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RESUMO

A infeccdo é o fator mais comum que leva a cronificacdo e complicacdo de feridas,
principalmente quando os microrganismos estdo na forma de biofilme. Assim, este estudo
teve como objetivo avaliar a atividade antibiofilme de prometazina, deferiprona e mel de
Manuka contra Staphylococus aureus e Pseudomonas aeruginosa in vitro e em modelo ex
vivo de ferida em pele porcina. As Concentragdes Inibitdérias Minimas (CIMs) para
prometazina, deferiprona e mel de Manuka foram determinadas contra oito isolados de cada
espécie bacteriana. Em seguida, foi avaliado o efeito desses compostos em biofilmes maduros
para definir a Concentracdo Eliminatéria Minima sobre o Biofilme (CEMB) e quantificar a
biomassa dos biofilmes. Por fim, os biofilmes foram formados em pele porcina e o efeito dos
compostos foi avaliado através da contagem de unidades formadoras de col6énias (ufc) e
analisando a arquitetura dos biofilmes por microscopia confocal. As CIMs de prometazina,
deferiprona e mel de Manuka variaram de 97,66 - 781,25 pg/mL, 512 - >1024 pg/mL e 10 -
40%, respectivamente, contra ambas as espécies bacterianas. Os valores de CEMB para
prometazina, deferiprona e mel de Manuka foram 195,31 - 1562,5 ug/mL, > 1024 pg/mL e de
20 - >40%, respectivamente, para as duas espécies. Quanto a quantificacdo de biomassa de
biofilmes maduros, prometazina causou reducéo significativa nas concentragdes de 781,25 e
195,31 pg/mL para S. aureus e de 97,66 - 1562,5 pg/mL para P. aeruginosa. A deferiprona
reduziu significativamente a biomassa nas concentrac@es de 512 e 1024 pug/mL para ambas as
espécies. Enquanto o mel de Manuka diminuiu a biomassa apenas de S. aureus, nas
concentragOes de 20 e 40%. Com relacdo aos biofilmes cultivados em modelo ex vivo, 0s trés
compostos testados reduziram significativamente as contagens de ufc para ambas as espécies
bacterianas, alterando a arquitetura do biofilme. Prometazina foi o0 composto que se mostrou
mais eficaz, reduzindo em cerca de 4 log as contagens de ufc, na concentracdo de CEMB.
Prometazina, deferiprona e mel de Manuka tém propriedades antimicrobianas diferentes in
vitro, mas foram eficazes contra biofilmes cultivados em modelo de ferida ex vivo, mostrando

seu potencial uso no manejo de feridas associadas a biofilme.

Palavras-chave: Feridas. Biofilmes. Modelo ex vivo. Staphylococcus aureus. Pseudomonas

aeruginosa.



ABSTRACT

Infection is the most common factor that leads to wound chronicity and complication,
especially when microorganisms are in the form of biofilm. Thus, this study aimed to evaluate
the antibiofilm activity of promethazine, deferiprone and Manuka honey against
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa in vitro and ex vivo in a wound model
on porcine skin. For this, the Minimum Inhibitory Concentrations (MICs) for promethazine,
deferiprone and Manuka honey were determined against eight isolates of each bacterial
species. Then, the effect of these compounds on mature biofilms was evaluated to define the
Minimum Biofilm Eradication Concentration (MBEC) and quantify the biomass of the
biofilms. Finally, biofilms were formed on porcine skin and the effect of the compounds was
evaluated by counting Colony-Forming Units (CFUs) and analyzing the architecture of
biofilms by confocal microscopy. Promethazine, deferiprone and Manuka honey MICs ranged
from 97.66 to 781.25 pg/mL, 512 to >1024 pg/mL and 10 to 40%, respectively, against both
bacterial species. The minimum biofilm eradication concentrations (MBEC) values for
promethazine, deferiprone and Manuka honey were 195.31-1562.5 pg/mL, >1024 ug/mL and
from 20->40%, respectively, for the two species. As for the quantification of mature biofilm
biomass, promethazine caused a significant reduction in concentrations of 781.25 and 195.31
pg/mL for S. aureus and 97.66 - 1562.5 pg/mL for P. aeruginosa. Deferiprone significantly
reduced biomass at 512 and 1024 pg/mL concentrations for both species. While Manuka
honey reduced the biomass only of S. aureus, at concentrations of 20 and 40%. Concerning
biofilms grown on ex vivo model, the three tested compounds significantly reduced CFU
counts for both bacterial species, altering the biofilm architecture. Promethazine was the most
effective compound, reducing the CFU counts by about 4 log, in the MBEC concentration.
Promethazine, deferiprone and Manuka honey have different in vitro antimicrobial properties,
but were effective against biofilms grown on ex vivo wound model, showing their potential

use in the management of biofilm-associated wounds.

Keywords: Wounds. Biofilms. Ex vivo model. Staphylococcus aureus. Pseudomonas

aeruginosa.
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1 INTRODUCAO

Uma ferida pode ser definida como a perda de solucdo de continuidade da pele
decorrente da exposicdo ao calor, frio, materiais corrosivos, radiacao, problemas circulatérios,
entre outros (KANGAL; REGAN, 2021; MORIN et al., 2012). Em resposta a esses danos,
inicia-se 0 processo de cicatrizagdo, que tem por finalidade o restabelecimento da funcéo e
integridade do tecido lesado (WALLACE; BASEHORE; ZITO, 2021). Uma ferida que néo
progride nas fases do processo de reparacao tecidual fisioldgico € considerada crénica e é
caracterizada por permanecer estagnada na fase inflamatéria (JARBRINK et al., 2017
KANGAL; REGAN, 2021; NUNAN; KEITH; PAUL, 2014).

Dentre os principais fatores que acarretam na cronificacdo e na complicacdo
dessas feridas, a infec¢do € 0 mais comum e de maior risco (KIM, 2019; LEWIS; PAY, 2021;
NEGUT; GRUMEZESCU; GRUMEZESCU, 2018; WILLIAMS, 2021; ZABAGLO;
SHARMAN, 2021). Os principais microrganismos associados a esse fendmeno séo
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli, podendo ser

encontrados na forma planctdnica ou de biofilmes.

Biofilmes sdo comunidades organizadas de microrganismos aderidos entre si e a
uma superficie, bidtica ou abidtica, envoltos por uma matriz de exopolissacarideos (KAISER;
WACHTER; WINDBERGS, 2021; NEGUT; GRUMEZESCU; GRUMEZESCU, 2018).
Apesar de também serem encontrados em feridas agudas, os biofilmes sdo mais prevalentes
nas cronicas, estando presente em 60 a 78% dos casos (MALONE et al., 2017; ZHAO et al.,
2013).

A presenca constante dessas comunidades microbianas no leito da ferida estimula
uma resposta inflamatdria cronica que altera a progressao da reparacdo tecidual (OMAR et
al., 2017). Além disso, os antimicrobianos possuem eficicia limitada quando esses
microrganismos estdo na forma de biofilmes, sendo encontrada uma toleréncia aos farmacos
até 1000 vezes maior se comparado a forma planctonica (KAISER; WACHTER,;
WINDBERGS, 2021; RAMAGE et al., 2012).

Nesse contexto de resisténcia, o reposicionamento de farmacos tem ganhado
destaque na pesquisa por novas estratégias terapéuticas (GAJDACS; SPENGLER, 2019;
ZHENG; SUN; SIMEONOV, 2018). A prometazina, um derivado da fenotiazina utilizado na
clinica como anti-histaminico, tem sido apontado como um farmaco com atividade

antimicrobiana (ROQUINI et al., 2019). Além disso, esse medicamento ja se mostrou eficaz
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contra biofilmes bacterianos, afetando as moléculas de Quorum-sensing e a atividade de
bombas de efluxo, essenciais para a manutencao e sobrevivéncia de comunidades microbianas
(SIDRIM et al., 2017).

Uma outra alternativa ao uso de antimicrobianos classicos € a utilizacdo de
quelantes de ferro, compostos que atuam capturando esse ion, tornando-o indisponivel ao
patégeno (HOUSHMANDYAR; EGGLESTON; BOLHUIS, 2021; RICHTER et al., 2017). A
deferiprona, um quelante de ferro utilizado no tratamento de pacientes talassémicos com
sobrecarga de ferro, tem apresentado funcdo antimicrobiana contra algumas espécies
bacterianas e fungicas na forma planctonica e de biofilme (AMMENDOLA et al., 2021; KIM;
SHIN, 2009; RICHTER et al., 2017).

Compostos naturais, como o mel de Manuka, também tém se destacado devido ao
seu potencial antimicrobiano e antibiofilme (KIM; KANG, 2020; ROSSITER; FLETCHER,;
WUEST, 2017; SHIRLAW et al., 2020). Seu principal diferencial em relacdo a outros tipos
de mel é a elevada concentracdo de metilglioxal (MGO), responsavel pelo seu efeito
antimicrobiano juntamente com outras caracteristicas, como o alto teor de agucar, baixo pH,
formacdo de peroxido de hidrogénio, o peptideo antimicrobiano defensina-1 de abelha e o
glicosideo leptosina (BOUZO et al., 2020; GOSLINSKI; NOWAK; KLEBUKOWSKA,
2020; JOHNSTON et al. 2018).

