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RESUMO

Feridas sdo resultado da quebra da integridade da pele através de processos patolégicos ou
danos exogenos. Um dos principais fatores para a cronificacdo de feridas é a infecgéo,
principalmente quando esta esta associada a presenca de biofilmes. Para avaliar novas terapias
que sejam efetivas contra o biofilme bacteriano, torna-se necessario dispor de um modelo de
estudo de compostos antibiofilme que mimetize o tratamento de feridas in vivo, e uma opcéo
para isto € o modelo ex vivo. Assim, este estudo teve como objetivo propor uma nova
metodologia de sensibilidade em modelo ex vivo de feridas para avaliagdo de compostos com
efeito antibiofilme. Para isso, uma cepa de S. aureus (ATCC 29213) e uma cepa de P.
aeruginosa (ATCC 27853) tiveram seu perfil de sensibilidade testado in vitro em forma
planctonica e de biofilme para ciprofloxacina e polyhexanida biguanida (PHMB), compostos
utilizados no tratamento de feridas. Posteriormente, foi realizado o corte da pele porcina e
feita a desinfec¢do com alcool a 70% e hipoclorito de s6dio a 0,615% e a confeccdo da ferida
utilizando um punch n® 8 e um bisturi. Os biofilmes foram formados no modelo ex vivo
utilizando um inéculo de 1,8 x 10° em meio BHI + 1% de glicose e crescidos por 72 horas a
37 °C em estufa bacterioldgica. Apos, foi realizado o tratamento com gaze impregnada com a
ciprofloxacina nas concentragdes de CEMB e 2x CEMB, sendo 2 pg/mL e 4 pg/mL e 8
png/mL e 16 pg/mL para Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente.
O PHMB foi utilizado puro (100 pg/mL). As peles foram novamente colocadas em estufa
bacteriolégica por 24 horas a 37 °C. Foi realizado o desbridamento da lesdo e um swab foi
introduzido na ferida. O efeito dos compostos foi avaliado através da contagem de Unidades
Formadoras de Col6nias (UFC) e, posteriormente, tiveram a arquitetura e viabilidade dos
biofilmes observadas através de microscopia confocal. A reducdo na contagem de UFC foi
96% e 100% para ciprofloxacina, para Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
respectivamente. PHMB apresentou reducdo de UFC superior a 70% para ambos 0s micro-
organismos. A estrutura do biofilme de Staphylococcus aureus apresentou maior dispersdo
(P=0.0355) em relagdo ao controle e menor biomassa para ciprofloxacina; o biofilme de
Pseudomonas aeruginosa teve biomassa reduzida para ambos os compostos, ciprofloxacina
(P=0,0336) e PHMB (P=0,0057). O uso deste modelo traz a possibilidade de testes para novas
alternativas de tratamento de biofilmes em feridas, uma vez que mimetiza o crescimento de

biofilmes in vivo e o tratamento na pratica clinica.

Palavras-chave: Biofilmes. Ex vivo. Modelo de ferida. Sensibilidade



ABSTRACT
Wounds result from the breakdown of skin integrity through pathological processes or
exogenous damage. One of the main factors for the chronicity of wounds is infection,
especially when this is associated with the presence of biofilms. To evaluate new therapies
that are effective against bacterial biofilm, it is necessary to have a study model of antibiofilm
compounds that mimic the treatment of wounds in vivo, and an option for this is the ex vivo
model. Thus, this study aimed to propose a new sensitivity methodology in an ex vivo wound
model for the evaluation of compounds with an antibiofilm effect. For this, a strain of S.
aureus (ATCC 29213) and a strain of P. aeruginosa (ATCC 27853) had their sensitivity
profile tested in vitro in planktonic and biofilm form for ciprofloxacin and polyhexanide
biguanide (PHMB), compounds used in the wound care. Subsequently, the porcine skin was
cut and disinfected with 70% alcohol and 0.615% sodium hypochlorite, and the wound was
made using a number 8 punch and a scalpel. Biofilms were formed in the ex vivo model using
a 1.8 x 109 inoculum in BHI medium + 1% glucose and grown for 72 hours at 37 °C in a
bacteriological incubator. Afterwards, treatment was performed with gauze impregnated with
ciprofloxacin at CEMB and 2x CEMB concentrations, 2 pg/mL and 4 pg/mL and 8 pg/mL
and 16 pg/mL for Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, respectively. PHMB
was used neat (100 pg/ml). The skins crafts were again placed in a bacteriological incubator
for 24 hours at 37 °C. Debridement of the wound was performed and a swab was introduced
into the wound. The effect of the compounds was evaluated by counting Colony Forming
Units (CFU) and, later, the architecture and viability of the biofilms were observed through
confocal microscopy. The reduction in CFU count was 96% and 100% for ciprofloxacin,
Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa, respectively. PHMB showed a CFU
reduction greater than 70% for both microorganisms. The structure of the Staphylococcus
aureus biofilm showed greater dispersion (P=0.0355) compared to the control and lower
biomass; the biofilm of Pseudomonas aeruginosa had reduced biomass for both compounds,
ciprofloxacin (P=0.0336) and PHMB (P=0.0057). The use of this model brings the possibility
of testing new alternatives for the treatment of biofilms in wounds, as it mimics the growth of

biofilms in vivo and the treatment in clinical practice.

Keywords: Biofilms. Ex vivo. Wound model. Susceptibility.
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1 INTRODUCAO

Feridas sdo resultado da quebra da integridade da pele através de processos
patoldgicos ou danos exdgenos. Todas as feridas tem o potencial de se tornarem crénicas caso
esteja associada a uma patologia de base ou o tratamento seja inadequado. Feridas cronicas
sdo aquelas que falharam no processo fisioldgico de reparacdo dos tecidos, apresentando um
processo de cicatrizagdo superior a um més (DHALL et al., 2014; CLINTON et al., 2015).
Todas as feridas tém o potencial para se tornarem crénicas, principalmente na presenca de
insuficiéncia vascular e infeccdo, 0 que gera uma resposta inflamatdria prolongada e
consequentemente a falha na epitelizacdo (CLINTON et al., 2015; KIM et al., 2018).

As principais etiologias associadas a cronificacdo de feridas sdo as Lesdes Por
Pressdo (LPP), ulceras de pernas associadas ao sistema vascular e pé diabético. Séao
consideradas um problema de salde publica, com diversos impactos, tanto na vida das
pessoas que vivem com a ferida e seus familiares, quanto economicamente para o sistema de
salde (SCHULTZ et al., 2017; KIM et al., 2018).

