8-cineol e zingibereno
em propor¢des variaveis; os demais constituintes (4-8%) ndo foram especificados pelo
fabricante. Para a marca inferior, ndo houve descrigdo do perfil fitoquimico, apenas o método
de extracao.

Tabela 1 — Oleos essenciais utilizados no estudo, discriminados conforme a espécie vegetal (Origanum vulgare L.
e Curcuma longa L.) e identificacdo comercial (marca superior, intermediéria e inferior) de acordo com o perfil
fitoquimico, obtido pelo método CG/MS, informado pelos fabricantes.

Espécie vegetal Nome comum Classificaco Fitoquimica

Origanum vulgare L. Orégano Superior Fendis monoterpénicos (65-80%)
Origanum vulgare L. Orégano Intermediaria Fendis monoterpénicos (65-78%)
Origanum vulgare L. Orégano Inferior N&o informado

Curcuma longa L. Acafréo Superior Sesquiterpenos (60-75%)
Curcuma longa L. Acafréo Intermediario Sesquiterpenos (55-70%)
Curcuma longa L. Acafrdo Inferior N&o informado

Fonte: Elaborada pelo autor seguindo a ABNT/2025

Atividade inibitdria pelo método de microdilui¢cdo em caldo

Para o estudo, foram utilizadas cinco amostras entre 0s 19 isolados: cdo 1 (CAE e CAD),
cdo 2 (CAE), cdo 3 (CAD) e céo 4 (CAD), sem utilizar uma cepa de referéncia como controle,
na qual a concentracdo inibitéria minima (CIM) de cada microrganismo frente aos 6leos
essenciais foi determinada por meio da técnica de microdiluicdo em caldo (CLSI, 2017),
adaptada para produtos naturais (Cleff et al., 2010), sendo os éleos previamente solubilizados
em Tween 80 como agente emulsificante, utilizando-se microplacas de 96 pocos. Para cada
microrganismo, foi realizada uma suspensdo padronizada em solucdo salina, seguida da sua
homogeinizacdo (\Vortex) e ajuste no aparelho de espectrofotdmetro (Spectra Max Plus) com
comprimento de onda 530 nm e transmitancia de 60-65%. Em seguida, realizou-se diluicdo de
1:20 (1 mL do in6culo em 19 mL de caldo Sabouraud Dextrose), com acréscimo de 50 pL do
caldo Sabouraud Dextrose liquido em cada poco das microplacas de 96 pocos.

Os 0leos essenciais foram avaliados na faixa de concentragéo entre 0,009 e 10 mg/ml,
sendo a concentracdo méde de 20mg/ml. Apo6s o indculo ser ajustado, 50 pl do dleo foi
adicionado em cada poco na microplaca de 96 pocos e, posteriormente, submetido a incubacgéo
a 32° C por 72 h. Para a leitura, foi realizada uma adigdo de 20 pL do revelador 2,3,5-cloreto
de trifeniltetrazélio (TTZ) a 1,0% em cada poco, seguida de incubagdo das microplacas a 32° C



213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233
234
235
236
237
238

239
240
241
242
243

244
245
246
247
248
249
250

251
252

253

41

por 20 min. A CIM foi definida pela menor concentracdo que resultou na inibicdo do
crescimento visual de acordo com o revelador.

Anédlise Estatistica

Inicialmente, os dados obtidos foram submetidos a avaliacdo da normalidade da
distribuicdo, a fim de definir o teste estatistico mais adequado. Para os conjuntos de dados que
apresentaram distribuicdo normal, foi empregada a anélise de varidncia (ANOVA),
considerando-se nivel de significancia de 5% (p < 0,05).

A ANOVA foi utilizada por envolver comparagdo entre trés grupos experimentais
(marcas dos 6leos essenciais), sendo esse o teste paramétrico indicado quando ha mais de duas
médias a serem comparadas. Os resultados foram expressos em média + desvio padréo,
conforme recomendado para dados com distribui¢do normal.