Atualmente, as estratégias de tratamento antibiofilme em feridas dependem de
técnicas ndo especificas de preparo do leito, envolvendo desbridamento e limpeza, porém
tecnologias projetadas para gerenciar especificamente o biofilme ainda sdo limitadas. Dessa
forma, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade antibiofilme da prometazina,
deferiprona e mel de Manuka em modelo ex vivo de feridas em pele porcina.
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2 REVISAO DE LITERATURA

A pele € o maior 6rgdo do corpo humano e desempenha funcGes essenciais para
sua protecdo e manutencdo, como integrar o sistema imune inato, participar da sintese de
vitaminas, evitar perda excessiva de fluidos, regular a temperatura, além de diversas outras
funces que participam da homeostase dos animais (CANEDO-DORANTES; CANEDO-
AYALA, 2019; TOTTOLI et al., 2020).

As feridas séo caracterizadas como uma ruptura na estrutura e funcéo da anatomia
normal dos tecidos (CHHABRA et al., 2017). Estima-se uma prevaléncia global de feridas
cronicas de aproximadamente 2.21/1000 habitantes (MARTINENGO et al., 2019),
apresentando grande impacto econdmico para a saude publica e afetando a qualidade de vida
das pessoas que vivem com feridas e seus cuidadores (OLSSON et al., 2018).

E fundamental adotar um manejo e tratamento adequados para evitar as
complicagdes associadas as feridas, como cronificagdo da lesdo, celulite, abscesso,
osteomielite, bacteremia, sepse e, em casos extremos, o0 6bito (JARBRINK et al., 2016;
POWERS et al., 2016; ZABAGLO; SHARMAN, 2021).

2.1 Fases da cicatrizacao

Apbs o inicio de uma lesdo, uma sucessdo de eventos € desencadeada a fim de
reparar o dano tecidual e promover a cicatrizacdo. O processo de reparacdo tecidual € dividido
didaticamente em quatro fases: hemostasia, fase inflamatéria, fase proliferativa e remodelacao
(DALISSON; BARRALET, 2019).

Imediatamente ap0s a quebra da integridade da pele inicia-se a hemostasia (Figura
1A). As alteracGes nas células endoteliais e a ruptura de vasos sanguineos promovem
liberacdo de substancias vasoconstritoras, ativacdo da cascata de coagulacdo e formacgéo do
coagulo de fibrina a fim de controlar o sangramento e fornecer um ambiente para que as
plaguetas secretem fatores de crescimento e citocinas (KANGAL; REGAN, 2021;
WALLACE; BASEHORE; ZITO, 2021).

Essa vasoconstricdo é de curta duracdo, sendo seguida de vasodilatagéo e influxo
de glébulos brancos, dando inicio a fase inflamatoria (Figura 1B). Os neutrofilos sédo os
primeiros a serem recrutados, além de promoverem degradacdo de restos celulares e
eliminacdo de bactérias por fagocitose e secrecdo de proteases, atuam como quimioatraentes

para outras células e aumentam a resposta inflamatoria através da liberacdo de citocinas pro-
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inflamatorias. A fagocitose é posteriormente continuada pelos macrofagos, que também
liberam citocinas, recrutando e ativando leucdcitos adicionais, bem como estimulam
queratindcitos, fibroblastos e angiogénese a fim de promover a regeneragédo tecidual (GUO;
DIPIETRO, 2010; WALLACE; BASEHORE; ZITO, 2021).

A etapa subsequente, a proliferativa, tem como principal objetivo a formagéo do
tecido de granulacdo (Figura 1C). Os fibroblastos migram da derme da borda da ferida para o
leito e comegcam a sintetizar uma matriz provisoria contendo colageno do tipo I,
glicosaminoglicanos e fibronectina. Durante essa fase, ocorre a necessidade de um suprimento
sanguineo adequado, iniciando, assim, uma resposta angiogénica simultaneamente
(GONZALEZ et al., 2016; KANGAL; REGAN, 2021).

O processo de cicatrizacdo é finalizado com a fase de remodelamento (Figura 1D).
Na tentativa de recuperacdo da estrutura tecidual normal, a matriz de colageno tipo Il
previamente depositada é lentamente substituida por um coldgeno mais estavel, o tipo |
(GONZALEZ et al., 2016; WALLACE; BASEHORE; ZITO, 2021).

Em todas essas fases, é importante ressaltar que varios fatores podem modular tais
eventos e influenciar adversamente no processo de cicatrizacdo. Dentre eles, os principais sdo
0 processo infeccioso, uso de corticoterapia, tabagismo e distdrbios sistémicos, como
diabetes, imunossupresséo e estase venosa (GONZALEZ et al., 2016).
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Figura 1 - As quatro fases do processo de cicatrizacdo. A) Hemostasia; B) Fase inflamatoria;
C) Fase proliferativa; D) Fase de remodelamento.
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Fonte: Adaptado de NEGUT; GRUMEZESCU; GRUMEZESCU, 2018.

2.2 Feridas agudas e crdnicas

As feridas podem ser classificadas em agudas e cronicas. As agudas progridem
através das fases do processo de cicatrizacao, levando ao reparo tecidual em tempo adequado,
sem complicacOes. Geralmente sdo originadas por cirurgias ou traumas (PRAKASH et al.,
2022; UBBINK et al., 2015).

Em contrapartida, as feridas crénicas demoram mais tempo e demandam mais
esforgo para cicatrizarem, permanecendo estagnadas na fase inflamatdria, podendo apresentar

altos niveis de citocinas pro-inflamatdrias, infeccdes persistentes, formagdo de biofilmes
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microbianos e células senescentes que ndo respondem a estimulos reparadores (BOWERS;
FRANCO, 2020; RAZIYEVA et al., 2021; UBBINK et al., 2015).

Embora ndo haja consenso sobre a partir de quanto tempo uma ferida pode ser
considerada cronica, a maioria dos autores refere ser de um a trés meses (JARBRINK et al.,
2017; KANGAL,; REGAN, 2021; NUNAN; KEITH; PAUL, 2014; PRAKASH et al., 2022).

De acordo com a etiologia, as feridas cronicas podem ser comumente classificadas
em quatro categorias: Ulceras venosas, Ulceras arteriais, Ulceras do Pé Diabético (UPD) e
Lesdes por Pressao (LP) (BOWERS; FRANCO, 2020).

As Ulceras venosas séo as Ulceras de perna mais prevalentes, representando cerca
de 70% a 80%, afetando aproximadamente 2% da populacdo (RAFFETTO et al., 2020). S&o
decorrentes da hipertensdo venosa nos membros inferiores, causada por um ou mais fatores,
como obstrucdo do fluxo sanguineo, incompeténcia valvular, que permite o fluxo retrégrado,
e faléncia do musculo da panturrilha, que resulta em esvaziamento incompleto das veias
durante a deambulagéo (MILLAN et al., 2019; ROBLES-TENORIO; LEV-TOV; OCAMPO-
CANDIANI, 2022) (Figura 2).

Figura 2 - Ulceras venosas. A) Mecanismo fisiopatoldgico, apresentando valvula venosa
incompetente e competente; B) Exemplo clinico de Ulcera venosa.

A)

Fonte: BOWERS; FRANCO, 2020; PAZ-DIAS, 2021.

As Ulceras arteriais ocorrem como resultado da redugdo do fluxo sanguineo
arterial em razdo do estreitamento progressivo do Iimen do vaso e da perfusdo tecidual
subsequente (LANGER, 2014). Na Figura 3 podemos encontrar um exemplo de Ulcera

arterial.
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Figura 3 - Exemplo clinico de Ulcera arterial.

Fonte: BOWERS; FRANCO, 2020.

Quanto as UPD, sdo consideradas multifatoriais, resultando de uma combinacgéo
de neuropatia diabética autondmica e polineuropatia diabética sensitivo-motora, que leva a
deformidades musculoesqueléticas que alteram a biomecénica do pé e tornozelo e pontos de
pressdo anormais, complicando-se pela doenca arterial periférica. Estima-se que cerca de 15 a
25% das pessoas com diabetes desenvolverdo uma Ulcera ao longo da vida. Essas Ulceras séo
responsaveis por cerca de 20% das internagdes hospitalares em pacientes diabéticos e por 50 a
70% de todas as amputacfes de membros inferiores. A cada trinta segundo ocorre uma
amputacdo decorrente dessa complicacdo (OLIVER; MUTLUOGLU, 2022; STAR, 2018)
(Figura 4).

Figura 4 - Ulcera do pé diabético. A) Vias de ulceraco, sendo resultado de uma combinacio
de polineuropatia diabética sensitivo-motora e autonémica com Doenca Arterial Periférica
(DAP); B) Exemplo clinico.
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Fonte: OLIVER; MUTLUOGLU, 2022; SBD, 20109.

