$
UFRGS
g DerARMACA UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL UFRGS

FACULDADE DE FARMACIA

DISCIPLINA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

INFECCOES BACTERIANAS ASSOCIADAS A
BIOFILMES EM SUPERFICIES BIOTICAS:
CRITERIOS DIAGNOSTICOS, TRATAMENTOS E
PERSPECTIVAS

Graziela de Araujo Lock

Porto Alegre, Junho de 2015.



UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE FARMACIA

DISCIPLINA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

INFECCOES BACTERIANAS ASSOCIADAS A
BIOFILMES EM SUPERFICIES BIOTICAS:
CRITERIOS DIAGNOSTICOS, TRATAMENTOS E
PERSPECTIVAS

Graziela de Araujo Lock

Profa. Dra. Teresa Dalla Costa

Orientadora

Porto Alegre, Junho de 2015.



“A mente que se abre para uma ideia, jamais voltara ao seu tamanho original”.

Albert Einstein



RESUMO

Biofilmes bacterianos constituem um modelo de agregacdo que caracteriza o
crescimento bacteriano diante de ambiente hostil, que ameace a sobrevivéncia da
espécie. Sao envoltos por uma matriz polimérica extracelular sintetizada pelas
bactérias que o compdem. Algumas bactérias estdo comumente relacionadas a
formacdo de biofiime como Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis e Haemophilus influenzae, entre outros. Os biofilmes
constituem um grande problema clinico, estando relacionados a cronicidade de
diversas doencas como fibrose cistica, otite do ouvido médio e feridas crbnicas
devido aos mecanismos que dificultam a acdo da terapia antimicrobiana quando a
bactéria estd na forma de biofilme. Assim, a farmacoterapia tradicional, que utiliza
doses investigadas em bactérias planctdnicas, ndo é adequada para tratar os
biofilmes, tendo em vista que as concentra¢cdes de antimicrobianos necessarias para
erradicacdo das bactérias nesse fendtipo podem ser cerca de 100 a 1000 vezes
maiores que as tradicionais. Esse trabalho revisa, a partir da pesquisa nas bases de
dados Science Direct, Web of Science e Pubmed, as principais bactérias formadoras
de biofiimes e as patologias nas quais o biofilme comumente se apresenta em
superficies bibticas, mostrando os tratamentos atuais e 0s sob investigacdo para a

erradicacao dos mesmos.
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1. INTRODUGAO

A presenca dos biofilmes em infec¢cbes nosocomiais constitui grave problema
de saude publica (DONLAN, 2002). De acordo com Bixler & Bhushan (2012), mais
de 45% das infeccdes hospitalares podem ser relacionadas ao uso de dispositivos
médico-hospitalares infectados com bactérias formadoras de biofilme. Além disso,
diversas doencas tem seu tratamento prejudicado devido a colonizagdo por
bactérias oportunistas, sendo que as formadoras de biofilme podem representar um

fator importante no desenvolvimento de doengas cronicas (ALVAREZ et. al., 2004).

Os biofilmes constituem um modelo de agregacdo que caracteriza o
crescimento bacteriano em virtude da exposicdo a ambientes favoraveis ao seu
crescimento ou também a um ambiente hostil que coloque em risco a sobrevivéncia
da espécie (DONLAN, 2002; WILKINS et al., 2014). Podem ser considerados
heterogéneos devido a sua estrutura formada basicamente por comunidades de
células sésseis (WILKINS et. al., 2014) envoltas por uma substancia polimérica
extracelular (SPE), semelhante a um gel, que elas préprias sintetizam ou que podem
advir do proprio hospedeiro (ex. fibrina, colageno). A matriz composta de SPE é
entdo distribuida alternadamente entre as células bacterianas, como pilares de
bactérias e matriz, dando forma ao biofiime propriamente dito (KARATAN &
WATNICK, 2009). Essa estrutura torna o biofilme capaz de incorporar grandes
guantidades de agua e formar canais que permitam o fluxo de pequenas moléculas
(KARATAN & WATNICK, 2009).

No biofilme é possivel a presenca de uma mesma espécie de bactéria ou a
coexisténcia de diferentes espécies bacterianas em simbiose (PASTERNAK, 2009;
TRINIDAD et al.,, 2010; WOLCOTT et al.,, 2013). Desse modo, conforme os
microrganismos predominantes, o formato dos pilares de bactérias e matriz pode
originar uma estrutura final semelhante a cogumelos, como no biofiime de
Pseudomonas aeruginosa, ou a torres, como no biofilme de Staphylococcus aureus.
A espessura do biofilme sera delimitada a partir do nUmero de espécies diferentes
coexistindo no biofilme: quando as espécies Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella
pneumoniae, coexistem, por exemplo, o biofilme formado € mais espesso do que a

estrutura formada quando elas apresentam-se separadas, 0 que poderia indicar que



a presenca de uma espécie estaria contribuindo para a estabilidade da outra
(DONLAN, 2002).

A matriz que compde o biofilme contém polissacarideos de origem bacteriana
(SHUNMUGAPERUMAL, 2010) e outros materiais como lipidios, fosfolipidios,
proteinas e acidos nucléicos (DNA) aprisionados no seu interior (DONLAN, 2002;
SIMOES et al., 2010), sendo muitas dessas moléculas responsaveis pela
estabilidade mecanica dessas comunidades bacterianas. Quando advindos de
bactérias Gram-negativas, o0s biofimes sdo compostos basicamente por
polissacarideos neutros ou polianidnicos; quando formados por bactérias Gram-
positivas sdo constituidos por polimeros catiénicos (SHUNMUGAPERUMAL, 2010),

o que influi na conformagé&o priméria da matriz.

Essa mesma matriz € um importante fator de viruléncia, responsavel pela
defesa do biofilme. Segundo Galanakos e colaboradores (2009), a constituicdo de
uma comunidade bacteriana envolta por matriz funciona como mecanismo de
sobrevivéncia contra alteraces ambientais como a resposta imune do hospedeiro.
Mesmo que durante a resposta imune ocorra o ataque de neutrofilos e macrofagos,
essas células serdo incapazes de erradicar completamente o biofilme. A fagocitose
ineficaz resultante deste processo implica na liberacdo crbnica de substancias
citotoxicas e proteoliticas pelo hospedeiro, como citocinas pro-inflamatorias (LEID,
2009; SETH et. al.,, 2012) que contribuirdo para aumentar o dano aos tecidos
circundantes ao biofiime formado (BJARNSHOLT et. al., 2009). Assim, a matriz
constitui importante barreira fisica conferindo resisténcia aos antimicrobianos em
virtude de sua constituicdo, disposicdo e agregacdo diferenciadas, impedindo a
difusdo e penetracdo de farmacos para o interior do biofiime (PASTERNAK, 2009;
SETH et. al., 2012; WILKINS et. al., 2014).

O ciclo de vida de um biofilme (Figura 1) é dinamico e possui basicamente
quatro estagios: fixacdo/adesédo, crescimento/proliferacdo, maturacdo e dispersao
(DONLAN, 2002; WILKINS et. al., 2014).
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Figura 1. Ciclo de vida de um biofilme bacteriano, compreendendo as fases de adeséo,
proliferacdo, maturacdo e dispersdo. (Adaptado de SIMOES et. al., 2010; BIXLER &
BHUSHAN, 2012; e WILKINS et al., 2014).

Todas as etapas do ciclo sdo reguladas por genes, diferindo da regulacao que
ocorre em bactérias livres, também conhecidas pelo seu fenétipo planctonico
(BJARNSHOLT et al., 2013). A etapa de fixacdo pode ser agrupada com a etapa de
adeséo, pois inicialmente as células bacterianas distribuem-se pela superficie bidtica
(tecidos, por exemplo) ou abidtica (cateteres e proteses, por exemplo) de forma
reversivel (BIXLER & BHUSHAN 2012) formando uma monocamada e, a seguir,
conforme ocorrer a producéo de matriz, a ligagdo passa a ser irreversivel, compondo
a multicamada caracterizada pela adesdo entre células e superficie (KARATAN &
WATNICK 2009). A monocamada de células € propensa a formacédo da multicamada
desde o inicio da adesao. Pode ser constituida por bactérias que contenham flagelo,
estrutura motora que reforca a interacdo com a superficie (KARATAN & WATNICK
2009) facilitando a adesdo transitéria (SIMOES et al. 2010). Em bactérias Gram-
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negativas € a fimbria que tem papel importante na adesdo. Esse apéndice
filamentoso é visto como a causa da hidrofobicidade do biofiime & medida que
diminui a barreira eletrostatica existente entre o substrato e a célula bacteriana,
permitindo que sejam estabelecidas interacdes moleculares entre a bactéria e a
superficie a ser aderida, que normalmente € de natureza n&o-polar. Assim, a
eficiéncia de adesdo deve-se as caracteristicas celulares da bactéria (presenca de
fimbria ou flagelo) em conjunto com as propriedades fisico-quimicas do biofilme, do
microambiente e da superficie como pH, niveis de nutrientes, temperatura e forca
i6nica (DONLAN, 2002; ESPER, 2011).