O valor de p foi adotado como critério para determinacdo de diferenca estatisticamente
significativa. Valores de p > 0,05 foram interpretados como auséncia de diferenga estatistica
entre 0s grupos avaliados.

Resultados

Os resultados obtidos durante a avaliacdo da CIM (concentragdo inibitéria minima)
encontram-se na tabela 2. O 0Oleo essencial tanto de orégano quanto da curcuma da marca
inferior ndo apresentou inibigcdo dentro do intervalo de concentragdes testado para nenhum dos
isolados (CIM > 20mg/ml). Ja para o cdo 3 (CAD) as trés marcas: superior, intermediaria e
inferior, ndo apresentou inibicdo dentro do intervalo das concentragdes testadas (CIM >
20mg/ml).

Tabela 2: Analise descritiva das concentracGes inibitérias minimas (CIM) dos diferentes 6leos essenciais testados
nas cinco amostras de Malassezia pachydermatis. A classificagdo (marca superior, intermediéria e inferior) dos
6leos essenciais ocorreram de acordo com o perfil fitoquimico, obtido pelo método de CG/MS, informado pelo
fabricante. Resultados expressos em mg/ml.

Oleos Cdo 1(CAE) Cé&o1(CAD) Cao2(CAE) Céo3(CAD) Céo 4(CAD)
Orégano superior N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu 0,625+ 0,5
Orégano intermediaria Né&o inibiu Né&o inibiu Né&o inibiu Néo inibiu 0,456 £ 0,7
Orégano inferior N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu N&o inibiu N4o inibiu
Acafréo superior 2,50+0,0 0,156 + 0,0 5,00+ 0,0 N&o inibiu Né&o inibiu
Acafrdo intermediaria 1,67 +£0,7 0,625+ 0,0 0,29+0,3 N&o inibiu 0,260+ 0,1
Acafro inferior Né&o inibiu Né&o inibiu Né&o inibiu N&o inibiu Né&o inibiu

Fonte: Elaborada pelo autor seguindo a ABNT/2025.

Ja para o cdo 4 (CAD), os 6leos de orégano da marca superior e intermediaria e de
curcuma da marca intermediaria ndo apresentou diferenca estatistica significativa para
concentragdo inibitéria minima (P=0,695)(tabela 3). Em relagdo aos demais 6leos (orégano
marca inferior e circuma marca superior e inferior) testados no mesmo animal (cdo 4), ndo
apresentaram inibicdo dentro do intervalo de concentraces testadas (CIM > 20mg/ml).
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Tabela 3: Analise de variancia (ANOVA, P<0,05) para compara¢do da concentracao inibitéria minima (CIM)
dos diferentes dleos essenciais testados na amostra (cao 4) contra a Malassezia pachydermatis. Os valores séo
expressos em média + desvio padrdo. Nessa amostra ndo foi observada diferenca estatisticamente significativa
entre os Oleos.

Oleos (c&o 4 - CAD)
Orégano (“‘m. superior”) 0,625 + 0,5 mg/ml
Orégano (“m. intermediaria”) 0,456 + 0,7 mg/ml
Clrcuma (“m. intermediaria”) 0,260 = 0,1 mg/ml
P 0,695

Fonte: Elaborada pelo autor seguindo a ABNT/2025.

N&o houve diferenca estatistica significativa (P=0,116) para concentracdo inibitoria
(CIM) entre os Oleos da curcuma marca superior e intermediaria para a amostra do cdo 1
(CAE)(tabela 4), em relacdo aos demais 0leos testados no mesmo animal, ndo houve inibicéo
dentro do intervalo de concentracdes testadas (CIM > 20mg/ml).

Por fim, para as linhagens cdo 1 (CAD) e cdo 2 (CAE), foi observada diferenca
estatistica significativa (P<0,001) para circuma marca superior e intermediaria, ja os demais
6leos ndo apresentaram inibicdo dentro do intervalo de concentragGes testados (CIM >
20mg/ml).