Quando ocorre a abertura da pele, instantaneamente ocorre a migragdo de micro-
organismos para o leito da ferida. Durante a fase aguda, 0s micro-organismos encontrados
serdo principalmente os que fazem parte da microbiota da pele. Com a demora da
cicatrizacdo, pode ocorrer a contaminacdo da ferida por micro-organismos exdgenos, que
podem passar de colonizadores para agentes causadores de infeccdo. A literatura traz que 10°
UFC/g de tecido oriundo da ferida é o ponto de corte para considerar uma ferida como
infectada (ZHAO et al., 2016; HAN et al., 2016; NEGUT et al., 2018). Os micro-organismos
mais associados a infeccdo de feridas cronicas sdo Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, bactérias capazes de adquirir resisténcia a multiplos antimicrobianos (RHOADS
etal., 2012; YADAV et al., 2017).

Apbs se aderirem ao leito da lesdo, 0os micro-organismos podem assumir um
estado séssil e produzir uma matriz extracelular formada de polissacarideo, acidos nucleicos,
proteinas e lipideos, chamado de biofilme. Essa estrutura proporciona resisténcia as defesas
do hospedeiro, facilita a troca de genes de viruléncia e gera suporte estrutural e bioquimico
aos micro-ganismos, além de impedir a contracdo e epitelizacéo da ferida (REGULSKI et al.,
2018; WU et al., 2018). Malone et al. (2017a), em uma revisao sistematica, relataram uma
prevaléncia de biofilmes em feridas crénicas de 78,2%, podendo chegar a 100%, o que

dificulta 0 manejo clinico dessas feridas.
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A resisténcia bacteriana associado a presencga constante de biofilme no leito da
ferida gera uma resposta inflamatdria exacerbada e, consequentemente, um retardo na
cicatrizacdo, dificultando a terapia (OMAR et al., 2017). Nesse contexto, considerando a
elevada prevaléncia de biofilmes bacterianos em feridas cronicas, compostos com atividade
antibiofilme, como a poliexanida biguanida (PHMB), tem sido utilizados como adjuvantes
terapéuticos (ALVES et al., 2021). Levando em consideragcdo que grande parte dos estudos
focam em antibioticoterapia usando bactérias em estado planctdnico, esta pode néo ser eficaz
quando utilizada em tratamentos de rotina, devido a presenca do biofilme (GUEDES et al.,
2021). Ademais, biofilmes formados in vitro para avaliar a atividade antibiofilme de
diferentes compostos também podem gerar dados pouco confiaveis in vivo, como mostrado
em uma revisdo de Castelo-Branco et al., 2020. Assim, torna-se necessario utilizar
metodologias que mimetizem a geometria do leito da lesdo e proporcionem um
microambiente semelhante ao real para avaliar o desenvolvimento dos biofilmes e como

respondem aos tratamentos.

Dessa forma, este trabalho tem o objetivo de padronizar um ensaio de
sensibilidade de biofilmes microbianos crescidos em um modelo ex vivo de feridas para

avaliar compostos com atividade antibiofilme.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Feridas

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano e apresenta diversas fun¢des para a
homeostase do organismo, além de fornecer uma barreira imunoldgica contra agentes
potencialmente lesivos (WILKINSON et al., 2020). Feridas sdo definidas como qualquer
dano causado a integridade dos tecidos bioldgicos atraveés de um processo patologico ou dano
exdgeno com possivel perda estrutural e de funcdo local (HERMAN et al., 2021; KANGAL et
al., 2021).

Os dados epidemiologicos acerca de incidéncia e prevaléncia de pessoas com
feridas permanecem escassos e ndo estabelecidos, porém, estima-se que até 2% da populacéo
ird apresentar uma ferida cronica durante a vida em paises desenvolvidos (GRAVES &
ZHENG, 2014; JARBRINK et al., 2016). Uma revisdo de Martinengo e colaboradores (2018)
apontou uma prevaléncia mundial de 2.21 a cada 1,000 habitantes, destacando o grande
percentual de estudos (82%) também de paises desenvolvidos, além de ignorar feridas tratadas
fora do sistema de salde. Em paises em desenvolvimento, como o Brasil, as estimativas sdo
pontuais e regionalizadas, o que gera uma escassez para estender essa prevaléncia para uma
escala nacional.

Ademais, em diversos cenarios, as feridas sdo consideradas uma comorbidade
secundaria a outra doenca, minimizando as consequéncias destas e levando a uma
subnotificacdo no sistema de salide (GRAVES & ZHENG, 2014; JARBRINK et al., 2017).
Alto impacto econdmico e diminuicdo da qualidade de vida das pessoas sdo fatores
comumente associados a esse contexto, onde ambos poderiam ser atenuados com um manejo
adequado dessas feridas (NUNAN et al., 2014; GUEST et al., 2015; OLSSON et al., 2018).

O gasto anual com o tratamento de feridas chegou a 5,5% do or¢camento do
sistema de salde do Pais de Gales (PHILLIPS et al., 2016); £5,6 bilhdes no Reino Unido
(GUEST et al., 2020); e quase $100 bilhdes nos Estados Unidos (NUSSBAUM et al., 2017;
SEM, 2019). N3o foram encontrados dados sobre o gasto do Sistema Unico de Satde (SUS)
do Brasil com feridas.

Quanto aos impactos ao paciente, destaca-se pincipalmente dor, diminuicdo da
mobilidade e produtividade profissional (OLSSON et al., 2018).
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2.1.1 Fases da cicatrizacgéao

Cicatrizacdo € o processo fisiolégico complexo de restauracdo dos tecidos atraves
de processos biolégicos de contencdo de dano, limpeza e proliferacdo celular com acéo de
diversos mediadores, entre eles células estruturais, células imunoldgicas, fatores de
crescimento e citocinas (WALLACE et al., 2021). Esses processos sdo divididos em 4 fases:
hemostasia, inflamatoria, proliferativa e remodelamento (WILKINSON et al., 2020).
(FIGURA1).

AR R Rl BRR R R

v Plaquetas @ Neutrofilos o Bactérias 9 Fibroblastos

_-
® Eritécitos @) Monécitos Citocinas 4 Qmmmf’t't

Figura 1: Fases da cicatrizacdo. A) Hemostasia; B) Fase inflamatoria; C) Fase proliferativa;
D) Fase de remodelamento.

Fonte: Figura do autor
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2.1.1.1 Hemostasia

Inicialmente, existe uma contracdo vascular dos vasos da area lesada e ativacao
das cascatas intrinseca e extrinseca da coagulacdo com o objetivo de minimizar a perda
sanguinea (GONZALEZ et al., 2016; WALLACE et al., 2021). A liberacdo de Adenosina
Disfosfato (ADP) gera o inicio do processo de trombose e agregacao plaquetaria local ap6s a
exposicdo da matriz subendotelial e, posteriormente, as plaquetas se aderem aos vasos com a
interacdo de proteinas como Fator de von Willebrand, colageno e fibronectina (WILKINSON
et al., 2020). A deposicdo de fibrina serve de adesdo para os fatores de coagulacdo e as
plaquetas geram um feedback positivo a partir de granulos densos para a ativacdo de uma
grande quantidade de plaquetas, formando um trombo (GOLEBIEWSKA et al., 2015)
(FIGURA 1A).