Os biofilmes podem ser tanto hidrofébicos quanto hidrofilicos: o fator
determinante é o percentual de carbonos organicos que compdem 0s
polissacarideos da matriz, que pode variar de 50 a 90% (SETH et al., 2012;
WILKINS et al., 2014). E a hidrofobicidade que contribui para a adesdo ao aumentar
a natureza néo-polar das superficies envolvidas (SIMOES et al. 2010). Dessa forma,
devido a modificacbes estruturais na bactéria, as mesmas passam a sintetizar
adesinas cuja funcdo é facilitar a adesdo a superficie de células eucariotas. Em
seguida, modificacbes no proprio ambiente como falta de nutrientes ou ameaca a
sobrevivéncia da espécie serdo o0 estimulo para que ocorra a sintese de novas
adesinas, permitindo a interacdo do grupo inicial de células bacterianas com o grupo
seguinte. Como consequéncia ha formacdo de matriz construindo a multicamada e
estruturando o biofilme (KARATAN & WATNICK 2009).

Durante a adesao, as caracteristicas do substrato influenciam a formacéo do
biofilme. A presenca ou auséncia de glicose na superficie do substrato pode
aumentar ou inibir a adesdo (KARATAN & WATNICK 2009), bem como as
propriedades da superficie celular, sendo as superficies rugosas mais propensas a
formacao de biofilme (DONLAN, 2002). As caracteristicas do meio aquoso, como 0S
niveis de nutrientes, pH, forca ibnica e temperatura do meio, por exemplo, também
influenciam na formacéo de biofilme, pois certas bactérias tem a adesdo aumentada
com o aumento de cétions no meio (DONLAN, 2002; SIMOES et al., 2010; BIXLER
& BHUSHAN, 2012).

Segundo Galanakos e colaboradores (2009) células bacterianas nao se

diferenciam, mas respondem as modificagdes ambientais adaptando sua expressao



12

genética quando necessério. Por essa razdo torna-se mais apropriado dizer que
biofiimes sdo comunidades interativas e nao simplesmente microrganismos
multicelulares. A comunicacéo entre as bactérias do biofiime se da através de seu
sistema de sinalizacdo célula-célula, conhecido como quorum sensing, que
coordena a expressdo genética de maneira densidade-dependente (KONEMAN,
2012). Ele é responsavel por importantes atividades microbianas (SIMOES et al.,
2010) como a producdo da matriz, bioluminescéncia, secrecdo de fatores de
viruléncia, tendo papel importante durante a adesdo (SIMOES et al., 2010). Esse
sistema auto-organizacional baseia-se no processo de auto-inducao, liberando
pequenas moléculas sinalizadoras conhecidas como auto-indutores (SIMOES et al.,
2010) que se acumulam no ambiente em que estd sendo constituido o biofilme.
(ESPER, 2011; RUTHERFORD & BASSLER, 2012; WILKINS et al., 2014; WU et al.,
2015). Quando a densidade populacional esta baixa, os auto-indutores encontram-
se em menor quantidade e acabam por induzir a modificacdo na expressao
fenotipica (WILKINS et al., 2014) fazendo com que a bactéria seja convertida de sua
forma livre para a forma de biofilme, facilitando a adesdo com as células bacterianas
previamente fixadas a superficie do hospedeiro, aumentando assim a densidade do
biofilme. Bactérias Gram-positivas utilizam oligopeptideos modificados (KARATAN &
WATNICK, 2009) e Gram-negativas utilizam lactonas como auto-indutores. O texto
de Karatan e colaboradores (2009) apresenta uma abordagem bioquimica detalhada

sobre a regulacéo positiva e negativa desse mecanismo de auto-inducéo.

Apos a adesao, na fase de proliferacdo, as microcolbnias irreversivelmente
ligadas passam a secretar mais moléculas sinalizadoras a fim de aumentar o
biofilme. A matriz formada na base do biofilme, através da secrecdo de substancia
polimérica extracelular é expandida e o biofilme amadurece tendo, inclusive, as
bactérias o potencial de reproduzir-se. E nessa etapa em que sdo formados canais
de agua na matriz, como uma espécie de sistema circulatorio primitivo que contribui
para a homeostase do biofilme e para oxigenacdo e transporte de nutrientes
(SHUNMUGAPERUMAL, 2010; WILKINS et al., 2014). No biofiime maduro, a
proporcdo de matriz e células € de aproximadamente 70-95% e 5-25%,
respectivamente (SHUNMUGAPERUMAL, 2010). Nesta fase, outras espécies de
bactérias podem aderir ao biofilme formado. Cabe lembrar que tanto microrganismos

aerdbios quanto anaerébios podem coexistir, sendo esses ultimos predominantes
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nas camadas mais profundas dos biofilmes, enquanto os demais podem ficar
aderidos as camadas superiores do biofilme, conforme a afinidade com as bactérias
que o originaram. No final do ciclo de vida do biofilme, uma parte das bactérias
retorna ao fendtipo planctbnico dispersando-se e vindo a colonizar outras

superficies, criando novas comunidades (WILKINS et al., 2014).

De certa forma, os biofilmes s&o auto-suficientes: em caso de falta de
nutrientes sua energia é proveniente do consumo dos mesmos polissacarideos que
o compdem a partir da secrecédo de enzimas que o digerem (WILKINS et al., 2014).
KARATAN e colaboradores (2009), em sua revisdo, mostraram que a presenca de
glicose pode ter efeito estimulador na sintese de matriz polimérica, da mesma forma
que o indol e complexos contendo ferro tem a funcdo de ativar a producdo de
biofilmes. O indol, por ser resultante da hidrolise do amino&cido triptofano, pode
servir de recurso energético quando as comunidades bacterianas apresentam niveis
baixos de nutrientes. Em biofilmes de bactérias que ndo produzem indol, como a P.
aeruginosa, por exemplo, a utilizacdo de meio de cultura enriquecido com indol pode
aumentar a formacao de biofilme. Em contrapartida, o ferro, é considerado ativador
da formacao de biofilmes, conforme a espécie bacteriana em questdo. O biofilme de
S. epidermidis tem sua formacdo estimulada pelos baixos niveis de ferro.
Diferentemente do que ocorre com a P. aeruginosa que em presenca de baixas
quantidades de ferro tem a formacg&o do biofilme inibida devido a ligacdo com a

lactoferrina.

Estando na forma de biofilme as bactérias mostram-se cerca de 10 a 1000
vezes mais resistentes aos antimicrobianos do que quando na sua forma livre
(WILKINS, et.al. 2014), apresentando diversos mecanismos de defesa contra o
hospedeiro, o que lhes permite sobreviver a ataques de células fagocitarias e a
mudancas de pH do meio, havendo, assim, a capacidade de causar infec¢des que

diferem daquelas causadas pela bactéria na forma livre.

by

A tolerancia dos biofilmes a defesa imune e aos antimicrobianos esta
relacionada ao modo de crescimento do biofilme (CIOFU et al., 2014). Diversos
fatores relacionados aos biofilmes podem explicar, em parte, a sua tolerancia a

farmacoterapia antimicrobiana:
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1) A troca de informacdes entre as bactérias realizada através de plasmideos
ocorre com mais frequéncia em biofilmes, facilitando a transferéncia de genes de
resisténcia (LEID, 2009);

2) A atividade metabolica das bactérias situadas nas camadas mais profundas
do biofilme diminui, prejudicando a acédo de farmacos que originalmente atuariam na
divisdo e no metabolismo celular (CATALDI et al., 2014). Essa diminuicdo da
atividade metabolica explicaria a dificil erradicacdo de infeccdes em pacientes que
fazem uso de dispositivos médicos implantaveis infectados com biofilmes (EHRLICH
et al., 2011), bem como a menor efetividade de aminoglicosideos em condi¢des de
anaerobiose (CRAMTON et al., 2001; SHARMA et al., 2014);

3) Presenca de “células persistentes” (LEWIS, 2005). Dentre as células
metabolicamente inativas localizadas no interior dos biofilmes, as células
persistentes compdem uma pequena subpopulacdo (PERCIVAL et. al., 2011; CIOFU
et. al.,, 2014) cujo crescimento € mais lento e que resiste aos antimicrobianos,
atuando como reservatorios que podem ser reativados apds o término do tratamento
com antibiético (RABIN et. al., 2015).