A concentracdo inibitoria (CIM) da carcuma da marca intermediaria (0,625 mg/ml) foi
maior que a curcuma da marca superior, considerando para cdo 1 (CAD). J& para cdo 2 (CAE),
a curcuma da marca superior (5,0 mg/ml) apresentou uma concentracdo inibitoria (CIM) maior
que a marca intermediaria (tabela 3).

Tabela 4: Comparacéo da concentracdo inibitoria minima (CIM) entre duas marcas (superior e intermediéria) de
Curcuma longa L. nas trés linhagens (cdo 1: CAE e CAD; cédo 2: CAE) de Malassezia pachydermatis avaliadas,
por meio do teste t de Student (P<0,05).

Oleos CAO1(CAE) CAO1(CAD) CAO2(CAE)
Ctrcuma (“m. superior”) 2,50 £ 0,0 mg/ml 0,156 + 0,0 mg/ml a 5,00 + 0,0 mg/ml b
Clrcuma (“m. intermediaria”) 1,67 £ 0,7 mg/ml 0,625 + 0,0 mg/ml b 0,29 + 0,3 mg/ml 2
P 0,116 <0,001 <0,001

Fonte: Elaborada pelo autor seguindo a ABNT/2025.

Discussao

Os resultados deste estudo demonstraram que a atividade inibitoria dos 6leos essenciais
frente a Malassezia pachydermatis ndo ocorreu de forma uniforme entre os isolados clinicos
avaliados. Nos isolados provenientes dos cdes 1 (CAE) e 4 (CAD), observou-se inibi¢do dentro
da concentracdo testada (10 a 0,009 mg/ml), embora sem diferenca estatistica significativa. Em
contrapartida, nos isolados dos cdes 1 (CAD) e 2 (CAE), verificou-se diferenca estatisticamente
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significativa (P<0,001) entre as marcas superior e intermedidria de Curcuma longa L.,
indicando variacdo na resposta inibitéria conforme o isolado e a marca avaliada. Essa
heterogeneidade ¢é consistente com os achados de Sharma et al. (2022), que relataram variagdes
de suscetibilidade entre cepas da mesma espécie (Candida albicans) fungica ao avaliarem o
6leo essencial de Curcuma longa L. por microdiluicdo em caldo, com determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM). Os autores evidenciaram diferencas na resposta entre 0s
isolados clinicos, reforcando que a atividade antifungica do 6leo pode ser influenciada por
fatores intrinsecos as cepas testadas. Assim, os dados do presente estudo corroboram a literatura
ao demonstrar que a resposta de Malassezia pachydermatis também pode apresentar
variabilidade, sustentando o potencial bioldgico do 6leo de curcuma e a relevancia da avaliacao
individual da suscetibilidade fungica.

Leiva-Mora et al. (2025) descreve em sua pesquisa que 0s 0leos essenciais exercem acao
antifungica por meio de mdaltiplos mecanismos, incluindo desorganizacdo da membrana
plasmaética, inibicdo da biossintese de ergosterol, aumento da permeabilidade celular e inducéo
de estresse oxidativo. Esses mecanismos sdo particularmente relevantes para leveduras
lipofilicas como as do género Malassezia spp., cuja fisiologia depende fortemente da
integridade de estruturas lipidicas. Essa heterogeneidade é consistente com os achados de
Murugesh et al. (2019), que avaliaram a atividade antiflngica de extratos de Curcuma longa L.
frente a Candida albicans, por meio de ensaios de microdiluicdo em caldo, com determinacéo
da concentracdo inibitoria minima (CIM). Os autores observaram efeito inibitorio dependente
da concentragdo, com valores de CIM variando aproximadamente entre 1 e 10 mg/mL,
conforme o extrato utilizado, evidenciando diferencas na suscetibilidade entre o0s
microrganismos testados. Esses resultados reforcam que a atividade antifungica de compostos
naturais pode ser influenciada por caracteristicas intrinsecas as cepas, corroborando os achados
do presente estudo para Malassezia pachydermatis.