2.1.1.2 Fase inflamatoria

A ativacdo plaquetaria e do sistema complemento, além da presenca de Padrdes
Moleculares Associados ao Dano (DAMPs) e Padrées Moleculares Associados a Patdgenos
(PAMPs) no leito da ferida, estimulam a migracdo leucocitaria com grande quantidade de
neutrofilos nas primeiras horas apds a abertura da ferida até 4 dias ap6s (FRYKBERG et al.,
2015; GONZALEZ et al., 2016; WILKINSON et al., 2020).

Os neutrofilos se ligam as selectinas e integrinas no endotélio, liberam citocinas e
quimiocinas e iniciam o recrutamento e ativacdo de mais células inflamatérias para o leito da
ferida. Além disso, se ligam aos receptores de patdgenos opsonizados promovendo a
fagocitose dos micro-organismos. Ademais, liberam espécies reativas de oxigénio (ERO) e
proteases para “limpar” a ferida. A degranulacdo dos neutréfilos também promove a migracéao
de mondcitos presentes nos vasos que, posteriormente, sdo diferenciados em macrofagos
(CANEDO-DORANTES et al., 2019). (FIGURA 1B).

Inicialmente, os macrofagos realizam fagocitose de micro-organismos e residuos
celulares, além de liberar fatores pro-inflamatdrios. Durante a transicdo para a fase de
proliferacdo, a liberacdo de interleucinas (IL-4 e IL-10) e prostaglandinas fazem uma
transicdo desses macrofagos para o fenotipo M2, para secrecdo de fatores de crescimento e
mediadores anti-inflamatérios, além de fagocitose de neutréfilos (LANDEN et al., 2016;
CANEDO-DORANTES et al., 2019).
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2.1.1.3 Fase proliferativa

A fase proliferativa tem inicio com a migracdo de queratindcitos da regido
adjacente da ferida que séo ativados pela alteracdo mecénica e perda da tensdo fisica das
celulas e liberados por colagenases e elastases. Essas células liberam proteinas para a
reconstrucdo da membrana basal na ferida (LANDEN et al., 2016). Os fibroblastos
respondem a citocinas e fatores de crescimento liberados pelos macréfagos e liberam
colageno que ira substituir a matriz provisoéria de fibrina (CANEDO-DORANTES et al.,
2019). A matriz extracelular é entdo depositada para a formacdo de tecido de granulagéo,
composto também de &cido hialurénico, colageno, elastina e proteoglicanos, preenchendo a
cavidade da lesdo e estimulando a angiogénese a partir de fatores pré-angiogénese, que por
sua vez sdo liberados pelos macrofagos, queratinécitos, fibroblastos e células endoteliais.
(ELLIS et al., 2018; CANEDO-DORANTES et al., 2019; ALHAJJ et al., 2020). (FIGURA
1C).

2.1.1.4 Fase de remodelacéo

O colégeno do tipo 1ll, rapidamente formado e fraco, é gradualmente substituido
por colageno do tipo I, que é mais estavel e esta abundantemente presente no tecido cicatricial
e restaura a forca de tensdo na ferida (ALHAJJ et al., 2020; WILKINSON et al., 2020). A
tensdo mecénica e citocinas estimulam a diferenciacdo dos fibroblastos em miofibroblastos
que expressam o-actina de musculo liso (SMA) para a contracdo da ferida. Esse novo tecido
apresenta cerca de 80% da resisténcia da pele nio lesada (LANDEN et al., 2016;
WILKINSON et al., 2020). (FIGURA 1D).

2.1.2 Feridas crbnicas

Feridas cronicas sdo aquelas que falharam no processo de cicatrizacdo (ZHAO et
al., 2016). Nao existe consenso no tempo de permanéncia da ferida para esta ser considerada
crbnica, porém, o mais aceito € um tempo de 1-3 meses (DHALL et al., 2014; CLINTON et
al., 2015; ZHAO et al., 2016). Esse processo esta associado a uma estagnacdo da ferida na
fase inflamatoria (FRYKBERG et al., 2015; ZHAO et al., 2016) com a constante presenca de
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infiltrado inflamatorio, hiperatividade de queratindcitos e auséncia de atividade dos
fibroblastos e, consequentemente, atraso na epitelizacdo (NUNAN et al., 2014; DARWIN et
al., 2018). Para viabilizar a cicatrizacdo da ferida cronica, o agente nocivo, como a grande
quantidade de micro-organismos ou determinadas células do sistema imune inato, deve ser
cessado (NUNAN et al., 2014; ZHAO et al., 2016).

Todas as feridas tém o potencial de se tornarem crdnicas caso esteja associada a
uma patologia de base ou o tratamento seja inadequado, o que gera sofrimento ao paciente,
prolongamento de internacBes e um grande impacto econémico no sistema de satde (EAGLE,
2009). As feridas cronicas mais prevalentes sdo as Lesbes por Pressdo (LP), Ulceras
associadas ao sistema vascular e Ulceras do Pé Diabético (UPD) (FRYKBERG et al., 2015;
SCHULTZ et al., 2017; KIM et al., 2018).

Lesdo por Pressdo ocorre com a pressao nao aliviada do corpo, principalmente
sobre uma proeminéncia 0ssea, 0 que leva a uma isquemia local e eventualmente necrose
tecidual. Ocorrem geralmente nas regifes sacra, calcaneos, escapulas, occipital e trocanteres,
e podem apresentar-se desde hiperemias ndo branqueaveis da epiderme até comprometimento
total dos tecidos com exposicdo de ligamentos e 0ssos (MONDRAGON; ZITO, 2021). A
prevaléncia dessas lesdes varia de acordo com o quadro clinico do paciente e perfil de
internamento da unidade, mas estima-se cerca de 5-15%, com maior nimero de pessoas em
unidades de internacdo criticas e de longa permanéncia (MERVIS; PHILLIPS, 2019). Essas
feridas causam danos que véo de dor até prolongamento da hospitalizacdo e morte, gerando
também um alto custo de tratamento e, consequentemente, um impacto econdmico pro
sistema de satide. (RONDINELLI et al., 2018; MILLER et al., 2019). Ademais, pacientes
com ulceras de dificil cicatrizacdo estdo expostos a infeccdo, podendo agravar para casos de
sepse (BOROJENY et al., 2020).
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Figura 2: Mecanismo fisiopatoldgico da Leséo por Pressao.