4) A matriz retarda a difusdo de farmacos. A matriz composta de alginato e
DNA extracelular da P. aeruginosa, por exemplo, pode ligar-se a aminoglicosideos e

induzir tolerancia a antibiéticos como a tobramicina (CIOFU et. al., 2014);

5) O sistema de quorum sensing através da liberacdo de fatores que
sinalizam a necessidade de adesdo. Segundo Ciofu e colaboradores (2014)
aparentemente esse mecanismo influenciaria a tolerancia de biofilmes a
antimicrobianos, mas ndo em bactérias plancténicas. No caso da P. aeruginosa, por
exemplo, a producdo de DNA extracelular, presente na matriz polimérica, inibiria a

penetracdo de diversos antimicrobianos no interior do biofilme.

Além dos mecanismos citados acima, o aumento da atividade de bombas de
efluxo de farmacos € responséavel pela diminuicdo do efeito antimicrobiano no
biofilme (LEID, 2009). Embora presentes em bactérias planctnicas, alguns genes
que codificam as bombas de efluxo sdo ativados somente quando o0s
microrganismos encontram-se na forma de biofilme. Em estudo de Zhang e

colaboradores (2008) através da utilizacdo de cepas de P. aeruginosa foram
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comparadas as concentracbes bactericidas minimas de biofilmes (MBC-Bs) e de
células planctdnicas (MBC-Ps) de cepas com e sem dele¢cdo em genes responsaveis
pela codificacdo de bombas de efluxo. Os resultados mostraram que a delecéo néo
acarretava diferencas nas MBC-Ps frente aos antimicrobianos testados, entretanto,
as MBC-Bs de cepas com a delecdo apresentaram valores até trés vezes menores
que as cepas sem a delecdo, comprovando que as bombas de efluxo sdo mais

expressas em biofilmes.

Apesar da resisténcia dos biofilmes ao tratamento antimicrobiano estar bem
difundida na literatura cientifica, atualmente utiliza-se as mesmas doses de
antimicrobianos indicadas para tratamento de infec¢cdes agudas causadas por
bactérias ndo formadoras de biofilme, o que acarreta na melhora dos sintomas da
infeccdo, mas ndo erradica os microrganismos no interior do biofilme formado
(KOBAYASHI, 2001). Essa pratica terapéutica contribui para o estabelecimento de
infecgbes cronicas (BJARNSHOLT et. al, 2013), para o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana aos antimicrobianos bem como estimula o crescimento desses
biofilmes, & medida que as doses de antimicrobianos utilizadas podem produzir
concentracfes subinibitorias (KARATAN & WATNICK, 2009). Em muitos casos, 0s
tratamentos mais efetivos podem envolver métodos fisicos e quimicos (aplicacao de
ultrassom, antibioticoterapia e antissepsia) ou a direta remocao do biofilme seja por
lavagem, desbridamento ou reparo cirdrgico (BIXLER & BHUSHAN, 2012), sendo
esse Ultimo procedimento responsavel pelo aumento do indice de mortalidade de

pacientes.

Diante do exposto, fica evidente que os biofilmes sdo um problema importante
no tratamento de infec¢cdes bacterianas e o0 conhecimento sobre o tema é
fundamental para a busca de tratamentos mais efetivos. O presente trabalho revisa
dois topicos relevantes relacionados a infecgbes com biofilme: (1) as bactérias
prevalentes na formacdo de biofilme e (2) as doencas onde o biofilme €& mais

comum, com Seus respectivos tratamentos atuais e sob investigacao.

Para essa revisdo foram escolhidas as bases de dados Web of Science,
Science Direct e Pubmed, utilizando os termos “antibiotics”, “antimicrobials”,
“bacterial”, “biofilm”, “clinical”, “disease”, “formation”, “management”’, “medical

devices”, “microbiology”, “patients”, “review” e ‘treatment”, bem como cruzamento
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dessas palavras. A busca restringiu-se aos Ultimos quinze anos desde a data da
publicacdo. Devido a grande quantidade de publicagcbes relacionadas a biofilmes,
mas nao especificas da area da saude, a busca foi refinada selecionando-se apenas
estudos pré-clinicos e clinicos, dando prioridade aqueles publicados nos ultimos
cinco anos e disponiveis gratuitamente. Referéncias dos primeiros artigos
selecionados também foram utilizadas, nesse caso, ndo houve restricdo quanto ao

ano da publicacéo.

2. INFECGOES RELACIONADAS A BIOFILMES: CRITERIOS DIAGNOSTICOS E TECNICAS PARA
IDENTIFICAGAO

O modelo de crescimento bacteriano in vitro baseado em
microrganismos planctdnicos permite mimetizar a maioria das infecgbes agudas,
mas, como exposto anteriormente, difere do desenvolvimento de infecgdes cronicas
(WOLCOTT et al.,, 2013), pois estas envolvem microrganismos agregados em
comunidades (biofilmes) que visam protegé-los da resposta imune do hospedeiro.
Segundo Parsek & Singh (2003), os critérios para diagnosticar infeccdes

relacionadas a biofilmes norteiam-se em seis pontos basicos:

1) Associacao de bactéria patogénica a uma superficie: infec¢des crénicas
envolvendo biofiimes podem se estabelecer em tecidos, como a mucosa do ouvido
(na otite do ouvido médio), em feridas na pele (em queimados), no endocardio (na
endocardite), pulmdo (na fibrose cistica), ou em dispositivos médicos, como
cateteres (SHUNMUGAPERUMAL, 2010) e proteses.

2) Exame direto do tecido infectado: quando identificadas células bacterianas
agregadas em grupos (micro ou macrocolbnias), circundadas por matriz, sendo de
origem bacteriana ou do préprio hospedeiro (como fibrina, colageno e fibronectina)
(DONLAN, 2002);

3) Infeccdo é restrita a um local especifico no hospedeiro: tropismo de certos
microrganismos por determinado tecido do paciente. Em caso de dispositivos

médicos, pode estar restrita ao local de insercdo do material (SETH et. al., 2012);
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4) Resisténcia a antibioticoterapia apés demonstrar susceptibilidade a
bactérias planctdnicas: a resposta ao tratamento pode variar conforme o fenétipo
expresso pela bactéria. Como mencionado anteriormente, biofilmes formam-se como
estratégia de sobrevivéncia bacteriana (DE LA FUENTE-NUNEZ et al., 2013);

5) Cultura negativa mesmo apos documentacdo de alta suspeita clinica de
infeccdo: amostras convencionais de sangue ou de aspirado broncoalveolar podem
ndo conter bactérias em virtude de estarem aderidas a superficie ao compor o

biofilme;

6) Resposta deficiente do hospedeiro: por exemplo, quando ocorre a
chamada “fagocitose frustrada” processo em que polimorfonucleares encontram o
patbgeno, mas nao conseguem engolfa-lo (como é o caso do biofiime de
Pseudomonas aeruginosa que, por conter alginato em sua matriz acaba por resistir a

resposta imune do hospedeiro) (LEID, 2009).

Para auxiliar na elucidacéo do diagndstico, as técnicas disponiveis para
identificacdo dos patdgenos abrangem métodos convencionais como bidpsia
tecidual, cultura bacteriol6gica e detec¢do por imagem até técnicas mais sofisticadas
gue envolvam biologia molecular (SETH et. al., 2012). A escolha adequada do
método diagnostico pode basear-se no objetivo da equipe médica: se o0 objetivo
principal for determinar a presenca de bactéria no sitio de infec¢cdo para iniciar o
tratamento, ndo é necessaria a identificacdo da sua espécie e do seu fendtipo, se
plancténico ou formador de biofilme. Entretanto, se a identificacdo do patdégeno
constituir fator determinante para a escolha do tratamento, como por exemplo,
realizar ou ndo a remocéo de um implante ou apenas promover a remog¢ao mecanica
do biofilme, torna-se importante avaliar a presenca de biofilme bem como a espécie

do patégeno.

Nesse aspecto, diagnoésticos de bactérias formadoras de biofilmes sé&o
complicados: biofilmes ndo séo detectados em amostras convencionais de sangue e
liquido cefalorraquidiano em virtude de sua adesdo a superficies (WILKINS et al.,
2014). Comumente ocorrem resultados falso-negativos. Além disso, a presenca da
matriz extracelular forma uma barreira fisica que reduz a resposta inflamatéria do

hospedeiro (SETH et. al., 2012). O diagnéstico nesses casos seria através da
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presenca de bactérias expressando o fenétipo plancténico no material amostrado,

mas nem sempre isSso ocofrre.