Resultados semelhantes quanto a dependéncia da concentracdo foram observados por
Zarrinfar et al. (2021), que avaliaram curcuminoides frente a dermatofitos (Trichophyton
rubrum, Trichophyton mentagrophytes e Trichophyton interdigitale; Microsporum canis e
Microsporum gypseum e Epidermophyton floccosum), por microdilui¢cdo em caldo, segundo o
protocolo CLSI M38-A2, utilizando concentragdes entre 0,5 e 256 pg/mL. Os autores
demonstraram efeito inibitério mensuravel, com valores de CIM variando conforme a espécie
fangica. De modo mais especifico para o género Malassezia spp., Loi et al. (2024)
demonstraram atividade antiflngica in vitro do éleo essencial de Curcuma longa L. frente a
Malassezia furfur, com determinacéo da concentragdo inibitoria minima (CIM) pelo método de
microdiluicdo em caldo. Os autores observaram efeito inibitorio dependente da concentracéo,
com valor de CIM de aproximadamente 0,68 mg/mL, e atribuiram a atividade antifingica ao
perfil quimico do 6leo, caracterizado por elevada proporcdo de sesquiterpenos, com destaque
para a o-turmerona como um dos principais constituintes bioativos.

A literatura indica que a atividade antifungica do 6leo essencial de Curcuma longa L.
esta diretamente relacionada a presenca de sesquiterpenos, compostos com elevada afinidade
por estruturas lipidicas da membrana flangica, capazes de promover perda de integridade celular
e comprometimento metabdlico. Na revisdo de Orellana-Paucar (2024), as turmeronas (a-, - €
ar-turmerone) séo destacadas como principais constituintes bioativos do 6leo, sendo associadas
a efeito inibitério mensuravel frente a fungos dos géneros Candida, Aspergillus, Fusarium e
Trichophyton, com determinagdo de concentrag@es inibitorias minimas em ensaios in vitro
padronizados. O mecanismo de agdo proposto envolve a interacdo dessas moléculas com a
membrana plasmatica fangica, resultando em aumento da permeabilidade e disfuncao celular.
A revisdo ndo contemple especificamente espécies do género Malassezia, mas o perfil lipofilico
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dessas leveduras torna biologicamente plausivel a atuacdo de compostos com afinidade por
fracOes lipidicas de membrana, como as turmeronas.

Apesar de a atividade antifungica dos 6leos essenciais ser bem documentada na literatura
(Nazzaro et al., 2017), ainda ha poucos estudos que avaliam especificamente a eficacia do 6leo
essencial de Curcuma longa L. frente a isolados clinicos de Malassezia pachydermatis. Essa
lacuna na pesquisa € especialmente importante, pois no ambito da medicina veterinaria a M.
pachydermatis € um dos principais causadores de otite externa em cdes. Nesse contexto, este
estudo se destaca ao investigar, de forma inédita, a atividade inibitoria desse 6leo essencial em
relacéo aos isolados clinicos especificos de M. pachydermatis provenientes do conduto auditivo
de cdes, contribuindo para o avanco do conhecimento na area. Os resultados obtidos
demonstraram a concentracao inibitoria minima (CIM) do 6leo essencial de Curcuma longa L.
frente a M. pachydermatis, evidenciando seu potencial bioldgico como alternativa terapéutica
complementar.

No entanto, a variabilidade observada entre os isolados reforca a necessidade de estudos
adicionais que considerem a diversidade microbiolégica desse microrganismo. Essa
heterogeneidade foi igualmente observada entre os condutos auditivos (CAD e CAE) do mesmo
animal (cdo 1), corroborando com os achados de Pérez et al. (2024), que destacam a diversidade
intraespécie da levedura, na qual cepas geneticamente distintas podem coexistir em um mesmo
hospedeiro. Além disso, fatores locais, como carga flngica, composicdo do cerimen, umidade,
pH, presenga de inflamagé&o e formagao de biofilme, podem influenciar diretamente a resposta
antifangica. Dessa forma, os achados do presente estudo ndo apenas reforcam o potencial
inibitdria do dleo essencial de Curcuma longa L., como também evidenciam a importancia da
avaliacdo individual da suscetibilidade fungica, consolidando a relevancia da pesquisa no
desenvolvimento de abordagens terapéuticas mais direcionadas e eficazes na area da medicina
veterinéria.