Fonte: Imagem do autor

As Ulceras de perna associadas ao sistema vascular estdo intimamente
relacionadas com insuficiéncia venosa ou hipertensdo vascular causadas pelo refluxo
sanguineo ou obstrucdo dos vasos e, consequentemente, dano tecidual e formacdo da ulcera
(ROBLES-TENORIO et al., 2021). A estimativa internacional de casos vai de 0,05% a 2,5%,
com maior prevaléncia em unidades de internagdo para pessoas idosas (GRAVES; ZHENG,
2014). Se ndo tratadas corretamente, essas ulceras podem gerar imobilidade, celulite,

diminuicdo da qualidade de vida, osteomielite e infec¢Oes severas (RAFFETTO et al., 2020).




Figura 3: Mecanismo fisiopatoldgico das Ulceras venosas.
Fonte: PAZ-DIAS, 2021.

diabética (PND) ou doenca arterial periférica (DAP), representando um aumento no ndmero
de internagdes prolongadas e complica¢des, como amputacdes e infecgdes. As infec¢bes do pé

diabético (IPD) esté associada a necessidade de uso de antimicrobianos, por vezes de forma

As Ulceras do pé diabético (UPDs) costumam coexistir com polineuropatia

inadequada, morbidades substanciais e custos elevados para a saude (IWGDF, 2019).
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Figura 4: Mecanismo fisiopatolégico da Ulcera do Pé Diabético.
Fonte: Adaptado de BOULTON, 2020.

2.1.3 Feridas infectadas

leito da ferida e encontram um meio favoravel para seu crescimento, com ampla oferta de
nutrientes e umidade (NEGUT et al., 2018). Toda ferida cronica tem leito colonizado por

micro-organismos (KAISER et al., 2021), porém, a proliferacdo exacerbada destes pode levar

Com a abertura da pele, os micro-organismos da microbiota ganham acesso ao
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a um estado de infeccdo com risco de migragdo para tecidos mais profundos, podendo
ocasionar uma infeccdo sisttmica (POWERS et al., 2016). Com a invasédo de tecidos
saudaveis e estabelecimento da infeccdo, sinais como eritema disseminado, edema, exsudato
purulento, celulite e sintomas como dor podem ser observados (NEGUT et al., 2018)

Nas fases iniciais da ferida, € comum encontrar a presenca de micro-organismos
da microbiota da pele, principalmente Staphylococcus aureus. Com a cronificacdo da ferida,
micro-organismos exogenos como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli ganham o
leito da ferida e tornam-se potenciais agentes de infeccdo (NEGUT et al., 2018; KAISER et
al., 2021).

2.2 Biofilmes

Além da resisténcia associada a bactérias na forma planctbnica, estes micro-
organismos sdo capazes de formar biofilme. Trata-se de uma comunidade organizada de
micro-organismos aderidos a uma superficie e entre si, envoltos de uma matriz extracelular
polimérica que confere resisténcia mecanica aos estresses ambientais, além de possibilitar a
interacdo e até troca de genes de viruléncia (CASTELO-BRANCO et al., 2016; KAISER et
al., 2021). Biofilmes estdo associados a 60% das infec¢bes humanas e sdo podem aumentar a
resisténcia dos micro-organismos de 100 a 1000 vezes, comparado a forma planctonica (L1 et
al., 2021).

As bactérias, quando em forma de biofilme, apresentam metabolismo lento e
crescimento retardado, diferente da forma plancténica em que apresenta rapida proliferacdo e
metabolismo e, por isso, sendo sensivel a compostos que afetam suas atividades metabdlicas
(MALONE et al., 2017b).
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Figura 5: Fases de crescimento do biofilme.
Fonte: OCADAQUE, 2020.

2.2.1 Biofilmes em feridas e métodos de controle

A presenca de biofilmes torna as bactérias menos suscetiveis ao sistema
imunoldgico devido a barreira mecénica da matriz extra-celular e da impossibilidade de
fagocitose das micro-colénias pelas células fagociticas. Como consequéncia, o biofilme pode
prolongar o tempo de cicatrizacdo, intensificar a inflamacéo e gerar dispersdo de fragmentos
da col6nia para tecidos adjacentes (KAISER et al., 2021). As células bacterianas do biofilme
possivelmente produzem enzimas proteoliticas que inibem e/ou destroem a matriz extra-
celular dos tecidos viaveis (WOLCOTT et al, 2008).

Estima-se que mais de 78% das feridas cronicas estejam associadas a biofilmes,
com estudos apontando prevaléncia de 100% (MALONE et al., 2017a). Assim, uma estratégia
que vem sendo desenvolvida para o tratamento dessas feridas € o Biofilm Based Wound Care
(BBWC). Trata-se de um modelo de procedimentos que deve ser realizado na pratica clinica
em tratamento de feridas para evitar que a presenca de biofilmes prejudique a cicatrizagéo,
assim, propde limpeza, desbridamento e curativo apropriado para diminuir a carga microbiana
(EDWARDS-JONES, 2018).

Em feridas agudas, a simples limpeza com soro fisioldgico 0,9% mostra-se eficaz,

porém, quando existem sinais clinicos da presenca de grande carga microbiana, torna-se
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necessario utilizar antissépticos, como a Poliexanida biguamida (PHMB) associado a limpeza
com 0 Soro.

O PHMB se liga as membranas celulares bacterianas e a matriz do biofilme, além
de interferir nas funcGes catabdlicas e de biossintese das bactérias por meio de seu efeito
cationico e surfactante (BAIN et al., 2019). Assim, ele interage fortemente com a matriz de
alginato e o LPS de P. aeruginosa, que possuem fortes cargas negativas (JUNKA et al., 2018).
Por outro lado, a matriz do biofilme de S. aureus permanece pouco conhecida na literatura,

mas possivelmente é formada principalmente por proteinas citoplasmaticas (LEI et al., 2017).

O desbridamento, além de remover tecidos necréticos e desvitalizados, tem o
objetivo de destruir mecanicamente a estrutura polimérica do biofilme e consequentemente,
possibilitando a penetracdo dos compostos topicos e potencializando o efeito do tratamento.
Além disso, o desbridamento de manutencdo impede a reestruturacdo do biofilme e,
consequentemente, sua reincidéncia (MALONE et al., 2017b; EDWARDS-JONES, 2018).

Além do tratamento topico, feridas infectadas podem necessitar da instituicdo de
antibidtico sisttmico. Dentre as opclGes de farmacos, um dos mais utilizados € a
ciprofloxacina, que é um antimicrobiano de amplo espectro cujo efeito bactericida é
decorrente da inibicdo da enzima DNA-girase. Esse antimicrobiano vem sendo testado
também em apresentacdo topica em associacdo com curativos (L1 et al., 2017; MUHAMMAD
etal., 2018).