A aplicabilidade de cada técnica diagnostica € definida a partir do tipo de
amostra a ser investigada (FUX et. al., 2006). Para identificacdo de infeccdes com
bactérias formadoras de biofiilme em que ndo é possivel a utilizacdo de cultura
convencional destacam-se métodos moleculares como reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), através da amplificacdo da regido 16S do rDNA bacteriano, para
identificacdo do microrganismo (FUX et. al., 2006), e fluorescéncia por hibridizacéao
in situ (FISH) (GALANAKOS, 2009), pois devido a sua grande sensibilidade, podem
auxiliar a detecc¢do e identificacdo das bactérias (WOLCOTT et. al., 2013) quando ha
alta suspeita de infeccdo. Cerca de 80 a 100% dos casos de otite do ouvido médio
com efuséo, por exemplo, conseguem ser detectados por PCR ou FISH (WILKINS
et. al., 2014).

Quando é necessaria a caracterizacdo morfolégica, assim como maiores
informacdes sobre a extensao do biofilme formado, a técnica considerada padrao-
ouro (TRINIDAD et. al.,, 2010) é a microscopia eletrbnica de varredura (MEV).
Valendo-se desta técnica, Fux e colaboradores (2006), analisaram amostras de
valvulas retiradas de pacientes com hidrocefalia objetivando diagnosticar presenca
de biofilmes. A MEV mostrou-se eficiente na deteccdo da morfologia e da extensao
da formacéo de biofilmes de diferentes espécies (S. aureus, S. epidermidis, dentre
outros), corroborando com os resultados obtidos por cultura bacteriana convencional
realizada para comparacdo. Apesar de eficiente, a MEV apresenta a desvantagem
de requerer desidratacdo do espécime a ser analisado, o que provoca distor¢do da
amostra e aparecimento de artefatos. Dessa forma, em estudos de desenvolvimento
de farmacos cujo alvo € o glicocalice (matriz polimérica extracelular, altamente
hidratada), a técnica a ser utilizada € a microscopia eletrbnica de varredura
ambiental (MEV-ambiental) que mantém a amostra intacta e hidratada (TRINIDAD
et. al., 2010).
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3. BACTERIAS FORMADORAS DE BIOFILMES

Diversas sao as bactérias formadoras de biofilmes de importancia clinica,
sendo muitas delas responsaveis pela cronicidade de um mesmo grupo de doencas.
Os microrganismos comumente associados a infecgdes cronicas no ambiente
hospitalar sdo S. aureus, S. epidermidis, P. aeruginosa, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis, Proteus mirabilis e Burkholdderia cepacia (BIXLER &
BHUSHAN, 2012; RABIN et al., 2015). Em seus biofilmes € possivel identificar
polissacarideos em comum como manose, galactose, glucose (mais abundantes) e
N-acetil-glucosamina, acido galacturénico, arabinose, fucose, rhamnose e xilose.
Algumas apresentam polissacarideos ndo especificos, mas que aumentam em
resposta ao estresse, como o acido colanico (antigeno M) na Escherichia coli e o

alginato na Pseudomonas aeruginosa.

Em alguns casos, patdgenos responsaveis por quadros infecciosos agudos
recorrentes como o Haemophilus influenzae em infec¢des pulmonares, por exemplo,
acabam por danificar o 6rgédo possibilitando a colonizagdo por microrganismos mais
agressivos, como a P. aeruginosa, levando a piora do prognéstico. Alguns trabalhos
mais recentes indicam que algumas cepas de H. influenzae também podem formar
biofilme (CARDINES, 2012).

Em geral, as infec¢cBes relacionadas a biofilmes funcionam como agravantes
de um quadro clinico inicial que idealmente ndo pressupunha presenca bacteriana.
Diante disso, doencas de ordem genética ou doencas que ndo afetam 6rgdos ou
tecidos especificos (coracao, pulméo e rins, por exemplo) podem debilitar o paciente
tornando-o susceptivel ao desenvolvimento de infec¢des, como € o caso da fibrose
cistica. Outras enfermidades, como infec¢cbes em proteses implantadas (SETH et.
al., 2012), ferimentos cronicos (GETHIN, 2009) e infeccbes em cateteres
(PASTERNAK, 2009), podem desenvolver-se devido a caréncia de cuidados durante
0s procedimentos cirdrgicos e ambulatoriais envolvendo, inclusive, a microbiota do
préprio paciente (MAHAMI, 2011).

Independente do fator que tornou o individuo susceptivel a colonizagédo
bacteriana torna-se importante conhecer as peculiaridades de cada espécie durante
a formacéo de seu biofilme, a fim de buscar as melhores estratégias para a sua

erradicacdo. No presente trabalho quatro patdgenos foram escolhidos para
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detalhamento estrutural de seus biofilmes por impactarem negativamente no

prognostico das patologias pesquisadas.

3.1 Pseudomonas aeruginosa

A P. aeruginosa compde o grupo dos bacilos Gram-negativos néo
fermentadores. Seu biofilme difere dos demais por sua matriz constituir-se
predominantemente de alginato (mondémeros de acido manurbnico e &acido
gulurénico) (CATALDI et al., 2014), polimero responsavel pela a aparéncia mucoide
das col6nias quando cultivadas em meio de cultura (BARTH & BARROS, 2001).
Além disso, aclUcares como PEL-glicose e PSL-manose também podem ser
encontrados (KARATAN & WATNICK). O alginato aprimora a estrutura
tridimensional do biofilme, previne a fagocitose por células do hospedeiro e liga-se a
antibioticos catidbnicos como aminoglicosideos (BJARNSHOLT et al., 2008). A
regulacdo da hidrélise do alginato mediante atividade enzimatica do biofilme ocorre
através de ativacdo genética, e isso pode causar a liberacdo das células na
superficie do biofilme, contribuindo para a sua dispersdo (DONLAN, 2002). Além do
alginato, o segundo maior componente do biofilme de P. aeruginosa é o DNA
extracelular, que atua estabilizando a matriz do biofilme. E liberado através dos
mecanismos de sinalizacéo célula-célula e também através de estruturas como pili e
flagelo (SHARMA et al., 2014).

Importante fator de viruléncia, o sistema quorum sensing de P. aeruginosa é
regulado a partir de dois tipos de moléculas sinalizadoras: N-acil-homoserina
lactonas (do inglés N-acylhomoserine lactones — AHL) e 4-quinolonas (SHARMA et
al., 2014; SINGH et al., 2000). Quando em altas concentracdes, essas moléculas
indicam que a populacdo bacteriana estd aumentada e, assim, ao ligarem-se a
receptores especificos, esses sinalizam que deve ser restringida a expressdo de
genes relacionados ao aumento da densidade celular. Além disso, 0 quorum sensing
€ importante no controle da producdo de pioverdina, piochelina e piocianina, os
quais sdo sideréforos (ZAGO et al.,, 2000) e podem auxiliar na formacdo dos

biofiimes; e na prevencdo do acumulo de o6xido nitrico que é liberado durante
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respiracdo anaerObia sendo toxico para esse patdgeno quando em altas
concentracdes (CIOFU et al., 2014).

A P. aeruginosa cresce mais rapido quando em monocultura, formando um
biofilme com estrutura semelhante ao formato de um cogumelo (BJARNSHOLT et.
al., 2013). A P. aeruginosa possui como um dos mecanismos de defesa a baixa
permeabilidade de membrana, pois o bacilo limita a entrada de antibiéticos ao alterar
suas proteinas de transporte como as porinas, por exemplo (MESAROS et al.,
2007). Isso faz com que ocorra o efluxo de antibiéticos para fora da célula, ndo
permitindo o acumulo dos mesmos no citoplasma da célula bacteriana (KONEMAN,
2012).

3.2 Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis

Do género Staphylococci, destacam-se duas espécies relacionadas a
infeccbes nosocomiais: S. aureus (coagulase positivo) e S. epidermidis (coagulase
negativo). O S. aureus pode ser encontrado colonizando adultos saudaveis e seu
aparecimento em infeccdes nosocomiais deve-se a contaminacdo advinda do
préprio paciente ou da equipe que lhe presta atendimento (ARCHER et al., 2011). O
Por outro lado o S. epidermidis, que compde a microbiota epitelial humana, é
comumente encontrado em pacientes imunocomprometidos, embora também esteja
presente em pacientes sadios, causando infec¢des devido ao contato com mucosas,
traumas ou implantes (OTTO, 2008). Ambos sédo patdégenos oportunistas que podem

apresentar fenétipo formador de biofilmes.