Antigamente chamadas de Ulceras por pressdo e escaras, as LP resultam em um
dano na pele e/ou tecidos moles subjacentes decorrente da pressdo prolongada em
combinacdo com a fricgdo e/ou cisalhamento, principalmente em locais de proeminéncia
Ossea. Com isso, ocorre a oclusdo de vasos, diminuicdo do aporte de oxigénio para os tecidos,
necrose tecidual e possivel ulceracdo local (AGRAWAL; CHAUHAN, 2012; NPUAP, 2016).
A Figura 5 apresenta um exemplo de LP.

Estima-se que a incidéncia global de LP chega a 12% e sua prevaléncia a 12,8%
(BOROJENY et al., 2020; LI et al., 2020). A maioria dessas lesGes é evitavel com atencéo as
superficies de contato, mudanca de posicéo frequente, nutricdo adequada e gerenciamento da
umidade (MERVIS; PHILLIPS, 2019).
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Figura 5 - Exemplo clinico de Les&o por Presséo.

Fonte: ISHIKAWA et al., 2021.

2.3 Feridas infectadas

As feridas cronicas proporcionam um ambiente favordvel para a invaséo e
proliferacdo de patdgenos e, portanto, muitas vezes ocorrem infeccbes. A infeccdo é a
complicagdo mais frequente e de maior risco em feridas. Embora as bactérias sejam uma parte
da microbiota da pele e, portanto, das feridas, sua presen¢a ndo necessariamente caracteriza
uma infecgdo (HAN; CEILLEY, 2017).

Um limiar de 10° unidades formadoras de colbnias (ufc) por grama de tecido foi
proposto como a delimitagdo entre a colonizacéo e a infecgcdo. A presenca de infeccdo gera
uma resposta imunoldgica do hospedeiro, surgindo sintomas e sinais clinicos como dor,
edema, eritema, calor e exsudato purulento, impactando diretamente no processo de
cicatrizacdo (HAN; CEILLEY, 2017; KAISER; WACHTER; WINDBERGS, 2021).

S. aureus e P. aeruginosa sdo 0s microrganismos mais frequentemente isolados de
feridas infectadas, enquanto o género de fungos mais comum é Candida spp. Esses podem ser
encontrados em sua forma planctonica ou em biofilmes (KAISER; WACHTER;
WINDBERGS, 2021; NEGUT; GRUMEZESCU; GRUMEZESCU, 2018).

A Sociedade Americana de Doengas Infecciosas (2012) traz que, além dos sinais e
sintomas classicos, fatores como: exposicdo 0Ossea, cronificacdo da ulcera, recorréncia da
ulceragdo, alteracdo vascular do membro, alteragdo no tecido de granulacéo, entre outros,
podem ser de alto risco para infeccdo (LIPSKY et al., 2012).
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2.4 Biofilmes em feridas

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos aderidos entre si e a uma
superficie, envoltos por uma matriz de exopolissacarideos (EPS) composta de agua,
substancias poliméricas extracelulares, DNA e lipidios (CASTELO-BRANCO et al., 2016;
WICKRAMASINGHE et al., 2020; KAISER; WACHTER; WINDBERGS, 2021). O
biofilme atua como fator mecénico de protecdo para 0S microrganismos contra agentes
antimicrobianos e células do sistema imune do hospedeiro, tornando-os até 1000 vezes mais
resistentes do que aqueles em estado planctonico (KAISER; WACHTER; WINDBERGS,
2021; RAMAGE et al., 2012).

Os biofilmes microbianos se desenvolvem em 5 estagios, conforme apresentado
na Figura 6: 1 - Adsorcdo das células bacterianas a superficie, criando uma adesao reversivel;
2 - Adesdo bacteriana irreversivel a superficie, aumentando a forca de atracdo; 3 - Divisdo
celular e formagéo de microcolonias; 4 - Maturagdo do biofilme, com a formacao de canais de
agua e poros para permitir o fornecimento de nutrientes, bem como a remocao de produtos
residuais; e 5 - Dispersdo das células bacterianas do biofilme (GUZMAN-SOTO et al., 2021).

Figura 6 - Diferentes estagios de formacéo do biofilme.
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Fonte: OCADAQUE, 2020.

No processo de formacéo do biofilme, os microrganismos utilizam um mecanismo
de comunicacdo intercelular conhecido como Quorum Sensing (QS), que consiste na

producdo, liberacdo e deteccdo de moléculas de sinalizagcdo quimica para o meio. Essas
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moléculas se acumulam localmente e, ap0s atingir a concentracdo limite adequada, interagem
com a proteina receptora levando a mudancgas coordenadas na expressdo de genes especificos.
Essa comunicacao permite regular a expressdo génica e fatores de viruléncia (PALUCH et al.,
2020).

Estima-se uma prevaléncia superior a 60% de biofilmes em feridas crénicas, com
uma média de 78,2% nos estudos de revisdo (MALONE et al., 2017; WU et al., 2019). Nao
h& uma manifestacéo clinica especifica para o diagnostico de biofilme em feridas, assim como
ndo é feito nenhum teste de rotina para a confirmacdo de sua presenca. Todavia ha sinais
clinicos e condicbes que sugerem sua existéncia no leito das feridas, como uma membrana
viscosa, translicida e brilhante aderida, tecido de granulacdo fridvel, falha dos
antimicrobianos, cronificacdo da ferida e inflamacao persistente (Figura 7) (METCALF;
BOWLER; HURLOW, 2014; WEI et al., 2019).

Figura 7 - Membrana viscosa, translicida e brilhante aderida, sugerindo a presenca de

biofilme.

Fonte: METCALF; BOWLER; HURLOW, 2014.

2.5 Tratamento de feridas associadas a biofilme

O manejo de biofilmes em feridas consiste principalmente em desbridamento
seriado, utilizagdo de agentes antimicrobianos topicos, além do uso de antimicrobianos
sistémicos quando necessario (KAISER; WACHTER; WINDBERGS, 2021).
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O desbridamento é considerado fundamental, pois permite a remoc¢édo de tecido
desvitalizado que fornece um ponto de fixacdo para a adesdo de microrganismos e formagéo
de biofilme (WEI et al., 2019). Todavia Roy e colaboradores (2014) observaram em seus
estudos que as unidades formadoras de col6nias de P. aeruginosa retornaram a niveis quase
iniciais em cerca de 48 horas ap6s o desbridamento, demonstrando, assim, que essa técnica
sozinha n&o e eficaz no controle do biofilme.

Dentre as opcdes terapéuticas para o tratamento topico de feridas associadas a
biofilme, compostos a base de prata tém sido bastante utilizados. A prata foi usada pela
primeira vez na década de 1960, sabe-se que o ion prata leva a morte celular por meio de
multiplos mecanismos, como desnaturacdo de proteinas e acidos nucleicos e aumento da
permeabilidade da membrana (BRITO; LEITE, 2021; KRAMER et al., 2018).

Um dos impactos da utilizacdo da prata é a citoxicidade contra queratindcitos e
fibroblastos. Khansa et al. (2019) definem um curativo ideal como aquele contendo esse ion
numa concentragdo sustentada por varios dias, que tenha efeito bactericida (>30 ppm), mas
sem causar toxicidade (<60 ppm).

A sulfadiazina de prata, por sua vez, libera uma concentracdo inicial de prata
extremamente alta na ferida (até 3.176 ppm), mas que rapidamente diminui abaixo dos niveis
terapéuticos. Dessa forma, podendo apresentar toxicidade local, sem fornecer os niveis
sustentados de prata necessarios para a atividade bactericida (KHANSA et al. 2019).

Embora a sulfadiazina de prata seja amplamente utilizada, principalmente em
gueimaduras, demonstrou ser menos efetiva quando comparada a outros compostos, como
aloe vera e mel (SHAHZAD; AHMED, 2013; ZORIAH; HASSAM, 2017).

Coberturas mais recentemente desenvolvidas contém prata em estado
nanocristalino, liberando prata de forma sustentada e mantendo uma concentracao
ligeiramente acima do limite (70 ppm) por varios dias (KHANSA et al. 2019).

Contudo devido ao uso indiscriminado de compostos contendo prata, resisténcia
adquirida ja foi descrita em isolados clinicos de Pseudomonas aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli e Enterobacter
cloacae (HOSNY et al., 2019).

Da mesma forma, compostos contendo iodo tém sido utilizados ha mais de um
século no tratamento dessas feridas (VERMEULEN et al., 2010). Preparacdes aquosas e
alcodlicas, assim como a utilizacdo do iodo em sua forma elementar j& foram empregados
para o tratamento de feridas, porém efeitos adversos como dor local, irritagdo e mudanca de

coloracgéo da pele no local da aplicacdo eram associados ao seu uso (SIBBALD et al., 2017).
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Porém, atualmente, formulacdes mais seguras foram desenvolvidas e coberturas a
base de iodo, como curativos de cadexémero de iodo, liberam esse composto lentamente na
superficie da ferida (SIBBALD et al., 2017). Uma vez na ferida, o iodo € capaz de
desestabilizar a membrana celular bacteriana através da oxidacdo de &cidos graxos,
aminoacidos e acidos nucleicos, além de interromper vias metabolicas internas e desativar
enzimas citosolicas, justificando seu efeito antibacteriano (ALVES et al., 2021).