Em relacdo ao OE de orégano, estudos como o de Véaczi et al. (2018), demonstraram
efeito antifingico ao analisar a atividade antifungica de 14 6leos (cravo, lavanda, orégano,
melaleuca e etc) puros obtidos de uma empresa, ao qual, foram diluidos com 6leo mineral até
chegar nas concentracGes de 0,5, 5,0 e 30%, sendo testados contra leveduras de Malassezia
pachydermatis isolados de orelhas saudaveis de cdes (n = 18) e uma cepa de referéncia como
controle, nesse estudo o composto majoritario de orégano foi o carvracol (60-65%). Ja na
pesquisa de Nardoni et al. (2014), foi utilizada uma mistura de 6leos essenciais de uma
determinada marca adquirida na sua forma comercial contendo Citrus aurantium L. (1%),
Lavandula angustifolia Mill (1%), Origanum vulgare L. (0.5%), Origanum majorana L.
(0.5%), Mentha piperita (0.5%) e Helichrysum italicum (0.5%) para determinar a CIM por meio
de microdiluicdo em caldo contra cinco isolados clinicos de leveduras em cdes com dermatite
relacionada a Malassezia pachydermatis. A CIM dessa mistura de 6leos foi de 4,0% e 0,8%,
respectivamente.

Bohmova et al. (2019) utilizaram Oleos essenciais comerciais, incluindo orégano,
melaleuca e cravo, avaliados por microdiluicdo em caldo frente a isolados clinicos de
Malassezia pachydermatis provenientes de diferentes locais (orelha, espaco interdigital da pele,
area perineal). O dleo de orégano apresentou concentracdo inibitéria minima (CIM) de
aproximadamente 1,3% (v/v), sendo observada atividade antifingica com efeito aditivo ou
sinérgico quando associado ao clotrimazol. Por fim, a pesquisa conduzida por Santin et al.
(2014) representa um dos principais referenciais nacionais na avaliagdo da atividade antifingica
do oOleo essencial de Origanum vulgare L. frente a isolados clinicos de Malassezia
pachydermatis provenientes de otites em cées. Utilizando a técnica de microdilui¢cdo em caldo,
em concentracdes variando de 28 a 0,87 mg/mL, os autores demonstraram efeito inibitorio com
valores de concentracdo (CIM) entre <0,87 e 7 mg/mL, além de evidenciar variabilidade na
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suscetibilidade entre os isolados. Em consonancia com esses achados, o presente estudo avanca
ao investigar o comportamento inibitorio do 6leo essencial de Origanum vulgare L. proveniente
de trés diferentes marcas (superior, intermediéria e inferior), cujo, o 6leo foi extraido pelo
método de destilacdo por arraste a vapor e 0s compostos caracterizadas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/MS), com predominancia de fenois
monoterpénicos. Os testes iniciaram-se com a concentracdo variando de 10 a 0,009 mg/ml e
embora tenha havido inibicdo dentro desse intervalo de concentracdo, nenhum valor
estatisticamente significativo foi observado. Esse conjunto de resultados ndo apenas reforca a
atividade inibitéria do 6leo essencial de orégano frente a M. pachydermatis, como também
evidencia a complexidade da resposta bioldgica entre isolados clinicos, destacando a influéncia
de fatores intrinsecos as cepas e do perfil fitoquimico dos 6leos avaliados. Ademais, ressalta-se
que, no cenario da medicina veterinaria brasileira, investigacdes com esse enfoque ainda sao
limitadas, o que confere ao presente estudo carater relevante e inovador, contribuindo de forma
direta para a consolidacdo do conhecimento sobre o0 uso de 6leos essenciais como alternativas
terapéuticas no manejo de otites associadas a Malassezia em cdes.