2.3 Modelos de Ferida para estudos biofilmes

Além da dificuldade no tratamento, o estudo dos biofilmes em feridas se torna um
desafio por apresentar diversas limitacGes em relacdo aos modelos utilizados. Brackman et al.
(2016) conduziu uma revisdo sobre os modelos utilizados e demonstrou limitagcbes em suas
aplicacdes. O modelo in vitro, apesar de largamente utilizado, ndo apresenta a variacdo de
temperatura comum no tecido, pode néo refletir a forma que 0s micro-ganismos crescem e se
desenvolvem numa superficie bidtica, além de ndo mimetizar a ultraestrutura da ferida em que
os nutrientes sao fornecidos na base do biofilme e o oxigénio do topo (THAARUP et al.,
2021). Em contrapartida, diversos modelos in vivo utilizam dano térmico para a confec¢do da

ferida, utilizam biofilmes pré-formados in vitro e/ou apresentam limitacdo no tempo que 0s
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tratamentos podem ser acompanhados, além das questdes éticas envolvidas. Nesse contexto, a
utilizacdo de um modelo ex vivo surge como uma alternativa histologicamente viavel e menos
questdes éticas e uso de animais envolvidos.

A pele porcina apresenta morfologia e fisiologia analogas a pele humana,
incluindo processo de cicatrizagdo semelhante, 0 que a torna um bom instrumento em
modelos para estudos sobre cicatrizacdo de feridas. Por mimetizar tdo bem a estrutura da pele
humana, quando autoenxertos ndo estavam disponiveis, xenoenxertos ja foram utilizados em
sobreviventes de queimaduras. No entanto, hd poucos estudos que utilizam esse modelo
(BRACKMAN; COENYE, 2016; KLEIN et al., 2018; PARNELL; VOLK, 2019).

Quanto a forma de confeccionar a ferida, ndo existe um consenso do que seria
mais adequado. Diversos estudos tém utilizado o punch ou bisturi (BRACKMAN et al.,
2016), porem Andersson et al. (2021) argumentam que um desafio nessa técnica seria a
padronizacdo da profundidade e superficie da ferida. Em contrapartida, utilizando o método
de corte no lugar da queimadura, os tecidos s&o preservados para reproducédo de diversos tipos
de ferida, ndo so as térmicas.

Guedes et al., (2021) realizaram a padronizacdo de um modelo ex vivo em pele
porcina para determinar as condigdes ideais para o crescimento de biofilmes bacterianos. Foi
observado que o modelo fornecia um microambiente mais favoravel para o crescimento de
biofilmes de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa em comparacdo ao modelo in
vitro, além de alcancarem a maturidade do biofilme em 72 horas de crescimento. Isso permitiu

estudos mais aprofundados nesse modelo de crescimento.
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3. HIPOTESES

1. O modelo ex vivo proporciona um microambiente que mimetiza a ultraestrutura da ferida,
proporcionando um ambiente favordvel para testes de sensibilidade de biofilmes
bacterianos.

2. O PHMB e a Ciprofloxacina sdo capazes de erradicar o biofilme de Staphylococcus
aureus e Pseudomonas aeruginosa no modelo ex vivo.
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4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo Geral
Estabelecer uma metodologia de sensibilidade de biofilmes bacterianos em

modelo ex vivo de ferida em pele porcina.

4.2 Objetivos Especificos

Padronizar o teste de sensibilidade em modelo ex vivo para biofilmes de
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa,
Testar compostos usados da pratica clinica no tratamento de feridas para

estabelecer o modelo como opcéo para o estudo de compostos antibiofilme.
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5. METODOLOGIA

5.1 Micro-organismos do estudo

Foi utilizada uma cepa de S. aureus (ATCC 29213) e uma cepa de P. aeruginosa
(ATCC 27853) mantidas em meio minimo na bacterioteca do Laboratério de Bacteriologia do

Grupo Aplicado em Microbiologia Médica (GrAMM), da Universidade Federal do Ceara.

5.2 Determinacdo in vitro das Concentracgdes Inibitérias Minimas (CIM) dos compostos

em crescimento planctdnico

O perfil de sensibilidade em crescimento planctdnico foi determinado por técnica
de microdiluicdo em caldo Mueller Hinton (Difco, EUA), em placas de 96 pocos, de acordo
com o documento M100 - S27 do Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019).
Inicialmente, as cepas de S. aureus e P. aeruginosa foram crescidas em caldo BHI por 24
horas e, posteriormente, semeadas em agar BHI e incubados em estufa bacteriolégica a 37 °C,
por 24 horas. Ap0s isso, 0s indculos bacterianos foram preparados em solucdo salina esteéril,
ajustando a turbidez a 0,5 na escala de McFarland e diluidos numa concentragdo de 1/10 e
1/15 em caldo Mueller Hinton. Em seguida, as placas foram preenchidas com 100 uL de caldo
MH, e 100 uL de ciprofloxacina (64 pg/mL) ou de PHMB (100 pg/mL) foram adicionados
apenas na primeira coluna. Em seguida, foi realizada a diluigdo seriada, com concentragdes
variando de 0.03125 a 16 pg/mL para ciprofloxacina e 0,04883 a 25 pg/mL para o PHMB. A
concentracdo inibitéria minima (MIC) foi definida como a menor concentracdo capaz de
inibir 100% do crescimento bacteriano. Foram adicionados pocos livres de droga como
controle de crescimento bacteriano e pocos livres de bactéria, como controle de esterilidade.
(FIGURA 2)
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Figura 6: Esquema de teste de sensibilidade em placa de 96 pocos com diluicdo seriada

Fonte: AMANDO, 2018.

5.3 Analise in vitro do efeito da ciprofloxacina e do PHMB sobre biofilmes maduros de S.

aureus e P. aeruginosa

Para formacdo do biofilme maduro, foram inoculados 200 pL de uma suspensédo
preparada com 175 L de caldo BHI enriquecido com 1% de glicose e 25 uyL do inéculo
bacteriano preparado na escala 6 Mcfarland em placas de 96 poc¢os de fundo chato. As placas
foram incubadas em estufa bacteriol6gica a 37 °C, por 48 horas para formacdo do biofilme.
Apos esse periodo, as placas foram lavadas cuidadosamente com PBS estéril, poco por poco,
e foram adicionados 200 pL de caldo BHI enriquecido com 1% de glicose contendo
concentracdes crescentes de ciprofloxacina (0.03125-16 pg/mL) ou de PHMB (0,04883-25
pg/mL). As placas foram incubadas a 37 °C, em estufa bacterioldgica, por mais 24 horas. Em
seguida, foi visualmente analisada a atividade metabdlica do biofilme, por meio da utilizacao
de resazurina (20 pL), para determinacdo da concentracdo eliminatdria minima sobre o
biofilme (CEMB), definida como a menor concentracdo na qual ndo se observa atividade
metabolica. Posteriormente, a biomassa dos biofilmes foi quantificada por meio da técnica de
coloracdo com cristal violeta, seguida de leitura em espectrofotdometro a 490 nm (SIDRIM et
al., 2019).
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5.4 Obtencéo, processamento, desinfec¢do da pele porcina e formacéo da ferida.