Ademais, tem amplo espectro de atividade contra bactérias Gram positivas e
Gram negativas, além de fungos. Ainda néo foi relatado resisténcia a esse composto, porém a
utilizacdo de iodo no manejo de feridas ainda é motivo de discussdo (VERMEULEN et al.,
2010).

Kramer et al. (2018) e Gmur e Karpinski (2020) relatam que o iodo é citotoxico,
dificultando o reparo tecidual e consequente cicatrizacdo da ferida. Além disso, Vermeulen et
al. (2010) afirmam que o iodo esta associado a reacdes alérgicas e ma penetracdo na ferida.

Outro composto utilizado na pratica clinica no manejo de biofilmes é o
polihexametileno biguanida (PHMB), que é utilizado ha mais de 60 anos (MATTOS et al.,
2019). De acordo com De Paula et al., (2011), o PHMB se liga aos fosfolipidios carregados
negativamente na parede celular bacteriana, tornando-a mais rigida e afundando os segmentos
apolares nos dominios hidrofdbicos, esse processo rompe a membrana bacteriana causando a
morte celular microbiana.

Dentre os agentes descritos neste topico, o PHMB é o mais utilizado para tratar
feridas agudas e crénicas infectadas e sua eficacia é comprovada contra diversas bactérias
Gram negativas, Gram positivas e Candida albicans. Porém quando se avalia a acdo desse
contra biofilmes de S. aureus, importante microrganismo associado a infec¢es em feridas, os
dados que se apresentam ainda sdo conflitantes (ALVES et al., 2021).

Nesse contexto, Trostrup et al., (2020) e Moghadam et al., (2020) pontuam a
importancia de fundamentar novas terapias de intervencdo as feridas cronicas, especialmente
no contexto de biofilmes e da resisténcia antimicrobiana, uma vez que ja € relatada a nédo
completa eficacia dos antissépticos em uso contra biofilmes de algumas espécies, além da
falha da antibioticoterapia intravenosa para o tratamento de cepas multirresistentes.

Assim, faz-se necessario pesquisar novas estratégias terapéuticas, como a busca
por produtos naturais e novos compostos com atividade antimicrobiana, além de outras
alternativas como o desenvolvimento de nanoparticulas ou uso de bacteri6fagos no combate
dessas infeccdes (MOGHADAM et al., 2020).
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Nos tdpicos a seguir, serdo apresentados alguns compostos que vém sendo
elencados com propriedades antimicrobianas e antibiofilme contra diversas espécies
bacterianas de interesse médico, séo eles: a prometazina, a deferiprona e o mel de Manuka,

que podem se apresentar como alternativas interessantes no manejo de biofilmes em feridas.

2.6 Prometazina

A Prometazina é uma fenotiazina que atua blogueando os sitios do receptor H1 e
impedindo a acdo da histamina na célula. Possui atividade anti-histaminica,
antidopaminérgica e anticolinérgica e é uma droga aprovada pelo Food and Drug
Administration (FDA) para sedacdo e tratamento de alergias, nauseas e vomitos (DIAZ-
ARTILES et al., 2017; SOUTHARD; KHALILI, 2022). Além disso, esse composto tem
apresentado efeito antimicrobiano contra bactérias e fungos em forma planctonica e de
biofilme (BRILHANTE et al., 2020; SIDRIM et al., 2016).

Seu efeito antimicrobiano ocorre por afetar a adenosina trifosfatase (ATPase) e
genes que regulam a permeabilidade em bactérias, garantindo que as moléculas de
prometazina cheguem aos sitios de DNA, intercalem-se entre as bases e, consequentemente,
dificultem os processos de transcricao e traducdo do DNA (AKINJOGUNLA et al., 2021).

Ademais, demonstrou ser capaz de inibir as bombas de efluxo, um dos
mecanismos responsaveis pela resisténcia a antibidticos em bactérias. 1sso se deve através da
inibicdo da ligacdo do calcio a ATPase dependente de célcio da membrana plasmatica. Sua
atividade ja foi descrita em bombas de efluxo como a NorA de Staphylococcus aureus, a QAC
de Staphylococcus aureus multirresistente e a AcrAB de Escherichia coli (LAGADINOU et
al., 2020).

Quanto ao seu efeito antibiofilme, atribui-se as suas propriedades inibidoras de
expressdo génica nessas bactérias (GAJDACS; SPENGLER, 2019). Ademais, Cordeiro e
colaboradores (2020) mostraram que a prometazina foi capaz de inibir a adeséo celular e
dificultar o desenvolvimento de biofilmes.

Além de ter potencial para tratamento de infeccOes associadas a biofilmes, a
prometazina também é capaz de diminuir a Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e a
Concentracdo Eliminatoria Minima sobre o Biofilme (CEMB) de antimicrobianos classicos,

tendo efeito sinérgico para potencializar o efeito desses (SIDRIM et al., 2016). Esse composto
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também ja foi utilizado contra cepas de P. aeruginosa in vitro, onde reverteu a tolerancia a

tobramicina adquirida por essas bactérias na forma de biofilme (DONNERT et al., 2020).

2.7 Deferiprona

O Ferro é essencial para o crescimento e manutencdo das bactérias, estando ligado
a diversos processos metabdlicos e participando da patogenicidade, aléem de desempenhar um
importante papel na formacdo de biofilmes. Em Staphylococcus spp., a presenca do ferro esta
envolvida na capacidade de adeséo célula a célula e a uma superficie sélida (LIN et al., 2012).
Ja em Pseudomonas aeruginosa, o ferro pode regular a formacéo de biofilme através da via
de sinalizacdo QS (ZHANG et al., 2020).

Assim, a restricdo de ferro apresenta-se como uma estratégia promissora, uma vez
que dificultaria o crescimento dos microrganismos e a formacéo de biofilmes. A utilizagdo de
quelantes de ferro seria um meio de alcancar esse efeito (CORACA-HUBER et al., 2018).

A deferiprona é um quelante capaz de se ligar fortemente ao ferro e a outros
metais com menor afinidade. E utilizado na clinica para o tratamento de talassemia e
hemocromatose secundaria a transfusdes sanguineas, sendo capaz de diminuir a quantidade de
ferro sérica e nos tecidos, porém, ainda é associada a efeitos colaterais, principalmente
hepatotoxicidade (KITTIPOOM et al., 2022).

Esse composto isolado ndo tem apresentado forte efeito antibiofilme, porém,
associado a antimicrobianos foi capaz de diminuir carga microbiana, desestruturar e até
destruir completamente biofilmes de cocos Gram positivos (CORACA-HUBER et al., 2018).
Quando testada contra cepas de P. aeruginosa, deferiprona mostrou atividade moderada
contra 0 microrganismo na forma planctdnica, porém foi capaz de inibir a formacdo de
biofilmes por limitar a quantidade de ferro livre (HOUSHMANDYAR et al., 2021).

A utilizacdo tdpica de drogas € uma estratégia que potencializa a concentra¢do no
local da infeccdo e minimiza os efeitos colaterais sistémicos. Assim, esse composto ja vem
sendo testado junto a hidrogéis contra diversos microrganismos. Isoladamente, apresenta
efeito antibiofilme com diminuigdo das unidades formadoras de col6nia de S. aureus, porém,
necessita da combinagdo com outros compostos ou antimicrobianos para potencializar o efeito
contra biofilmes de P. aeruginosa (RICHTER et al., 2017).

2.8 Mel de Manuka
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Além do reposicionamento de fa&rmacos, uma alternativa explorada é a utilizacdo
de compostos naturais com efeito antimicrobiano. Isso se justifica pela possibilidade de
alcancar bons efeitos terapéuticos evitando a toxicidade dos antimicrobianos classicos. O mel
de Manuka é um composto derivado da flor Leptospermum scoparium encontrada
principalmente na Nova Zelandia, e tem apresentado efeito antimicrobiano e antibiofilme,
além de apresentar efeito contra o odor e auxiliar no desbridamento autolitico
(KWIECINSKA-PIROG et al., 2020).

O mel de Manuka é composto por carboidratos, minerais, proteinas, acidos
graxos, compostos fendlicos, flavonoides e um nivel elevado de metilglioxal (MGO) que o
difere, em composi¢éo, dos outros tipos de mel. Sua atividade antimicrobiana deve-se as suas
caracteristicas e componentes, como a alta concentracdo de acucar e baixo pH (inibem o
crescimento microbiano), peroxido de hidrogénio, elevada concentracdo de metilglioxal
(componente que pode reagir inespecificamente com moléculas de DNA, RNA e proteinas,
desestabilizando a célula bacteriana), o peptideo antimicrobiano defensina-1 de abelha e o
glicosideo leptosina (JOHNSTON et al. 2018; BOUZO et al., 2020; GOSLINSKI et al.,
2020).

O sistema de classificagdo Unique Manuka Factor (UMF) reflete a concentracéo
de MGO no mel de Manuka que é vendido comercialmente. Os valores encontrados no
mercado sdo de 5+, 10+ e 15+, porém o UMF por si s6 ndo € considerado um indicador
confiavel do efeito antibacteriano (GIRMA; SEO; SHE, 2019).