Embora o teor de fendis monoterpénicos estivessem presentes, a atividade inibitoria
pode variar devido a complexidade da composi¢cdo quimica dos 6leos, que envolve interacoes
entre diversos componentes; variabilidade na suscetibilidade antifungica entre os isolados
fangicos, incluindo possiveis mecanismos de tolerancia ou resisténcia. Alguns ensaios também
indicam que os compostos podem influenciar fatores de viruléncia (como biofilme e aderéncia)
sem necessariamente inibir fortemente o crescimento nas concentracfes testadas (Nazarro et
al., 2017). Além disso, 6leos essenciais de Origanum vulgare L., sdo compostos volateis cuja
estabilidade quimica varia de acordo com as condi¢cGes de armazenamento e manuseio.
Pesquisas indicam que a exposi¢do a luz, a exemplo de frascos comerciais, pode levar a
fotodegradacdo dos seus principais componentes, como carvacrol e timol, diminuindo, dessa
forma, sua atividade biolégica. Temperaturas altas também podem modificar
consideravelmente sua composicdo quimica, demonstrando a sensibilidade térmica desses
compostos. Essas propriedades termossensiveis e fotossensiveis podem influenciar a
variabilidade na eficacia antifingica observada em estudos contra Malassezia pachydermatis
(Palencia et al., 2020).

Outro aspecto é a variacdo da CIM entre isolados de Malassezia pachydermatis, o que
sugere diversidade genética e a habilidade adaptativa da levedura ao microambiente, levando a
diferentes padrées de resposta antifungica, mesmo no mesmo hospedeiro (Sihelska et al., 2019).
Evidéncias recentes indicam uma diminuicdo gradual da susceptibilidade ap6s exposicdo
prolongada a azois, com registros de resisténcia multipla e elevacdo das CIMs ao longo do
tempo. A formacdo de biofilme pelas células € outro fator determinante, uma vez que elas
exibem alta resisténcia in vitro, o que dificulta a acdo antifiingica (Conkova et al., 2022). Além
disso, ha indicios de que o carvacrol afetam mais significativamente os fatores de viruléncia,
como adesao, hidrofobicidade e formacéao de biofilme, do que o crescimento fingico e isso pode
ndo ser completamente captado pela microdiluicdo (Angiolella et al., 2023).

Por fim, a autenticidade dos 0leos essenciais constitui um desafio significativo, pois
esses produtos podem ser adulterados durante a cadeia de producdo, seja pela adigdo de
compostos sintéticos, diluicdo ou substituicdo por matérias-primas de menor custo. Essas
mudancas afetam o perfil fitoquimico e podem ter um impacto direto na atividade biologica.
Pesquisas que utilizam técnicas analiticas, como CG-MS, mostram que mudangas na
composicdo nem sempre estdo ligadas apenas a fatores naturais, podendo ser indicativas de
adulteracOes (Capetti et al., 2021). Nesse contexto, a falta de padronizagdo pode influenciar os
resultados de ensaios, como a determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM),
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reforcando a importédncia do controle de qualidade e da caracterizacdo quimica dos Oleos
essenciais.

Concluséao

Os resultados do presente estudo demonstraram que o 6leo essencial de Curcuma longa
L. apresentou atividade antifungica in vitro frente a isolados clinicos de Malassezia
pachydermatis, evidenciada pela determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) por
microdiluicdo em caldo. Observou-se reducdo do crescimento flngico, com variagdo nos
valores de CIM entre os isolados avaliados e entre as diferentes marcas comerciais testadas.

A heterogeneidade observada reforca que a atividade inibitéria esta diretamente
relacionada a composicao quimica do 6leo, possivelmente influenciada pelo perfil fitoquimico,
qualidade da matéria-prima e método de extracdo, evidenciando a importancia da padronizacao,
do controle de qualidade de produtos comerciais, uma vez que adulteragdes podem alterar sua
composicdo e comprometer sua atividade bioldgica. Os achados corroboram a literatura que
associa a acao inibitoria dos Oleos essenciais a desorganizacdo da membrana plasmaética e a
alteracdo da integridade celular fangica.