A pele porcina foi coletada em abatedouro regulamentado, na cidade de Fortaleza,
Ceara, e congelada até a realizacdo do experimento (GUEDES et al., 2021). A pele
descongelada foi cortada em fragmentos de 2x2 cm, com uso de bisturi e esses foram
armazenados em tubos falcons 50ml estéreis a -20 °C até 0 momento do uso. Para realizacdo
da desinfeccdo, foi utilizada a metodologia descrita por Yang et al., (2013). Os fragmentos de
pele foram deixados em temperatura ambiente para o descongelamento total. Em seguida,
foram colocados com o auxilio de uma pinca estéril por 30 minutos em um frasco estéril
contendo 50 mL de &lcool etilico 70%. Depois foram transferidos para o frasco estéril
contendo 50 mL de hipoclorito de sddio 0,615% por 30 minutos. Posteriormente, 0s
fragmentos de pele foram colocados em um frasco estéril contendo 50 mL de agua destilada
por 30 minutos. Por Gltimo, foram colocados em uma placa de Petri estéril para secarem, por
aproximadamente 30 minutos em capela de fluxo laminar a temperatura ambiente. Para
formacdo da ferida foi utilizado punch ndmero 8 para delimitacdo das dimensdes
(BRACKMAN et al., 2016). O punch foi introduzido até a derme e, em seguida, com o

auxilio de um bisturi o tecido demarcado foi retirado (FIGURA 7).

5.5 Formacéo do biofilme na ferida e avaliacdo da acédo da ciprofloxacina e PHMB sobre

os biofilmes maduros formados em modelo ex vivo

Os biofilmes foram montados, segundo metodologia de Guedes et al., (2021),
com algumas alteracdes. Brevemente, as bactérias foram semeadas e incubadas a 37 °C um
dia antes do experimento para crescimento dos micro-organismos. Os fragmentos de pele
foram colocados individualmente em placa de Petri contendo agar bacteriolégico a 7 g/L para
estabilizacdo e hidratagdo. Os indculos bacterianos foram preparados de acordo com a escala
6 de McFarland em tubos de hemolise contendo BHI caldo com 1% de glicose e,
posteriormente, 25 pL de indculo bacteriano foram adicionados em cada ferida. Em seguida,
as placas foram colocadas em estufa bacteriologica a uma temperatura de 37 °C, por 72 horas.
Apos esse periodo, para avaliar o efeito da Ciprofloxacina e do PHMB sobre o biofilme ex
vivo, cada ferida foi preenchida com gaze estéril de 1 cm? embebida com 100 pL de
ciprofloxacina ou PHMB. A ciprofloxacina foi testada contra biofilmes maduros no modelo ex
vivo nas concentragdes de CEMB e 2x CEMB, sendo 2 pg/mL e 4 pg/mL e 8 pug/mL e 16
pg/mL para S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente. Por outro lado, o PHMB foi utilizado



32

puro (100 pg/mL) para melhor reproduzir a sua utilizagdo no tratamento de feridas na prética.
Foram utilizados fragmentos de pele como controle de crescimento, que foram preenchidos
com gaze estéril de 1 cm? embebida com 100 pL de soro fisioldgico (SF) a 0,9% (FIGURA
8). As placas de Petri, contendo os fragmentos de pele, foram incubadas a 37 °C, por 24 horas

(FIGURA 7). Todos os experimentos foram realizados em duplicatas.

Figura 7: A) Retirado retalho de pele de animal abatido em abatedouro regulamentado; B)
Corte do retalho em cubos de mesmo tamanho; C) Desinfeccdo das peles em 3 etapas; D)
Delimitacdo do tamanho da ferida com punch #8; E) Confeccédo da ferida; F) Estabilizacdo em
agar bacterioldgico; G) Infeccdo da ferida; H) Incubacdo para formacdo do biofilme; I)

Tratamento; J) Incubacdo para avaliar efeito do tratamento.

FONTE: Figura do autor
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Figura 8. A- fragmento de pele porcina ap6s processos de desinfecgdo e formacgéo da ferida;
B- fragmento de pele com biofilme de Pseudomonas aeruginosa apés tratamento com PHMB.

FONTE: Figura do autor

5.5.1 Quantificacdo das Unidades Formadoras de Coldnia (UFC)

Para a quantificacdo de UFC, a gaze de cada ferida foi retirada com pinca
flambada, depois foram adicionados 50 uL de SF a 0,9% no leito da ferida, realizada a técnica
de desbridamento Square para desestruturar o biofilme (BARKER et al., 2017), que consiste
em fazer pequenos cortes perpendiculares, e aspirados os 50 pL de SF a 0,9%. Em seguida,
um swab de algoddo foi introduzido perpendicularmente em cada ferida, rotacionado em
360°, duas vezes, e transferido para tubos contendo 1 mL de salina + Tween 20 (5 pL/mL)
para desprendimento das células bacterianas. Os tubos foram agitados em vortex, por um
minuto, posteriormente os swabs foram desprezados e 100 pL de cada suspensdo foram
submetidos a uma diluicdo seriada, em solucdo salina estéril, de 1:10; 1:100; 1:1.000;
1:10.000 e 1:100.000. Posteriormente, 10 pL das diluigfes 1:10.000 e 1:100.000 foram
semeados, em duplicata, em &gar Muller Hinton e incubados a 37° C por 24 h, para a

contagem de UFC.

5.5.2 Confocal laser scanning microscopy (CLSM) dos biofilmes ex vivo

Para a analise da arquitetura e viabilidade dos biofilmes ex vivo, os biofilmes
foram crescidos sobre os fragmentos de pele e, ap6s serem tratados com o PHMB e a CEMB
de ciprofloxacina, foram corados com FilmTracer LIVE/DEAD Biofilm Viability®, contendo
SYTO9 e iodeto de propidio. Os fragmentos de pele foram avaliados sob microscépio
confocal Nikon C2, a 488 nm, para detec¢do de SYTQ9, que identifica células vivas, e a 561
nm, para a deteccdo 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 SYTQ9, para quantificar biomassa (Um3/um2), espessura média
da area total (um), espessura média da biomassa (um), coeficiente de rugosidade e relagdo
area-volume (um2 /um3) (SIDRIM et al., 2020; GUEDES et al., 2021).
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5.5.3 Analise Estatistica

Os dados foram avaliados inicialmente quanto a normalidade. Os dados com
distribuicdo normal foram analisados com o teste t ndo pareado, enquanto aqueles com
distribuicdo ndo paramétrico foram analisados com o teste de Mann-Whitney. Valores de p

inferiores a 5% permitiram conclusdes significativas.
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6. RESULTADOS

6.1 Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Eliminatoria Minima em
Biofilme (CEMB) de ciprofloxacina e PHMB in vitro.