A utilizacdo do mel de Manuka, mesmo que em baixas concentracdes, tem se
mostrado uma alternativa promissora no tratamento de feridas infectadas. Lu e colaboradores
(2019) testaram o produto e seus compostos contra biofilmes de P. aeruginosa e mostraram
que esses inibiram a formacdo e reduziram biofilmes pré-formados, sendo capaz de erradicar

o0 biofilme em maiores concentracoes.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade antibiofilme da prometazina, deferiprona e mel de Manuka em

modelo ex vivo de feridas.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar a sensibilidade in vitro de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa
na forma planctdnica a prometazina, deferiprona e mel de Manuka;

2. Analisar o efeito in vitro da prometazina, deferiprona e mel de Manuka sobre biofilmes
maduros de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,

3. Avaliar o efeito da prometazina, deferiprona e mel de Manuka sobre biofilmes formados

em modelo ex vivo de feridas em pele porcina.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Microrganismos do estudo

Para os experimentos in vitro foram utilizadas dezesseis cepas, oito
Staphylococcus aureus e oito Pseudomonas aeruginosa. Dentre as cepas de S. aureus, trés
eram sensiveis a oxacilina, quatro eram resistentes a essa droga e uma cepa era de referéncia
(S. aureus ATCC 29213). Dentre as cepas de P. aeruginosa, quatro eram consideradas
multidroga-resistentes (MDR), por serem resistentes a cefalosporinas, carbapenémicos e
quinolonas, trés eram sensiveis a esses farmacos e uma cepa era de referéncia (P. aeruginosa
ATCC 27853).

Os ensaios ex vivo foram realizados com quatro cepas, uma resistente de S.
aureus, uma resistente de P. aeruginosa e uma cepa padréo de cada espécie (S. aureus ATCC
29213 e P. aeruginosa ATCC 27853).

As cepas clinicas, oriundas de feridas cronicas e abscessos, estavam mantidas em
meio minimo na bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia do Grupo Aplicado em
Microbiologia Médica (GrAMM), da Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de prometazina,

deferiprona e mel de Manuka contra os isolados de S. aureus e P. aeruginosa

A sensibilidade das bactérias em forma planctdnica foi testada por microdiluicao
em caldo, em placas de 96 pogos de fundo U, de acordo com o Clinical Laboratory Standards
Institute (2021). Inicialmente, os microrganismos foram crescidos em caldo Brain Heart
Infusion (BHI) por 24 horas, a 37 °C, em estufa bacteriol6gica. Posteriormente, foram
semeados em agar BHI para o crescimento de colnias por mais 24 horas, a 37 °C. Apds esse
periodo, os inoculos bacterianos foram preparados utilizando as colonias numa escala 0,5 de
McFarland e diluidos até alcangarem a concentracéo final de 5 x 10° ufc/mL.

As placas de 96 pocos foram inicialmente preenchidas com 100 pL de caldo
Mueller Hinton (MH) em todos pocos. Em seguida, foi adicionado 100 pL do composto na
primeira coluna da placa e realizado diluicdo seriada, homogeneizando e levando 100 pL da
coluna 1 para a coluna 2, homogeneizando novamente e retirando 100 pL da coluna 2 para a
coluna 3 e assim sucessivamente até a coluna 10. Posteriormente, 100 uL da coluna 10 foi

transferido para a coluna 12, que corresponde ao controle de esterilidade. Logo apos, 100 pL
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de in6culo bacteriano preparado anteriormente foi adicionado a cada po¢o da coluna 1 até a
11. A coluna 11 foi utilizada para controle de crescimento, contendo apenas MH e indculo
bacteriano. O intervalo de concentracdo final da prometazina (Cristalia) foi de 12,20 - 6.250
pug/mL, da deferiprona (Sigma-Aldrich) foi de 2-1024 pug/mL e do mel de Manuka (Comvita
UMF 10 +) foi de 0,078125 - 40%, p/v. A Figura 8 pode ser observada para melhor
entendimento da técnica.

As placas foram incubadas em estufa bacteriologica a 37 °C, por 24 horas e a
leitura foi feita de forma visual a fim de encontrar a CIM, definida como a menor
concentragdo capaz de inibir 100% do crescimento bacteriano. A cepa de P. aeruginosa

ATCC 27853 e a droga antimicrobiana ciprofloxacina permitiram validar o experimento.

Figura 8 - Desenho esquematico para o teste de sensibilidade.
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Fonte: AMANDO, B. R, 2018.

4.3 Avaliacdo do efeito in vitro da prometazina, deferiprona e mel de Manuka sobre 0s

biofilmes maduros de S. aureus e P. aeruginosa

Para avaliacdo do efeito in vitro da prometazina, deferiprona e mel de Manuka
sobre biofilmes maduros de S. aureus e P. aeruginosa, o crescimento de biofilmes foi
inicialmente induzido em placas de 96 pogos de fundo chato, em um volume total de 200 pL.
Foi utilizado caldo BHI acrescido de glicose 1% (175 pL) e indculo bacteriano (25 pL) numa
turvacdo de 6 na escala de McFarland, equivalente a 1,8 x 10° ufc/mL, feito com cepas

previamente crescidas por 24 horas em agar BHI. As placas foram incubadas em estufa
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bacterioldgica a 37 °C, por 48 horas, para formacdo do biofilme. Apds essa etapa, todos 0s
pocos foram lavados cuidadosamente com PBS 1x. Em seguida, foram adicionados 200 pL
dos compostos em 10 concentragdes seriadas: prometazina (12,20 - 6250 pug/mL), deferiprona
(2 - 1024 pg/mL) ou mel de Manuka (0,078125 - 40%, p/v). Posteriormente, as placas foram
incubadas novamente em estufa bacterioldgica a 37 °C, por mais 24 horas (SIDRIM et al.,
2019).

A leitura da atividade metabolica foi feita de forma visual com o indicador
metabolico resazurina a 0,025% e a CEMB foi considerada a menor concentracdo onde néo se
observa atividade metabdlica celular. Além disso, as placas foram avaliadas quanto a
biomassa dos biofilmes, por meio da técnica de coloracdo com cristal violeta e leitura com
espectrofotbmetro para medir a densidade Optica a um comprimento de onda de 490 nm
(SIDRIM et al., 2019). Os testes foram realizados em duplicata, em dois momentos distintos.
Pocos livres de droga foram utilizados como controle de crescimento, enquanto que pogos

contendo somente meio de cultura foram utilizados como controle de esterilidade.

4.4 Obtencao, processamento, desinfeccédo da pele porcina e formacao da ferida

A pele porcina foi obtida de um abatedouro regulamentado, na cidade de
Fortaleza, Ceara, e congelada até a realizacdo do experimento (GUEDES et al., 2021). Ap6s
descongelada, foi cortada em fragmentos de 2x2 c¢cm, com uso de bisturi e desinfectada
seguindo a metodologia descrita por Yang et al., (2013), onde os fragmentos foram colocados
com o auxilio de uma pinga estéril por 30 minutos em um frasco estéril contendo 50 mL de
alcool etilico 70%. Em seguida, transferidos para um frasco estéril contendo 50 mL de
hipoclorito de sddio 0,615% por 30 minutos. E por fim, em um frasco estéril contendo 50 mL
de &gua destilada por mais 30 minutos. Logo apos a desinfeccdo, foram colocados em uma
placa de Petri estéril para secarem, por aproximadamente 30 minutos em capela de fluxo
laminar, a temperatura ambiente. Para formacao da ferida, foi utilizado o punch nimero 8
para delimitagcdo das dimensdes (BRACKMAN et al., 2016), que foi introduzido até a derme
e com o auxilio de um bisturi o tecido demarcado foi retirado. A Figura 9 apresenta um

fragmento de pele apds a formacao da ferida.
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Figura 9 - Fragmento de pele apds confeccdo da ferida.

Fonte: Arquivo pessoal.

4.5 Formacéo do biofilme na ferida e avaliacdo da acdo de prometazina, deferiprona e

mel de Manuka sobre os biofilmes maduros formados em modelos ex vivo

Os biofilmes foram montados na pele porcina utilizando a metodologia de Guedes
et al., (2021), com algumas modificagdes. Os microrganismos foram semeados em agar BHI e
incubados a 37 °C um dia antes do experimento para crescimento das colonias. Os fragmentos
de pele foram colocados individualmente em placas de Petri contendo agar bacteriolégico a 7
g/L. Os ino6culos bacterianos de duas cepas de S. aureus e duas de P. aeruginosa foram
preparados na escala 6 de McFarland com caldo BHI 1% de glicose e, posteriormente, 25 pL
de indéculo bacteriano foram adicionados em cada ferida. Em seguida, as placas foram
colocadas em estufa bacteriol6gica a uma temperatura de 37 °C, por 72 horas. A Figura 10

traz um fragmento de pele ap6s formacdo de biofilme de P. aeruginosa.
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Figura 10 - Fragmento de pele ap6s formacao de biofilme.

Fonte: Arquivo pessoal.