Considerando a limitada disponibilidade de estudos que avaliem especificamente a acéo
de Curcuma longa L. frente a isolados clinicos de Malassezia pachydermatis na Medicina
Veterinaria, bem como a caréncia de dados recentes sobre Origanum vulgare L. frente a essa
levedura, este trabalho amplia o conhecimento cientifico na area e sustenta o potencial do dleo
essencial como alternativa ou terapia complementar no manejo da malasseziose canina.
Entretanto, sdo necessarios estudos adicionais envolvendo caracterizagdo quimica detalhada,
avaliacdo de sinergismo e ensaios in vivo, a fim de consolidar sua aplicabilidade terapéutica
com seguranca e eficacia.
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3. CONCLUSAO

1. O dbleo essencial de Curcuma longa L. apresentou atividade inibitdria in vitro frente a
isolados clinicos de Malassezia pachydermatis, com valores de concentracédo inibitdria
minima (CIM) determinados por microdiluicdo em caldo variando de 0,156 a 5,00
mg/mL, conforme o isolado avaliado. A variagcdo na suscetibilidade entre isolados e
entre marcas comerciais sugere influéncia direta do perfil fitoquimico sobre a eficacia
antifangica. Os resultados indicam potencial do 6leo como alternativa terapéutica
complementar no manejo da malasseziose canina, especialmente em casos recorrentes.
Entretanto, a padronizacdo da composicao quimica e a realizacao de estudos in vivo sao

necessarias para fundamentar sua aplicacdo clinica na medicina veterinaria.
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ANEXO 1 - Normas da Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e Zootecnia — ISSN 1678-

4162.

DETAILING OF EACH SECTION

0 Title. In Portuguese and in English. It should cover the

essence of the article and not exceed 50 words.

Authors and Affiliation. (Title Page only). Authors'
names are placed below the title, with the ORCID number
(for all authors) and identification of the institution to
which they belong. The author and his e-mail for
correspondence should be indicated with an asterisk.

Highlights (optional). It is recommended that the author
give a brief summary of the main points of his work, in no
more than 5 lines.

Abstract (in English and Portuguese). It must be the
same as the one presented in the registration containing up
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main numerical results, citing them without explaining
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sentence should contain one complete piece of
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references, just enough to support it.

Material and Methods. Cite the experimental design,
the material involved, the description of the methods
used, or correctly reference methods already published.
Work involving animals and/or genetically modified
organisms must include the number of the Approval
Certificate of the IACUCUC. (check the Ethics
Committee Item). Work involving human beings must
include the number of the Certificate of Approval of
the Ethics Committee that analyzed the project.

Casuistry. Describe in detail the set of findings that
constitute and justify the originality of the case study.
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0 Results. Present the results found clearly and objectively.

o

Table. Tables will only be accepted if presented in
portrait format. A set of alphanumeric data
arranged in rows and columns. Use horizontal
lines to separate headings and at the end of the
table. The table title initially receives the word
Table, followed by the order number in Arabic
numerals and period (e.g.: Table 1.). In the text,
the table should be referred to as Tab followed by
a period and the order number (e.g.: Tab. 1), even
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font size smaller than 12 (the smallest size
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should be complete enough to be understood
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Figure. It comprises any illustration that presents
lines and dots: drawing, photograph, graph,
flowchart, scheme, etc. The legend initially
receives the word Figure followed by the order
number in Arabic numerals and a period (e.g.
Figure 1.) and is cited in the text as Fig followed
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photographs and drawings should also be sent in
JPG format with high quality, in a zipped file,
attached in the proper submission field, in the
article's registration screen. Figures must be
inserted into the body of the text preferably after
their first citation.

Note:

Every table and/or figure that has already been
published must contain, below the legend,
information about the source (author, authorization
for use, date) and the corresponding reference
must appear in the References.

Discussion. Discuss only the results obtained in the study.
(Note: Results and Discussion sections may be presented
together at the author's discretion, without prejudice to

either part).

Conclusions. The conclusions should be based on the
results of the research performed and be presented in an

objective manner, WITHOUT literature review,
discussion, repetition of results, and speculations.
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should be referenced as little as possible, therefore, only
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