Em estudo publicado por Rohde e colaboradores (2007) com cepas isoladas
de proteses articulares de quadril e joelho, cerca de 69% das cepas pesquisadas de
S. epidermidis apresentaram fenotipo formador de biofilme; enquanto que para o S.
aureus, todas as cepas expressaram esse fendtipo. Em estudo com cateteres
urinarios infectados por essas mesmas bactérias formadoras de biofilmes foi
observado que a utilizacdo de vancomicina eliminava apenas as bactérias
planctonicas, incluindo as resistentes a meticilina (MRSA), mas o biofilme se
mantinha como uma espécie de reservatorio bacteriano. Os autores concluiram que,

visando a erradicacdo bacteriana, a infeccdo por S. aureus requereria maiores
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cuidados que a infeccéo por S. epidermidis principalmente quando se trata de cepas
resistentes MRSA, causadoras das infeccbes mais graves. A mesma concluséo foi
obita no estudo de JONES e colaboradores (2001). Pode-se explicar os resultados
dessas duas investigacbes através dos relatos de Bixler e Bhushan (2012) que
mostraram que o biofilme de S. aureus forma-se mais rapidamente e € mais espesso
tendo em vista que o tratamento com antimicrobianos nao tem a mesma eficicia em

biofilmes se comparado a bactérias livres.

As cepas do género Staphylococci formam um biofilme multicamada envolto
por glicocélice (ARCHER et al., 2011) ou por slimes, que séo estruturas semelhantes
a capsulas que auxiliam na aderéncia a superficies de células e de implantes
sintéticos enquanto inibem a fagocitose pelas células de defesa do hospedeiro
(BARTH & BARROS, 2001). A parede da célula bacteriana € constituida
principalmente por peptideoglicano, além de &cido ribitol teicéico (Polissacarideo A
em S. aureus) e acido glicerol teicéico (Polissacarideo B, fator de viruléncia em S.
epidermidis) (ROHDE et al., 2007). Quando o acido teicdico € ancorado a lipidios de
membrana é conhecido como &cido lipoteicéico (OTTO, 2008; KONEMAN, 2012). O
biofilme, portanto, € composto por esses polissacarideos e por proteinas bacterianas
e do hospedeiro. Ambas as espécies tem a capacidade de expressar diversas
adesinas (ROHDE et al., 2007) que permitem sua fixacdo em proteinas da matriz
extracelular do hospedeiro, favorecendo sua adesdo a superficies poliméricas ou
metdlicas presentes em implantes, por exemplo (GALANAKOS, et al., 2009). Dentre
a adesinas, a responsavel pela adesao intercelular € conhecida como adesina
polissacaridica intercelular (polysaccharide intercellular adhesin, PIA) (MACK et al.,
1996; OTTO, 2008; ROHDE et al.,, 2010) também chamada de poli-N-acetil-
glucosamina (PNAG) (RABIN et al.,, 2015). Considerada importante fator de
viruléncia, essa adesina é formada pelo polissacarideo poli-N-acetil-B(1,6)-
glucosamina cuja producdo pode ser estimulada por condicbes de anaerobiose
(CRAMTON et al., 2001) como, por exemplo, em biofilmes formados em ferimentos
profundos (MACK et al., 1996; ARCHER et al.,, 2011). Quando desacetilada, a
adesina polissacaridica intercelular libera grupamentos que tornam o ambiente
positivamente carregado, o que facilita a adesédo entre as células, pois essas
possuem carga negativa em sua superficie devido a presenca do acido teicoico
(OTTO, 2008).
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Além da proteina polissacaridica intercelular, o DNA extracelular (eDNA)
exerce papel importante na formacdo de biofilmes desse género, (ARCHER et al.,
2011), pois a proximidade entre células proporcionada pelo biofime somada a
presenca de eDNA fornecem as condi¢cdes necessarias para a troca de material
genético (ARCIOLA et al., 2012). O eDNA atua como componente estrutural da
matriz polimérica, facilita a agregagdo intercelular e contribui como fator de
viruléncia, entre outras funcdes. Em biofilmes de S. aureus é visto como uma
importante adesina estrutural para a matriz do biofilme, se comparado ao biofilme de
S. epidermidis (DOROSHENKO et al., 2014).

A presenca de proteinas de superficie pode influenciar os microrganismos de
maneiras diferentes. O estudo publicado por Marti e colaboradores (2010), mostra
gue a formacao de biofilme de S. aureus também esta associada com a producao de
proteinas ancoradas a superficie e, quando estas sdo degradadas por proteases, a
formacao de biofilme € inibida, contrariamente ao que acontece com S. epidermidis
em que a formacdo é estimulada (ARCIOLA et al.,, 2012). Conforme pode ser
visualizado na Figura 2, além de cepas PIA-dependentes, para uma mesma espécie
€ possivel encontrar cepas conhecidas como PIA-independentes (OTTO, 2008;
ARCIOLA et al., 2012) que utilizam adesinas diferentes durante a ades&o primaria a
superficie e, assim constituir o biofilme. Cepas de S. epidermidis e S. aureus, por
exemplo, utilizam respectivamente as proteinas Aap e Bap como adesinas
intercelulares (ROHDE et al., 2007), enquanto que algumas cepas de S. aureus
resistentes a meticilina (MRSA) utilizam proteinas ligantes de fibronectina
(fibronectin-binding proteins, FNBPs) que atuam no biofilme em maturacao (NEILL et
al., 2008).

Nesse aspecto, Houston e colaboradores (2011), bem como Cha e
colaboradores (2013), demonstraram que alteracdes genéticas como a delecdo de
um dos genes relacionados a producgdo de adesinas influencia de maneira diferente
cada uma dessas proteinas (PIA e FnBPs). A delecdo do gene atl, por exemplo,
causa prejuizo na formacédo de biofiimes dependentes de proteinas ligantes de
fibronectina, mas ndo ha modificacdo na formacéo de biofilmes dependente de PIA.
No artigo de Houston e colaboradores (2011) sédo relatados outros genes que,
quando blogueados, interferem nessas duas adesinas dificultando a formagéo de

biofilmes em superficies de poliestireno.
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Figura 2. Representacdo dos biofilmes formados por cepas de S. aureus sensiveis (MSSA)
e resistentes (MRSA) a meticilina: formacdo PIA-dependente (esquerda) e PIA-
independente (direita). Imagens obtidas por microscopia eletronica de varredura (MEV) em
aumento de 3500 vezes. (Adaptado de MCCARTHY et al., 2015).

Em estudo de Arciola e colaboradores (2012) observou-se que,
diferentemente do que ocorre com as bactérias Gram-negativas, a comunicacao
célula-célula através do quorum sensing ocorre de outra forma em bactérias Gram-
positivas: a expressao dos genes gue regulam o quorum sensing diminui conforme o
biofilme vai sendo formado durante a infeccéo, facilitando o desprendimento das
bactérias e consequente dispersdo dessas a partir de uma reducdo na expressao de

adesinas como a PIA.

3.3 Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae € um patégeno que costuma acometer o trato
respiratério superior e inferior humano (MOXON et al., 2008), associado a doencgas
como otites do ouvido médio, sinusites (NIZET et al., 1996) e complicacbes de
doencas pulmonares como bronquite cronica e fibrose cistica (FC) (STARNER et al.,
2006). Comp0e os bacilos Gram-negativos pleomorficos (cocobacilos). Esta espécie

é dividida entre cepas tipaveis (Que reagem com os sorotipos a-f) e ndo-tipaveis (que
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nao reagem com 0s mesmos sorotipos) (MARIN & SILVA, 2005). A cepa conhecida
como nao-tipavel (Haemophilus influenzae Non-typeable - NTHi) ndo possui capsula
e é tida como formadora de biofilmes, contribuindo para a persisténcia bacteriana e
patogénese de doencas (STARNER et al., 2006). Além disso, apresenta-se como
componente da microbiota natural da nasofaringe, podendo atuar como patégeno
oportunista na otite média recorrente (JURCISEK; BAKALETZ, 2007).

Para a formacédo de um biofilme a adeséo € essencial, permitindo que ele se
desenvolva e resista a resposta inflamatéria do hospedeiro, por exemplo. Nesse
aspecto, ao contrario de outras espécies bacterianas, o H. influenzae nao-tipavel
possui as proteinas HMW1 e HMW2, a Hia e o pili hemoaglutinante como fatores de
aderéncia (KRASAN et al., 1999). As proteinas HMW1 e HMW 2, ao serem
expressas nas cepas de H. influenzae, permitem a colonizacdo mais rapida da
nasofaringe. Segundo Krasan e colaboradores (1999) em estudo com isolados de
nasofaringe e ouvido médio de criancas, a Hia tem a funcdo de promover também a
adesdao entre diversas células epiteliais humanas, mas aparece em menor proporcao
gue as duas adesinas anterioriormente citadas. A aderéncia ao muco respiratério e a

fibronectina deve-se a presenca de pili ou fimbria (ST. GEME et. al., 2002).