Apos esse periodo, para avaliar o efeito da prometazina, deferiprona e mel de
Manuka sobre o biofilme ex vivo, cada ferida foi preenchida com gaze estéril de 1 cm?
embebida com 100 pL de cada composto. A prometazina nas duas espécies foi testada nas
concentragdes de CEMB (195,3125 pg/mL para S. aureus ATCC; 390,625 pg/mL para S.
aureus MRSA,; 781,25 pg/mL para P. aeruginosa ATCC e 781,25 pg/mL para a cepa MDR
de P. aeruginosa) e 2x CEMB. A deferiprona para P. aeruginosa foi utilizada nas
concentragdes de CEMB (512 pg/mL) e 2x CEMB (1024 pg/mL) e para S. aureus, como nao
foi encontrado CEMB, foi utilizado nas duas maiores concentragfes (512 e 1024 pg/mL).
Como também ndo houve CEMB para o mel de Manuka, foi testado nas duas maiores
concentragoes, 20 e 40% (p/v). Soro Fisiologico (SF) a 0,9% foi utilizado como controle de
crescimento. As placas de Petri, contendo os fragmentos de pele, foram incubadas a 37 °C,
por 24 horas. Todos os experimentos foram realizados em duplicata, em dois momentos
diferentes.

Apo6s incubacdo, a gaze de cada ferida foi retirada com pinca flambada, foram
adicionados 50 pL de SF a 0,9% no leito da ferida. Em seguida, pequenos cortes
perpendiculares foram feitos para romper o biofilme e os 50 uL de SF a 0,9% foram aspirados
e descartados. Posteriormente, foi empregado a técnica de Levine e colaboradores (1976),
sendo um swab introduzido em cada ferida, rotacionado duas vezes em 360° e transferido
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para tubos contendo 1 mL de Tween 20 (5 pL/mL). Os tubos foram agitados em vortex, por
um minuto, e 100 pL de cada suspensé@o foram submetidos a uma diluicdo seriada em solugéo
salina estéril de 1:10; 1:100; 1:1.000; 1:10.000 e 1:100.000. Em seguida, 10 pL das diluicdes
1:10.000 e 1:100.000 foram semeados, em duplicata, em &gar MH e incubados a 37° C por 24
h para a contagem de ufc.

4.6 Avaliacao por microscopia confocal dos biofilmes em modelo ex vivo de feridas

Para a andlise da arquitetura dos biofilmes ex vivo, os biofilmes das cepas ATCC
foram crescidos sobre os fragmentos de pele e, apés serem tratados com prometazina,
deferiprona ou mel de Manuka nas concentragdes que se mostraram mais efetivas nas
contagens de ufc a partir do ex vivo, foram corados com FilmTracer LIVE/DEAD Biofilm
Viability®, contendo SYTO9 e iodeto de propidio. Os fragmentos de pele foram avaliados
sob microscdpio confocal Nikon C2, a 488 nm, para deteccdo de SYTO9, que identifica
células vivas, e a 561 nm, para a detec¢do do iodeto de propidio, que identifica células mortas
ou danificadas. Imagens tridimensionais foram adquiridas de 10 campos por pele analisada,
com a camera Nikon Eclipse Ti e processadas com o software NIS elements AR. A anélise
das imagens foi realizada com o software COMSTAT2, associado ao ImageJ 1.5i, utilizando
o filtro para células vivas, coradas com SYTO9, para quantificar biomassa (um3/um?),
espessura média da area total (um), espessura média da biomassa (um), coeficiente de

rugosidade e relacdo area-volume (um? /um?®) (GUEDES et al., 2021).

4.7 Analise estatistica

Inicialmente, os dados obtidos foram analisados quanto ao padrdo de normalidade.
Para 0s que apresentavam distribuicdo normal, foi utilizado teste t para amostras néo
pareadas, enquanto os dados ndo paramétricos foram avaliados com o teste de Mann-Whitney.
O programa GraphPad Prism 9.0 foi utilizado para as analises e valores de P menores que

0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) da prometazina, deferiprona e mel de

Manuka contra os isolados de S. aureus e P. aeruginosa

As CIMs encontradas variaram de 97,66 - 195,31 pg/mL e 390,62 - 781,25 pug/mL
para prometazina contra as cepas de S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente. No intervalo
de concentracdo testado, as CIMs de deferiprona foram encontradas apenas contra 2/8 cepas
de S. aureus, com valor de 512 pg/mL, enquanto contra cepas de P. aeruginosa, foram
encontradas CIMs de deferiprona contra 7/8 cepas, variando de 512 a 1024 pg/mL. O mel de
Manuka apresentou CIM na concentracdo de 10% contra todos os isolados de S. aureus, e

CIMs variando de 20 a 40% contra P. aeruginosa (Tabela 1).

Tabela 1 - Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Eliminatoria Minima sobre
0 biofilme (CEMB) da prometazina, deferiprona e mel de Manuka contra biofilmes de

Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. * indica as cepas utilizadas no modelo ex

Vivo.

Cepas Prometazina (ug/mL) Deferiprona (ug/mL)  Mel de Manuka (% p/v)
CIM CEMB CIM CEMB CIM CEMB

S. aureus 1 195,31 390,62 >1024 >1024 10 >40

S. aureus 2 195,31 390,62 >1024 >1024 10 >40

S.aureus 3 97,66 195,31 >1024 >1024 10 >40

S. aureus 4 (MRSA) 97,66 390,62 >1024 >1024 10 >40

S. aureus 5 (MRSA)* 195,31 390,62 >1024 >1024 10 >40

S. aureus 6 (MRSA) 97,66 195,31 >1024 >1024 10 >40

S. aureus 7 (MRSA) 97,66 195,31 512 >1024 10 >40

S. aureus ATCC* 97,66 195,31 512 >1024 10 20

P. aeruginosa 1 (MDR) 390,62 1562,5 512 >1024 40 >40

P. aeruginosa 2 390,62 1562,5 1024 >1024 40 >40

P. aeruginosa 3 390,62 781,25 1024 1024 40 >40

P. aeruginosa 4 390,62 1562,5 512 >1024 20 >40

P. aeruginosa 5 (MDR) 781,25 1562,5 1024 >1024 40 >40

P. aeruginosa 6 (MDR) 390,62 1562,5 >1024 1024 40 >40

P. aeruginosa 7 (MDR)* 390,62 1562,5 512 1024 40 >40

P. aeruginosa ATCC* 390,62 781,25 512 1024 40 >40

Fonte: Elaborado pela autora.
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5.2 Efeito da prometazina, deferiprona e mel de Manuka sobre os biofilmes maduros de
S. aureus e P. aeruginosa

Quanto ao efeito sobre biofilmes maduros, as CEMBs da prometazina foram entre
195,31 e 390.62 pg/mL contra as cepas de S. aureus e de 781.25 a 1562.5 pg/mL contra as de
P. aeruginosa (Figura 11). No intervalo de concentracdo testado, ndo foram encontrados
CEMBs para deferiprona contra isolados de S. aureus e quatro isolados de P. aeruginosa,
enquanto a CEMB de deferiprona contra os outros quatro isolados de P. aeruginosa foi de
1024 pg/mL. O mel de Manuka, por sua vez, na faixa de concentracdo testada, apresentou
CEMB apenas contra S. aureus ATCC, na concentracdo de 20% (Tabela 1).

Figura 11 - Placas de microdiluicdo evidenciando a atividade metabolica celular apds
exposicdo a prometazina. A esquerda, placa contendo as cepas de S. aureus e a direita, as de
P. aeruginosa. A resazurina mantém sua cor azul nos pogos onde nao hé viabilidade celular e

na presenca de metabolismo celular, € reduzida em resorufina, alterando sua cor original.

Fonte: Arquivo pessoal.

Quanto a quantificacdo da biomassa dos biofilmes maduros expostos a
prometazina, S. aureus apresentou reducdo significativa de 80,71% (P=0,0009) na
concentracdo de 390,62 pg/mL e de 77,77% (P=0,0009) a 781,25 pg/mL. Contra P.
aeruginosa, a prometazina causou uma reducdo significativa na biomassa de 76,66%
(P=0,0015), 75,85% (P=0,0017), 86,31% (P=0,0003), 76,86% (P=0,0014) e 52,17%
(P=0,0481) nas respectivas concentra¢es de 97,66 pg/mL, 195,31 pg/mL, 390,62 pg/mL,
781,25 pg/mL e 1562,5 pg/mL (Grafico 1).

Ja deferiprona reduziu significativamente a biomassa nas concentracdes de 512 e
1024 pg/mL para S. aureus, 45,29% (P=0,0306) e 46,13% (P=0,0173), respectivamente, e
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para P. aeruginosa, 66,02% (P=0,0078) e 71,94% (P=0,0047). No que concerne ao mel de
Manuka, houve uma diminuicdo significativa da biomassa apenas para S. aureus, uma
reducdo respectiva de 66,43% (P=0,0205) e 74,11% (P=0,0084) em 20 e 40% (Grafico 1).

Grafico 1 - Efeito da prometazina, deferiprona e mel de Manuka sobre biofilmes maduros de
S. aureus (n=8) e P. aeruginosa (n=8). Dados expressos em porcentagem, com média e desvio
padrdo da absorbancia da biomassa mensurada por meio da técnica de cristal violeta. * indica

diferencas estatisticamente significativas quando comparado ao controle de crescimento.
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Fonte: Elaborado pela autora.