Ambos 0s compostos inibiram o crescimento bacteriano. A CIM de ciprofloxacina
foi de 0,5 pg/mL e 0,25 pg/mL contra S. aureus e P. aeruginosa, respectivamente. Para o
PHMB, foi observada CIM de 0,78425 pg/mL contra S. aureus e de 6,25 pg/mL contra P.
aeruginosa. (TABELA 1).

Ambas as cepas apresentaram maior tolerdncia aos compostos na forma de
biofilme, quando comparada ao crescimento plancténico. Para ciprofloxacina, a CEMB foi 4
vezes maior que a CIM obtida contra S. aureus e 32 vezes maior que aquela obtida contra P.
aeruginosa. Quanto ao PHMB, este eliminou o biofilme de S. aureus em concentragcdo 16
vezes maior que a CIM (CEMB=12,5 pg/mL), mas ndo eliminou o biofilme de P. aeruginosa
em nenhuma das concentracdes testadas. (TABELA 1). No tocante a biomassa, nem a

ciprofloxacina, nem o PHMB apresentaram a propriedade de desestrutura-la.

Tabela 1 — Concentracdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo eliminatéria minima sobre
o biofilme (CEMB) da ciprofloxacina e do PHMB contra biofilmes de Staphylococcus aureus
ATCC e Pseudomonas aeruginosa ATCC

Antimicrobiano / Concentracéo Micro-organismo
S. aureus P. aeruginosa
PHMB CIM 0,78125 6,25
(Hg/mL) CEMB 12,5 >25
Ciprofloxacina CIM 0,5 0,25
(Hg/mL) CEMB 2 8

6.2 Efeito da ciprofloxacina e do PHMB sobre biofilmes em modelo ex vivo

Quanto a avaliacdo do efeito da ciprofloxacina e do PHMB sobre o biofilme
crescido no modelo ex vivo, observou-se que ambos 0s compostos reduziram
significativamente a contagem de UFC dos biofilmes de ambas as espécies bacterianas. No

biofilme de S. aureus, ciprofloxacina proporcionou uma reducdo na contagem de UFC de
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96% para CEMB (P= 0.0040) e 76% para 2xCEMB (P=0.0010). Em relacédo ao PHMB, a
reducdo na contagem foi de 72% (P=0.0003), quando comparado ao controle de crescimento
(GRAFICO 1). Biofilmes expostos & ciprofloxacina apresentaram biomassa reduzida (P =
0,0185) e aumento do coeficiente de rugosidade (P = 0,0016) e relacéo superficie-volume (P
<0,0001), quando comparados ao controle de crescimento, indicando que biofilmes expostos a
ciprofloxacina sdo mais dispersos que o controle de crescimento. Por outro lado, os biofilmes
expostos ao PHMB apresentaram biomassa menor (P <0,0001) e espessura média de toda a
area (P = 0,0028) e maior coeficiente de rugosidade (P <0,0001) e relacéo superficie-volume
(P <0,0001) do que o controle de crescimento ndo exposto, demonstrando estrutura mais

delgada e menos homogénea (Figura 3).

O biofilme de P. aeruginosa tratado com ciprofloxacina apresentou reducdo na
contagem de UFC de 88% na CEMB (P= 0.0004), e a concentracdo de 2xCEMB eliminou o
biofilme (P< 0.0001). Quando tratado com PHMB, foi observada uma reducdo na contagem
de UFC de 86% em relacdo ao controle (P= 0.0064) (GRAFICO 1). As analises CLSM
revelaram que a ciprofloxacina (P = 0,0336) e o PHMB (P = 0,0057) reduziram
significativamente a biomassa do biofilme, quando comparados ao controle de crescimento
ndo exposto, enquanto apenas o PHMB reduziu (P = 0,0019) a espessura média da biomassa
de biofilmes tratados (GRAFICO 2). Nem a ciprofloxacina nem o PHMB interferiram na
homogeneidade do biofilme, conforme demonstrado pelo coeficiente de rugosidade e relacdo
superficie-volume (GRAFICO 2).
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Gréfico 1. Contagem de Unidades Formadoras de Colénia (UFC) de biofilmes de
Staphylococcus aureus e de Pseudomonas aeruginosa crescidos em modelo ex vivo em pele.
PHMB foi utilizado puro (100 pug/mL) para melhor reproducdo da pratica clinica. Dados
expressados em mean + SD (UFC/swab). Grafico representado em log 10. * significa

diferenca significativa em relagéo ao controle de crescimento
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Gréafico 2: Analises microscopicas confocal de biofilmes de Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa crescidos ex vivo em fragmentos de pele porcina. Imagens Z-stack
foram adquiridas de 10 campos diferentes e analisadas com o software COMSTAT2 ™,
utilizando laser 488 nm, que revela células vivas, coradas com SYTO9. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas (P <0,05) entre biofilmes expostos a

ciprofloxacina ou PHMB e o controle de crescimento.
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Growth Control Ciprofloxacin PHMB

Staphylococcus aureus B8

Pseudomonas aeruginosa

Figura 9: Microscopia confocal dos biofilmes bacterianos em modelo ex vivo ap6s o
tratamento com Ciprofloxacina, PHMB e o controle com soro fisiologico 0,9%. Quando
coradas em verde, as células estdo viaveis, quando em vermelho, as células tiveram sua

parede danificada.
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7. DISCUSSAO

A presenca de biofilmes em feridas esta associada a prejuizos nas fases de
granulacdo e epitelizagdo e cronificagdo do estado inflamatorio, consequentemente,
retardando a cicatrizagdo (METCALF et al., 2013; VERSEY et al., 2021). Ademais, 0S
biofilmes promovem uma maior resisténcia aos tratamentos topicos e sistémicos, podendo
gerar uma reducdo no sucesso terapéutico de aproximadamente 30% (WEI et al., 2021;
VERSEY et al., 2021). Quando o objetivo é avaliar efeito antimicrobiano/antibiofilme, o
modelo ex vivo apresenta vantagens em relagdo ao modelo in vitro por refletir como os micro-
organismos crescem e se desenvolvem in vivo e mimetizar a geometria da ferida onde o0s
nutrientes sdo fornecidos na base do biofilme e o oxigénio no apice (BRACKMAN et al.,
2016; THAARUP et al., 2021).