Além dessas adesinas, a proteina externa de membrana P2, que é
basicamente uma porina fortemente imunogénica contribui para o desenvolvimento
de doencas crénicas. Ela protege o H. influenzae da acéo de anticorpos, através da
interacdo com a mucina presente no muco, devido ao reconhecimento dos
oligossacarideos ligados ao acido sialico que compdem essa molécula. Essa
protecdo ndo impacta em individuos com fungdo mucociliar normal, mas é
preocupante em individuos com fibrose cistica. Nesses casos, 0s pacientes passam
a ter dois fatores que contribuem para o surgimento de infec¢des: a presenca de
muco viscoelastico nos pulmdes devido a FC, que predispde a adesao e colonizagéo
bacteriana, e as adesinas inerentes ao patdgeno, que favorecem a sua ligacédo a
superficie de um epitélio pulmonar doente (ST. GEME, 2002; JURCISEK &
BAKALETZ, 2007; KING, 2012).

Em estudo de Starner e colaboradores (2006) avaliou-se in vivo a presencga
de estruturas (agrupamentos celulares envoltos por matriz polimérica)
correspondentes a formacao de biofilmes de NTHi utilizando amostras de lavado

broncoalveolar de pacientes fibrocisticos jovens, sendo a primeira evidéncia de que
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esses biofilmes estariam presentes no pulméo, visto que diversos estudos na
literatura mencionavam esses biofilmes na otite do ouvido médio, mas ndo em
doencas pulmonares como a fibrose cistica. Das dez amostras analisadas, em duas
foram encontradas evidéncias morfolégicas (constituicAo de microcolénias) que
sugeriam a presenca de biofilme. Para comprovar esse resultado, testou-se in vitro a
capacidade de formacéo de biofilmes dessas cepas nao-tipaveis de H. influenzae.
Dez isolados clinicos formaram biofilmes em superficies plasticas. A fim de transpor
0s resultados para a perspectiva in vivo, os isolados cujos biofilmes apresentaram-
se robustos foram submetidos a culturas de epitélio das vias aéreas e observou-se a
formacao de biofilmes na superficie apical das células, comprovado também por
microscopia. Como o muco produzido pelas células durante a cultura poderia ser
confundido com o biofilme, devido a sua constituicdo semelhante a matriz
polissacaridica desse, os autores utilizaram cepas de H. influenzae contendo
mutacdes nos genes que expressam 0 &cido sidlico ligado ao esqueleto
polissacaridico que forma a matriz polimérica do biofilme para confirmar os achados
com os isolados clinicos. As cepas contendo a mutacdo ndo produziram biofilmes
robustos como os produzidos pelas cepas isoladas dos pacientes, com auséncia
dessa mutagcdo. Esses resultados s&o relevantes, pois indicam que seria
interessante tratar pacientes fibrocisticos ainda assintomaticos, uma vez que o H.
influenzae acaba por danificar o tecido pulmonar facilitando ainda mais a

colonizagdo por patdbgenos mais agressivos, como a P. aeruginosa.

3.4 Infecgdes Polimicrobianas

Evidéncias clinicas sugerem que infec¢des polimicrobianas sdo mais severas
em fungéo da atuacgdo sinérgica dos microrganismos. Por exemplo, em co-cultura, o
H. influenzae produtor de B-lactamase aumenta a relacdo CIM/CBM (Concentragao
Inibitéria  Minima/Concentracdo Bactericida Minima) da amoxicilina para o
Streptococcus pneumoniae. A P. aeruginosa em co-cultura com S. aureus aumenta
a infeccdo em ratos (WOLCOTT et. al., 2013). Uma caracteristica importante das
espécies de Pseudomonas, segundo Ochoa e colaboradores (2015), € justamente a

sua capacidade de adquirir e trocar material genético com outras espécies
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causadoras de infeccbes nosocomiais, como a Klebsiella pneumoniae e a
Escherichia coli.

A presenca de biofilmes polimicrobianos pode influenciar positivamente na
perpetuacdo de espécies patogénicas. Em estudo de Armbruster e colaboradores
(2010) observou-se que, durante co-cultura de H. influenzae com Moraxella
catarrhalis, que é também um patdgeno oportunista das vias aéreas, a presenca de
M. catarrhalis aumentou a resisténcia das cepas de H. influenzae a ampicilina.
Quando testada a associacdo de ampicilina e acido clavulanico sobre o biofilme
polimicrobiano, esse efeito foi anulado, permitindo a constatacdo de que a producao
de B-lactamases por parte da M. catarrhalis contribui para a diminuicdo da
susceptibilidade do H. influenzae aos antimicrobianos. O mesmo aconteceu quando

o biofilme foi exposto a sulfametoxazol e trimetoprima.

4. INFECGOES PROVOCADAS POR BACTERIAS FORMADORAS DE BIOFILMES ADERIDAS A
SUPERFICIES BIOTICAS E SEUS TRATAMENTOS

A presenca dos biofilmes nas infecces pode ser devida a doencas que
predispdem o paciente a invasdao microbiana que leva a colonizacdo de superficies
biéticas como coracao, pulmdes, rins, seios nasais, ouvidos e tecido epitelial. Dentre
elas, podem ser citadas a fibrose cistica, em que 0 muco mais viscoso que o hormal
facilita a colonizacdo por patdgenos oportunistas; a otite do ouvido médio, que
guando cronifica pode manifestar-se na forma de colesteatoma, favorecendo a
adesdo microbiana; e as feridas crbnicas, que permitem um ambiente propicio a
infeccdes, inclusive por microrganismos anaerdbios. Na Tabela 1 encontram-se as
doencas que serdo abordadas neste capitulo e 0s microrganismos que contribuem

para a sua cronicidade.



Tabela 1 Doencas cuja presenca de bactérias formadoras de biofilme contribui para a cronicidade e os microrganismos prevalentes.
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Marin et. al, 2005; Starner et. al, 2006;King et al., 2012; Cardines et. al, 2012; X
Singh et. al, 2000; Tré-Hardy et. al, 2009; da Silva filho et. al, 2013; X
lurcisek et. al., 2007 X X
Erwin et. al, 2007; Ehrlich et. al., 2011; Swords et. al,, 2012; Armbuster et. al. 2014; X
Parsek & Singh, 2003; César & Castro, 2011; Bhatt, 2013; Ciofu et. al., 2014; X X X
Mesaros et. al, 2007; Bjarnsholt et. al., 2009; X
Doring et. al., 2012 X X
Acuin, 2004; Smith et. al. 2011; Cureishi et. al., 2014; X X x
Percival et. al., 2012; Metcalf & Bowler, 2013; X XX
Percival et. al., 2011; X X
Paluch-0Olés et. al., 2011 X




4.1 Fibrose Cistica

A fibrose cistica € uma doenca genética causada por mutacdes no gene que
regula o transporte de eletrdlitos através da membrana do tecido pulmonar (WANG
et. al., 2014). Afeta, além das vias aéreas, 0 pancreas, intestino, figado e glandulas
exocrinas (CIOFU et al., 2014). Em todo o mundo, atinge cerca de 70 mil pessoas,
sendo que no Brasil, segundo o Ministério da Saude, a proporcdo de individuos
acometidos pela doenca € em torno de 1:7000 habitantes. Nessa doenca, 0s
pacientes nascem com o0s pulmdes estruturalmente normais (DA SILVA FILHO et
al.,, 2013) e, progressivamente, ocorre reducdo do diametro das vias aéreas
enquanto que a absorcao excessiva de ions sédio impede a movimentacdo do muco
e a secrecdo defeituosa de ions cloreto leva a desidratacdo dessas secrecdes
(WANG et al.,, 2014). Esse desequilibrio eletrolitico torna 0 muco viscoso e
hiperosmolar (CARDINES et al.,, 2012), tornando o ambiente propicio para a
colonizagdo bacteriana do trato respiratério (SHUNMUGAPERUMAL, 2010).

Os pacientes costumam ser acometidos por infec¢des por patbgenos como S.
aureus, H. influenzae e bacilos Gram-negativos nédo fermentadores de agucar, como
P. aeruginosa e Bulkholderia cepacia. A prevaléncia varia com a idade: normalmente
pacientes mais jovens sdo acometidos por Staphylococcus spp. e a P. aeruginosa
costuma aparecer tardiamente (Figura 3). Entretanto, a colonizagéo precoce por P.
aeruginosa principalmente se associada com colonizacdo concomitante com S.
aureus piora o prognostico em termos de morbidade e mortalidade (DA SILVA
FILHO et al., 2013). Ja o H. influenzae costuma estar relacionado a quadros agudos
recorrentes, contudo, existem estudos sobre sua contribuicdo para a cronicidade da
doenca (CARDINES et al., 2012).