5.3 Efeito da prometazina, deferiprona e mel de Manuka sobre biofilmes em modelo ex
vivo de feridas

Os trés compostos testados reduziram significativamente (P<0,05) as contagens de
ufc/swab de biofilmes cultivados em pele porcina nas duas espécies bacterianas (Gréafico 2). A
prometazina nas concentracées de CEMB e 2x CEMB reduziu em média 4,83 log (P=0,0002)
e 3,23 log (P=0,0123), respectivamente, as contagens de ufc de biofilmes de S. aureus e em
4,09 log (P=0,0061) e 0,51 log (P=0,0138) as contagens de ufc de biofilmes de P. aeruginosa.

Em relacdo a deferiprona, houve reducéo de 0,79 log (P<0,0001) a 512 pg/mL e
de 0,28 log (P=0,0002) a 1024 pg/mL na contagem de ufc/swab de S. aureus e de 0,96 log
(P<0,0001) para biofilmes de P. aeruginosa em 2xCEMB. Quanto ao mel de Manuka, reduziu
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a contagem de ufc/swab de biofilmes em 0,52 log (P=0,0006), na concentracdo de 20% e de
0,46 log (P<0,0001) a 40% para S. aureus e em 1,31 log (P=0,0002) a 20% e 0,66 log
(P=0,0011) a 40% para P. aeruginosa.

Na Figura 12 podemos encontrar fragmentos de pele ap6s o tratamento dos

biofilmes de P. aeruginosa com SF 0,9%, prometazina, deferiprona e mel de Manuka.

Gréfico 2 - Contagem de unidades formadoras de col6nias de biofilmes de S. aureus (n=2) e
P. aeruginosa (n=2) cultivados em modelo ex vivo de feridas apds exposi¢cdo a prometazina,
deferiprona e mel de Manuka. Dados expressos em logl0, com média e desvio padrdo. *
indica diferengas estatisticamente significativas quando comparado ao controle de

crescimento.
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Fonte: Elaborado pela autora.

Figura 12 - Fragmentos de pele apds tratamento. A) SF 0,9%; B) Prometazina; C)
Deferiprona; D) Mel de Manuka.

Fonte: Arquivo pessoal.
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5.4 Avaliacao por microscopia confocal dos biofilmes em modelo ex vivo de feridas

As analises das imagens por microscopia confocal mostraram que a prometazina
ndo alterou a arquitetura de biofilmes de S. aureus cultivados ex vivo. Por sua vez, a
deferiprona e o mel de Manuka aumentaram significativamente a relacdo area-volume de
biofilmes de S. aureus cultivados ex vivo (P=0,0005 e P=0,0147 respectivamente). Além
disso, 0 mel de Manuka foi capaz de reduzir o coeficiente de rugosidade (P=0,0366). Quanto
aos biofilmes de P. aeruginosa cultivados em modelo ex vivo, os trés compostos foram
capazes de alterar a sua estrutura (Gréfico 3; Figura 13).

A prometazina reduziu a espessura média da &rea total (P=0,007), a espessura
média da biomassa (P=0,0009) e relacdo area-volume (P=0,0284) dos biofilmes de P.
aeruginosa, quando comparados aos do controle de crescimento (solucdo salina). A
deferiprona, por sua vez, reduziu significativamente a biomassa (P=0,0005), a espessura
média da &rea total (P<0,0001) e a espessura média da biomassa (P<0,0001), e aumentou o
coeficiente de rugosidade (P=0,0004) de biofilmes de P. aeruginosa cultivados ex vivo. Em
relacdo ao mel de Manuka, reduziu o coeficiente de rugosidade (P=0,0016) e a relacdo area-
volume (P=0,0005) dos biofilmes de P. aeruginosa, quando comparados aos do controle de
crescimento (solucdo salina) (Grafico 3; Figura 13).
Gréafico 3 - Andlise da microscopia confocal de biofilmes de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa em modelo ex vivo de feridas em pele porcina. As imagens Z-stack
foram adquiridas de 10 campos diferentes e analisadas com o software COMSTAT2™,
usando laser de 488 nm, que revela células vivas, coradas com SYTO9. * indica diferencas
estatisticamente significativas (P<0,05) entre biofilmes expostos a prometazina, deferiprona

ou mel de Manuka e controle de crescimento (solucéo salina).
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Figura 13 - Microscopia confocal dos biofilmes bacterianos em modelo ex vivo apds o
tratamento com SF 0,9%, prometazina (195,31 pg/mL para S. aureus e 781,25 pg/mL para P.
aeruginosa), deferiprona (512 pg/mL para S. aureus e 1024 pug/mL para P. aeruginosa) e mel
de Manuka (40% para S. aureus e 20% para P. aeruginosa). Quando coradas em verde, as

celulas estdo viaveis, quando em vermelho, as células tiveram sua parede danificada.

SF 0.9% Prometazina Deferiprona Mel de Manuka

Staphylococcus
aureus )

Pseudomonas
aeruginosa

Fonte: Elaborado pela autora.
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6 DISCUSSAO

A infeccdo € considerada um obstaculo no processo de regeneragdo tecidual,
sobretudo quando os microrganismos estdo na forma de biofilmes, por conferirem uma maior
resisténcia ao estresse ambiental, aos antimicrobianos e a resposta imune do hospedeiro. A
presenca de biofilme em feridas crénicas é considerada um desafio na clinica (ZHAO et al.,
2013).

Nesta pesquisa, trabalhamos com cepas de S. aureus e P. aeruginosa, por serem
consideradas respectivamente as bactérias Gram positiva e Gram negativa mais isoladas de
lesOes cronicas (GONZALEZ et al., 2019; LIMA et al., 2021; NEGUT; GRUMEZESCU,;
GRUMEZESCU, 2018; SEN, 2019). E, como possiveis alternativas terapéuticas foram
testados a prometazina, a deferiprona e o mel de Manuka, que tém sido descritos com
atividade antibiofilme na literatura (SIDRIM et al., 2017; RICHTER et al., 2017; SHIRLAW
et al., 2020).

A prometazina, um farmaco amplamente utilizado na clinica como anti-
histaminico, apresentou efeito antimicrobiano frente as cepas de S. aureus e P. aeruginosa na
forma planctonica e em biofilme in vitro, bem como reduziu as contagens de ufc em modelo
ex vivo de feridas. Além disso, a prometazina também reduziu a espessura dos biofilmes de P.
aeruginosa cultivados em modelo ex vivo, como demonstrado pelas analises de microscopia
confocal.

Os resultados encontrados das cepas em sua forma plancténica corroboram com
os achados de Akinjogunla et al., (2021), que encontraram atividade antibacteriana da
prometazina contra S. aureus e P. aeruginosa, dentre outros microrganismos Gram positivos e
negativos. Os autores relatam a atividade desse composto como inibidor de bomba de efluxo,
além de ser capaz de afetar ATPases e dificultar processos de transcricdo e traducdo do DNA
através da insercdao de moléculas de prometazina em sitios do DNA bacteriano, associado ao
aumento da permeabilidade ao composto na célula bacteriana.

Lehtinen e Lilius (2007) discorrem que, devido a esse aumento da
permeabilidade, a prometazina pode funcionar como um adjuvante que permite o influxo e a
permanéncia dos antimicrobianos classicos em microrganismos que apresentam sua
resisténcia antimicrobiana mediada por bombas de efluxo. Além disso, a prometazina
demonstrou desestruturar os biofilmes microbianos, possivelmente por inibir a atividade da
bomba de efluxo (BRILHANTE et al., 2020; SIDRIM et al., 2017).
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Gajdacs et al. (2019) sugeriram que o efeito antibiofilme pode estar relacionado a
inibicdo de moléculas de QS, possivelmente por inibir a deteccdo de sinal ou modificar a
expressao génica.

Embora a atividade antimicrobiana e antibiofilme in vitro da prometazina tenha
sido descrita, esse farmaco ainda ndo é utilizado para o tratamento de feridas. Pesquisas
acerca da utilizacdo da prometazina para 0 manejo de feridas ainda sdo escassas, trabalhos que
elucidem melhor a atuacdo desse composto em outros modelos, como ex vivo e in Vvivo,
permitirdo maiores discussdes acerca de sua aplicabilidade na clinica.

No presente estudo, a prometazina mostrou efeitos antimicrobiano e antibiofilme
contra as duas espécies bacterianas mais relevantes no contexto de infecgdes de feridas em
concentracdes abaixo de 2 g, uma concentracdo que ja € usada topicamente, em creme, para 0
tratamento de condi¢cbes alérgicas e queimaduras (CANTISANI et al. 2013). Apesar de
algumas contraindicagdes e reacfes adversas descritas para 0 seu uso topico, a avaliagdo de
diferentes formulages, inclusive em concentracfes ainda mais baixas do que as disponiveis
no mercado, sugere que a prometazina pode representar uma alternativa terapéutica
promissora no tratamento de feridas associadas a biofilmes.