O modelo aqui apresentado trata-se de uma alternativa de baixo custo e facil
reproducdo para o estudo de biofilmes em feridas. Uma revisdo de Parnell et al. (2019)
mostrou que quase 74% dos modelos utilizados para estudo de feridas séo in vivo, 24% in
vitro e apenas 2% utilizaram modelos ex vivo. Mesmo este Gltimo também apresentando
limitacdes, principalmente no que tange a resposta imunolodgica e cicatriza¢do, torna-se uma
opcao viavel por oferecer uma maior semelhanca histolégica com a pele humana (ALVES et
al., 2018), fornecendo para 0s micro-organismos substrato de adesdo e nutrientes que se

assemelham ao observado em experimentos in vivo e no contexto clinico.

O trabalho de Guedes et al., (2021) foi essencial para esse experimento pois
forneceu os dados de condi¢bes ideais para o crescimento de biofilmes bacterianos na pele
porcina, principalmente no que tange ao indculo bacteriano e tempo e atmosfera de
crescimento. Com isso, foi possivel fazer modificacdes para avaliar o efeito antibiofilme de

compostos no modelo ex vivo.

Nesse estudo, buscou-se padronizar um ensaio de sensibilidade de biofilmes
microbianos crescidos em um modelo ex vivo de feridas cronicas para avaliar compostos com
atividade antibiofilme. Para isso, optou-se por utilizar a ciprofloxacina e o PHMB para
padronizacdo do método. A ciprofloxacina é um antimicrobiano de amplo espectro utilizado
em infecgdes de pele e partes moles, através da terapia oral e parenteral, e com potencial para
se tornar curativo primario para o tratamento de feridas (RANCAN et al., 2019;
KOWALCZUK et al., 2020). O PHMB, por sua vez, é um antisséptico utilizado na préatica
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clinica para limpeza de feridas, por ser classificado como "praticamente ndo toxico",
apresentar amplo espectro antimicrobiano, dificultar a adesdo das células bacterianas e
remover biofilmes in vitro e in vivo (HUBNER, 2010; ZHENG et al., 2021). Ambos os
compostos sdo largamente utilizados na prética clinica e por isso foram usados aqui para

validar a reprodutibilidade do modelo.

Tanto a ciprofloxacina quanto o PHMB foram capazes de inibir em 100% o
crescimento in vitro dos micro-organismos na forma planctonica e, com aumento da
concentracdo, a ciprofloxacina eliminou o biofilme maduro de S. aureus e de P. aeruginosa,
enquanto o PHMB somente apresentou atividade eliminatéria sobre o biofilme de S. aureus. A
concentracdo maxima utilizada de PHMB (25 pg/mL) ndo matou o biofilme maduro de P.
aeruginosa. Esse resultado também foi observado em um estudo de CHEN et al. (2021) em
que o biofilme de P. aeruginosa foi mais resistente que o de S. aureus e sobreviveu 7 dias de
tratamento com PHMB in vitro. Zheng et al. (2021), utilizando a mesma concentracao,
observou apenas uma reducdo na biomassa biofilme utilizando os mesmos microrganismos,

porém, utilizando crescimento de 24 horas, o que pode influenciar no estagio de maturacao.

No tocante aos resultados utilizando o modelo ex vivo, ambos os compostos
diminuiram significativamente a quantidade de células associadas aos biofilmes. Apesar de a
ciprofloxacina ser utilizada por via oral para tratamento de infeccdo de pele e de partes moles,
esta ndo apresenta boa biodisponibilidade no leito da ferida, dificultando o seu uso sistémico
no manejo de feridas cronicas associadas a biofilmes, devido aos riscos de toxicidade e efeitos
colaterais sistémicos leves a severo, como nausea, diarreia, neuropatia periférica, convulsdes,
dentre outros (RANCAN et al., 2019; THAI et al., 2021). Assim, a utilizacdo topica da
ciprofloxacina parece ser uma opcdo viadvel e eficaz, como demonstrado por ROY et al.
(2015), utilizando a droga associada a coberturas de hidrogel in vivo. No presente estudo,
observou-se que a aplicacdo tdpica da ciprofloxacina diminuiu a quantidade de células
associadas ao biofilme ex vivo em mais de 80%, usando a concentracdo de CEMB para os
dois micro-organismos, aléem de matar o biofilme de P. aeruginosa na concentra¢do 2x CEMB
(16 pg/mL).

Quanto ao PHMB, apenas uma aplicacdo desse composto, por 24h, reduziu em
mais de 70% a contagem de ambos 0s micro-organismos, corroborando com trabalho in vitro
de Zheng et al (2021). Isso pode advir da possibilidade de o modelo mimetizar a pratica
clinica, permitindo a realizagdo do desbridamento da ferida, associado a uma cobertura

primaria com gaze. Ademais, a distribuicdo da droga pela gaze possibilitou o teste da real
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eficacia do PHMB em tratamento topico, ideal para o tratamento de feridas (RANCAN et al.,
2019). Aqui, podemos observar um maior efeito do PHMB sobre o biofilme de Pseudomonas,
0 que pode estar relacionado ao potencial elétrico dos componentes do biofilme. Alem disso, a
maior presenca de proteinas disponiveis no modelo ex vivo pode explicar a diferenca no efeito

desse composto in vitro vs. ex vivo.

Assim, ambos os micro-organismos foram capazes de formar biofilme tanto in
vitro quanto no modelo ex vivo aqui proposto, e apresentaram diferencas quanto a resposta do
tratamento com compostos utilizados na prética clinica. Como os modelos in vitro apresentam
menor semelhanca com a ferida in vivo, 0 modelo se torna uma opc¢ao para o estudo de novas

estratégias terapéuticas para biofilmes em feridas.
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8. CONCLUSAO

O modelo proposto mostrou-se uma alternativa econémica, facilmente
reproduzivel e que possibilita a mimetizacdo de um tratamento de feridas, incluindo limpeza,
desbridamento e curativo primario. Ambos os micro-organismos foram capazes de formar
biofilme na ferida e a superficie possibilitou a adicdo de compostos para teste de efeito
antibiofilme de maneira que o produto fosse distribuido e permanecesse no leito até o fim do
tratamento. Tanto a Ciprofloxacina quanto o PHMB foram capazes de diminuir a quantidade
de UFC e danificar a matriz dos biofilmes bacterianos. Existe uma lacuna na literatura acerca
de modelos que utilizem desbridamento e curativo com gaze, todavia de acordo com 0s

resultados, conclui-se que se trata de um modelo viavel para estudo de biofilmes em feridas.
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