30

nn
UU

P SrLICINOSA
F. aeruginosa

80 —

MRSA \

S. maltophilia S —

Percentual de Pacientes

T T

< - - . B — ~ A ~r= o Py AL
0-1 2-5 6-10 11-17 18-24 25-34 35-44 45+

Idade (Anos)

Figura 3 Patdgenos responsaveis por agravar a condicdo respiratéria de pacientes
fibrocisticos e prevaléncia em que aparecem conforme a idade do paciente (Dados do
Anuario de 2008 da Fundacao de Fibrose cistica dos Estados Unidos)

O diagnéstico desses patdégenos nos pacientes com fibrose cistica pode ser
feito através de culturas de escarro, broncoscopia e esfregago de orofaringe.
Existem também métodos alternativos, como sorologia e técnicas moleculares a fim
de identificar precocemente infec¢des por P. aeruginosa, por exemplo (Alvarez et al.,
2004). Técnicas soroldgicas podem detectar P. aeruginosa entre seis a doze meses
antes do aparecimento de culturas positivas (ALVAREZ et al., 2004). Entretanto, o
resultado pode variar conforme os kits diagnésticos utilizados havendo risco de falha
na deteccao (DA SILVA FILHO et al., 2013).

Estudo realizado por Cardines e colaboradores (2012) buscou compreender
como o H. influenzae pode estar relacionado a infeccdes cronicas. Através de
amostras de escarro, broncoscopia ou swab orofaringeo de 300 pacientes
pediatricos com fibrose cistica foram isoladas 79 cepas, todas formadoras de
biofilmes, sendo 72 de H. influenzae ndo encapsulado (ndo-tipavel), que apresenta
maior resisténcia aos antimicrobianos e a resposta imune do hospedeiro.
Dependendo das adesinas expressadas por cada cepa (HMW 1, HMW 2 ou Hia) a
formacao de biofilme pode aumentar ou diminuir, pois elas favorecem a colonizagéo

da bactéria no trato respiratorio. Entretanto, quando analisados sete genoétipos com
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combinagdes diferentes dessas adesinas, nao foram encontradas diferencas
estatisticas importantes nos niveis de biofilme formado. Constatou-se também que a
colonizacdo por este patdogeno é dinamica: uma cepa acaba sendo substituida por
outra cepa com ou sem capsula, visto que diferentes cepas foram encontradas em
amostras do mesmo grupo de pacientes coletadas em periodos diferentes, sem ser
descartada a possibilidade de um paciente possuir mais de uma cepa causando a
infeccdo. Essa alternancia permitiu constatar que cepas persistentes tendem a
formar mais biofiimes quando comparadas a cepas nao-persistentes, confirmando
que este patdgeno € de dificil erradicacdo, pois as variagdes durante os diferentes
estagios da infeccdo o tornam resistente a diferentes condicbes ambientais e de

estresse.

A P. aeruginosa € responsavel por promover o declinio da capacidade
pulmonar levando a pneumonia e estad relacionada com o estabelecimento da
cronicidade em 90% das infeccdes em adultos fibrocisticos (TRE-HARDY et. al.,
2009a). Sua dificil erradicacdo deve-se a multiplos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos, incluindo producdo de B-lactamases, bombas de efluxo, diminuicao
de permeabilidade de membrana externa e atuacdo no sitio alvo de alguns
antimicrobianos (LODISE et al., 2007) aliados a mutacdo das cepas bacterianas, de
planctonica para biofilme (DA SILVA FILHO et al., 2013). Estando na forma de
biofiilme, a P. aeruginosa pode apresentar o fenotipo mucoide (KARATAN &
WATNICK) no qual h& hiperproducéo de alginato. Isso permite o desenvolvimento de
resisténcia aos antimicrobianos com relativa facilidade somado ao fato de que a
presenca de muco espesso no tecido pulmonar impede a transferéncia de moléculas
de farmacos e particulas na barreira ar-sangue (WANG et al., 2014). Existem relatos
de que os biofilmes de P. aeruginosa no pulmao localizam-se na zona condutora
(que compreende a traqueia, brénquios e bronquiolos) e ndo na zona respiratoria
(bronquiolos terminais, bronquiolos respiratorios, ductos alveolares e sacos
alveolares), que é rica em polimorfonucleares do hospedeiro (RABIN et al., 2015). A
dificuldade em erradicar a infec¢édo resulta em resposta inflamatéria com aceleragao

da perda funcional e piora do prognostico dos pacientes.
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4.1.1 Tratamentos

No tratamento da infeccdo pulmonar na fibrose cistica busca-se diagnosticar
precocemente o patogeno a fim de prevenir a formacdo de biofiimes (FERNANDEZ-
OLMOS et. al., 2012). Assim, as concentracbes comumente testadas com sucesso
em microrganismos planctonicos poderiam ser utilizadas evitando-se a colonizacdo
por patdgenos oportunistas e complicagbes pulmonares inerentes ao curso da
doenca (MARTINS & SANTOS, 2006).

A partir da escolha do tratamento, € importante definir a via de administragéo
dos farmacos, que pode ser por via oral, intravenosa e/ou inalatéria, conforme o
quadro do paciente. Segundo a revisdo de (HZIBY et al., 2014), a administracao por
via sistémica permite atingir nos pulmdes concentracdes adequadas a erradicacéo
de microrganismos planctdnicos, mas inadequadas ao tratamento de infeccbes por
biofimes. Em contrapartida, a administracdo por via inalatéria prevé altas
concentracbes a regido em que se localizam os biofiimes. Em funcdo disso, é
comum o tratamento utilizando ambas as vias. Nao ha comprovacédo de qual delas
promova o melhor resultado. A escolha da via deve considerar 0s casos de presenca
de comprometimento renal do paciente, por exemplo, em que se prefere a via

inalatoria a fim de obter menores concentracfes sistémicas.

Assim, a escolha da via pode ser influenciada pela regido pulmonar que se
deseja atingir. Segundo estudo de Bjarnsholt et al. (2009) com amostras de tecido
preservadas de pacientes que morreram devido a infeccdo cronica por P.
aeruginosa, os biofilmes estéo localizados na zona condutora, impregnados ao muco
e ndo ao epitélio pulmonar; e bactérias planctbnicas encontram-se na zona
respiratoria, normalmente fagocitadas. Terapias agressivas ndo erradicam
patdgenos na zona condutora, apenas 0s restringem a esse local, que passa a
funcionar como uma espécie de reservatorio bacteriano, permitindo que a zona
respiratéria mantenha-se aparentemente protegida de uma infeccdo massiva por
biofilme. Esse fato também indica que a infeccdo por P. aeruginosa parece ser
localizada, pois pacientes podem apresentar funcdo pulmonar normal e ainda assim
existirem regides do pulmao destruidas pela resposta inflamatoria provocada pelos
biofilmes, o que, futuramente levaria ao agravamento da doenca devido ao
decréscimo da funcéo pulmonar (BJARNSHOLT et al., 2009).
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Para o tratamento da infec¢do pulmonar na FC, o uso de antibioticoterapia é
necessario em trés situacdes: (1) para erradicacdo, se o patdgeno for identificado
precocemente; (2) na terapia de manutencédo, em infeccéo ja estabelecida (crénica)
e (3) em casos de exacerbacdo (agudizacdo dos sintomas) (CESAR & CASTRO
2011). As doses terapéuticas dos farmacos comumente utilizados nesses
tratamentos encontram-se nas Tabelas 2 e 3, separadas por patdgeno. As doses
comumente utilizadas envolvem estudos em bactérias planctdénicas. Desse modo, a
estratégia adotada na clinica consiste na utilizacdo de associacfes de farmacos
visando, também, evitar o desenvolvimento de tolerancia, cuja probabilidade é maior

quando é utilizada monoterapia.



Tabela 2. Farmacoterapia para a infec¢cdo pulmonar por P. aeruginosa.

Farmaco

Dose Pediatrica

Dose Adulto

Aminoglicosideos

Amicacina (i.v)

20-30 mg 24/24 h [2]
Nivel sérico < 3 mg/mL [2]

5 mg/kg [1] ou 30 mg 24/24h (mé&ximo 1,5 g/dia)[2]
Nivel sérico< 3 mg/mL [2]

Gentamicina (i.v.)

10-12 mg 24/24 h [2]
Nivel sérico de vale <1 mg/mL [2]

5 mg/kg [1]
10-12 mg 24/24 h (méximo 600 mg/dia) [2]
Nivel sérico vale < 1 mg/mL [2]

Tobramicina

Intravenosa (infusdo 30 min):

1 més-18anos: 10 mg/kg 24/24 h
10-12 mg 24/24h [2]

Nivel sérico: <1 pg/mL [2]
Inalatorio: 300 mg 12/12 h [2]

7 mg/kg [1] 10-12 mg 24/24h (maximo 600 mg/dia) [2]
Nivel sérico vale < 1 mg/mL [2]
Inalatoria 300 mg 12/12 h [2]

Antituberculosos

Rifampicina (v.0.)