A deferiprona, fA&rmaco utilizado no tratamento de talassemia, é capaz de privar os
microrganismos de ferro, interferindo assim em vias metabdlicas essenciais para sua
sobrevivéncia. Neste estudo, embora a deferiprona ndo tenha apresentado uma notavel
atividade antimicrobiana e antibiofilme in vitro, ela reduziu as contagens de ufc de biofilmes
cultivados ex vivo. Sua atividade foi mais relevante contra P. aeruginosa do que S. aureus,
alterando a arquitetura de biofilmes de P. aeruginosa cultivados ex vivo, como demonstrado
pelas analises de microscopia confocal. Esses biofilmes foram mais finos e menos robustos
que os do controle de crescimento, pois apresentaram menor biomassa, espessura média da
area total e espessura média da biomassa e maior coeficiente de rugosidade, apos exposi¢do a
deferiprona.

Pseudomonas aeruginosa possui uma alta demanda de ferro (REINHART;
OGLESBY-SHERROUSE, 2016). A diversidade de mecanismos usados por esse patdgeno
para absorver ferro, como a producdo de sideroforos enddgenos, a presenca de varios
receptores para sideroforos e o uso de quelantes exdgenos, destaca a importancia desse ion
para 0 metabolismo dessa espécie (VISCA et al., 2013). Esses mecanismos de captacdo de
ferro facilitam sua versatilidade como patégeno e influenciam a viruléncia desse
microrganismo (REINHART; OGLESBY-SHERROUSE, 2016). Além disso, bactérias Gram

positivas e Gram negativas produzem sideroforos com diferentes mecanismos de captacéo de
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ferro. No entanto, antibidticos que mimetizam sider6foros parecem ser mais eficazes contra
bactérias Gram negativas (RIBEIRO; SOUSA; SIMOES, 2022). Assim, hipotetiza-se que um
patdgeno com um arsenal menor de estratégias de captacdo de ferro do que P. aeruginosa,
como S. aureus, € menos afetado pela limitacdo de ferro, o que pode corroborar com o0s
resultados obtidos.

Além disso, a importancia do ferro para os biofilmes de P. aeruginosa esta bem
descrita em outros estudos (YU et al., 2016; KANG; KIRIENKO, 2018). Kang e Kirienko
(2018) relatam que a privacdo de ferro compromete a formacao de biofilme de P. aeruginosa,
indicando a relevancia desse ion para esse processo. Yu et al. (2016) descrevem que um
componente importante da matriz do biofilme, o exopolissacarideo Psl, tem sua producdo
estimulada em ambientes com altas concentracGes de ferro, estimulando a formacdo de
biofilmes. Assim, acredita-se que o uso de deferiprona e a consequente privacdo de ferro para
P. aeruginosa podem explicar os melhores resultados desse composto contra os biofilmes
desse patdgeno.

Embora os resultados apresentados aqui tenham menor eficacia contra cepas de S.
aureus, esse farmaco ja foi utilizado in vitro em associacdo com hidrogel contra S. aureus e P.
aeruginosa, apresentando efeito significativo contra biofilmes, principalmente quando
associado a ciprofloxacina (RICHTER et al., 2017). Esse composto também apresentou efeito
antibiofilme in vivo contra biofilmes de S. aureus, além de ser um medicamento seguro para
uso em mucosas (OOl et al., 2018).

Mohammadpour et al. (2013) utilizaram deferiprona tépica em concentracoes de
3, 6 e 9 g, muito mais altas do que as concentra¢cdes usadas nesta pesquisa, e, além de nao
observarem efeitos adversos, demonstraram que essa droga acelerou significativamente a
cicatrizacdo de feridas em ratos. Os autores descrevem que, ao eliminar o ferro, muitos
radicais livres ndo sdo mais formados no leito da ferida, o que impede o estresse oxidativo na
regido e permite uma melhor cicatrizacao.

Assim, a segurancga do uso topico da deferiprona em concentra¢des mais altas do
gue as utilizadas nesta pesquisa permite levantar a hipdtese de que efeitos antimicrobianos
mais pronunciados contra as espécies bacterianas deste estudo podem ser encontrados se as
concentragdes as quais esses patogenos sdo expostos forem aumentadas. Além disso, a
perspectiva de melhorar o processo de cicatrizagdo por meio da reducdo do estresse oxidativo
associado a reducdo da carga microbiana na ferida gera perspectivas alentadoras que precisam

ser melhor elucidadas em estudos futuros.
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Em relacdo ao mel de Manuka, foi capaz de inibir o crescimento plancténico in
vitro de ambas as espécies bacterianas e reduziu as contagens de ufc de biofilmes cultivados
ex vivo, apesar de aumentar a robustez dos biofilmes de P. aeruginosa cultivados ex vivo,
como demonstrado pelo menor coeficiente de rugosidade do que o obtido para o controle de
crescimento.

A atividade antimicrobiana do mel de Manuka é devido a sua alta concentracdo de
MGO combinada com outras caracteristicas, como o alto teor de acUcar, baixo pH, formacéo
de perdxido de hidrogénio, a presenca do peptideo antibacteriano derivado das abelhas, a
defensina-1, e o glicosideo leptosina (BOUZO et al. 2020, GOSLINSKI et al. 2021).
Isoladamente, 0 MGO causa lise na célula bacteriana, além de inibir processos como
flagelacao e divisao celular (GIRMA et al. 2019).

Johnston et al. (2018) descrevem que Bacillus subtilis e S. aureus, quando
expostos a concentracfes de mel de 4%, produziram células menores e cromossomos
condensados, indicando que sua acdo sobre esses patdgenos Gram positivos pode estar
associada ao comprometimento do processo de divisdo celular.

Os menores valores de CIM observados para S. aureus em comparacdo com P.
aeruginosa corroboram o que ja foi relatado. Stavropoulou et al. (2022) descrevem que 0
efeito antimicrobiano do mel de Manuka é melhor caracterizado para microrganismos Gram
positivos, em particular para S. aureus, além de destacar que o efeito deste composto é menos
potente em bactérias Gram negativas.

A atividade antibiofilme do mel de Manuka contra S. aureus ja é demonstrada por
outros estudos (LU et al. 2014, LIU et al. 2018) e pode envolver a regulagdo negativa de
genes associados a biossintese de proteinas relacionadas a adesdo do biofilme (KOT et al.
2020).

Para P. aeruginosa, 0s achados sobre a atividade antibiofilme corroboram os de
Lu et al. (2019), que relataram a inibig&o do crescimento do biofilme de P. aeruginosa usando
mel de Manuka, reduzindo a biomassa do biofilme em 32%. Shirlaw et al. (2020) relataram
gue alguns de seus constituintes, especificamente o acido benzoéico e o MGO, ligam-se
eficientemente a uma enzima estrutural importante de P. aeruginosa, PaDsbAl, que é
necessaria para a sintese de exoenzimas como a elastase, contribuindo para a viruléncia de P.
aeruginosa. Assim, sugere-se que essa ligacdo também possa contribuir para a redugédo da
formagéo do biofilme de P. aeruginosa.

Alguns pesquisadores tém destacado o efeito desse mel no tratamento de feridas,

sendo suas propriedades antimicrobianas, fator chave para este processo (YAGHOOBI;
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KAZEROUNI; KAZEROUNI, 2013; WHITE, 2016). No entanto, ndo ha consenso sobre a
concentracdo de mel de Manuka para obter um efeito antimicrobiano in vivo.

Assim, foi evidenciado que a prometazina, a deferiprona e o mel de Manuka
foram capazes de diminuir as contagens de unidades formadoras de colonias e afetar a
estrutura do biofilme de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. Entretanto, o
estudo de biofilmes em feridas é desafiador, e os modelos utilizados aqui tém algumas
limitacdes.

Embora amplamente utilizados, o modelo in vitro pode ndo refletir como os
microrganismos crescem e se desenvolvem em uma superficie biotica, e ndo mimetiza o
ambiente da ferida. Logo, algumas dessas limitagdes séo resolvidas pelo uso de um modelo ex
vivo, mas outras variaveis importantes ndo podem ser avaliadas, como a interacdo entre a
comunidade microbiana e o hospedeiro, o contexto clinico do hospedeiro e 0s parametros
farmacocinéticos/farmacodindmicos dos compostos no local da infeccdo. Portanto, essas

questdes podem ser abordadas em estudos adicionais in vivo.
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7 CONCLUSAO

A presenca de biofilmes no leito da ferida esta envolvida no retardo do processo
fisioldgico de cicatrizacao, exigindo uma intervencdo direcionada. Neste estudo, avaliamos a
atividade antimicrobiana de prometazina, deferiprona e mel de Manuka in vitro e em modelo
ex vivo de feridas associadas a biofilme contra cepas de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa. No0ssos resultados mostraram que o0s trés compostos tém
propriedades antimicrobianas in vitro, mas foram eficazes contra biofilmes cultivados em
modelo de ferida ex vivo, mostrando seu potencial uso no manejo de feridas associadas a
biofilme. Estudos adicionais sdo necessarios para validar a prometazina, a deferiprona e o mel

de Manuka como agentes antibiofilme para o tratamento de feridas.
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