10 mg 12/12 h [2]

300 mg 12/12 h (méxi. 200 mg/dia)

Carbapenémicos

Meropenem

i.v. bolus por 5 min ou
infusdo de 15-30 min [3]

120 mg 8/8 h [2]
Ciancas <50 kg: 1-2 g 8/8 h [3]
4-18 anos: 25-40 mg/kg 8/8 h [3]

1g8/8h[1l] ou2g 8/8 h (méximo 6 g/dia) [2]
Adultos: 1-2 g 8/8 h [3]

Imipenem (i.v)

60-100 mg 6/6 h [2]

1g8/8h[1] ou 6/6 h (maximo 4 g/dia) [2]

Monobactamicos

Aztreonam

Intravenoso
1 més — 2 anos 30 mg/kg 6/6 h 8/8 h [3]
2—-12 anos 50 mg/kg 6/6 h 8/8 h [3]

20-25 mg 8/8 h [2]
Inalatorio: 75 mg 3x/dia [2]

Intravenoso

Acima 12 anos/adultos: 2 g 6/6 h ou 8/8 h [3]
2 g 8/8 h, Max 8 g/dia [2]

Inalatério: 75 mg 3x/dia [2]




(Continuacéo)

Penicilinas

Amoxicilina/clavulanato (v.0)

40-80 mg da amoxicilina 8/8 h ou 12/12 h [2]

500 mg 8/8 h ou 875 mg 12/12 h [2]

Flucloxacilina (30 min infuséo
iv)

<18 anos: 50 mg/kg 6/6 h [3]

2-3 9 6/6 h[3]

Oxacilina (i.v.)

200 mg 6/6 h [2]

200 mg 6/6 h (maximo 12 g/dia) [2]

Piperacilina/tazobactam

iv por 3-5 min ou infuséo de
20-30 min [3]

300-400 mg de piperacilina 6/6 h [2]
<12 anos 90 mg/kg 6/6 h ou 8/8 h [3]

4,59 6/6 h[1]
3-4 g da piperacilina 6/6 h (maximo 16 g/dia) [2]
> 12 anos 4,5 g 6/6 h ou 8/8 h [3]

Ticarcilina/clavulanato

300-400 mg da ticarcilina 4/4 h ou 6/6 h [2]
1 més-18 anos 80-100 mg/ kg 6/6 h ou 8/8 h [3]

3-4 g 4/4 h ou 6/6 h ( Max. 18-24 g/dia) [2]
Adulto: 3,2 g 6/6 h ou 8/8 h [3]

Polimixinas

Colistina (Polimixina E)

Inalatorio: 250.000 Ul — 1.000.000 Ul 12/12 h [2]
Intravenoso: 60.000 Ul — 75.000 Ul 8/8 h [2]

Intravenosa (infusdo 30 min):

< 60 kg 25.000 Unidades/kg 8/8 h [3]

> 60 kg 1-2 milhdes de Unidades 8/8 h [3]
Inalatorio: 1.000.000 Ul — 2.000.000 Ul 12/12 h [2]
Intravenoso: 60.000-75.000 UI 8/8 h [2]

Quinolonas

Ciprofloxacino

Oral 20-40 mg 12/12 h [2]
Intravenoso 30 mg 8/8 h ou 12/12 h [2]

400 mg 8/8 h [1] 500-750 mg12/12 h (maximo 1,5 g/dia)

200-400 mg 8/8h ou 12/12 h (maximo 1,2 g/dia) [2]

Levofloxacino (v.o. e i.v)

8 mg 12/12 h [2]

500 mg 12/12 h
500-750 mg 24/24 h [2]

Sulfonamidas

Sulfametoxazol/trimetoprim
(TMP)

Oral: 15-20 mg TMP, 12/12 h [2]
Intravenoso: 15-20 mg TMP 6/6 h [2]

Oral 15-20 mg TMP, 12/12 h [2]

Intravenoso: 15-20 mg TMP 6/6 h (maximo 320 mg TMP)

(2]
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Tetraciclinas

Doxiciclina

2-4mg 12/12 h [2]

100 mg 12/12 h (maximo 200 mg/dia) [2]

Glicopeptideos

Vancomicina (i.v.)

40 mg 6/6 h [2]

40-60 mg 6/6 h [2]
Nivel sérico vale 5-10 p/mL [2]

Outros

Linezolida (v.o0. e i.v.)

< 12 anos: 30 mg 8/8 h [2]

> 12 anos: 600 mg 12/12 h [2]

Adaptado de [1] MESAROS et al. (2007); [2] HOFFMANN & PROCIANOY (2011) e [3] UK CYSTIC FIBROSIS TRUST ANTIBIOTIC WORKING GROUP (2009)

Tabela 3. Farmacoterapia para infecgdo pulmonar por S. aureus
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Classe Farmaco Via de administragao Dose (mg/kg/dia)/intervalo
Fusidanas Acido fusidico Oral / i.v. 25-50 (6/6 h ou 8/8 h)
Lincosaminas Clindamicina Oral / i.v. 20-40 (6/6 h ou 12/12 h)
Antituberculosos Rifampicina Oral / i.v. 15-20 (12/12 h)
Glicopeptideos Vancomicina V. 40 (12/12 h)

Teicoplanina V. 10 (24 h)
Penicilinas Flucloxacilina Oral 100 (6/6 h ou 8/8 h)
Dicloxacilina Oral / i.v. 50 (6/6 h ou 8/8 h)
Outros Linezolida Oral /i.v. <5 anos 30 (8/8 h)
Oral /i.v. > 5 anos 20 (12/12 h)

Adaptado de (DORING et al., 2012)



4.1.1.1 Terapia de erradicagé@o

Em geral, o objetivo do tratamento deve ser prevenir o aparecimento de
infeccdo cronica por P. aeruginosa que, se estabelecida, é dificilmente erradicada.
Para isso, procura-se iniciar 0 quanto antes uma terapia agressiva de erradicacao
em caso de cultura positiva para esse patégeno, visto que normalmente os melhores
resultados sdo encontrados em pacientes que iniciaram o tratamento em até 12
semanas da deteccéo inicial (HZIBY et al., 2014). Sendo assim, o tratamento pode
ser iniciado através de administracdo de ciprofloxacino (30-40 mg/kg/dia, 12/12 h no
maéaximo 1,5 g/dia via oral) seguida de nebulizagdo com colistina (1.000.000 Ul, 12/12
h durante 28-30 dias) durante trés semanas ou por utilizacdo de monoterapia com
solucdo de tobramicina inalatoria (STI, 300 mg 12/12 h) (HOFFMANN &
PROCIANQY, 2011; MESAROS et al.,, 2007). Segundo a revisdao de Doring e
colaboradores (2012), estudos com esses dois tratamentos apresentaram resultados
positivos havendo negativacdo das culturas para P. aeruginosa. A utilizacdo de
tobramicina (STI) foi considerada mais segura para pacientes jovens e,
diferentemente dos aminoglicosideos administrados por via intravenosa, esse
tratamento ndo causa efeitos adversos. Nesse caso, a estratégia recomendada para
erradicacao compreende 28 dias de utilizacdo de tobramicina inalatoria.

4.1.1.2 Tratamento de infecgao crénica

Quando o diagnostico de infeccdo ocorre tardiamente devido a inobservancia
dos sintomas caracteristicos de infeccdo ou por ma adesdo ao tratamento de
erradicacdo, o quadro cronifica, principalmente em infeccdes que envolvam P.
aeruginosa. Em geral, nesses casos, a terapia objetiva retardar o declinio da funcao
pulmonar (DA SILVA FILHO et al., 2013), que € preditora de sobrevida (CIOFU et al.,
2014). Embora o tratamento ndo necessariamente leve a cura (RABIN et al., 2015),
a melhora dos sintomas pode ter grande impacto na qualidade de vida dos
pacientes. Assim, a terapia compreende o uso de medicamentos inalatorios como
tobramicina (300 mg 12/12 h em ciclos alternados de 28 dias) (HOFFMANN &
PROCIANQY, 2011), que deverao ser utilizados pelo paciente durante toda a vida,

associados a administragdo intravenosa de antimicrobianos anti-pseudomonas
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(tobramicina ou colistina e ceftazidima, piperacilina e tazobactam ou carbapenem,
aztreonam ou ciprofloxacino) (HGIBY et al., 2011). A colistina ou 0 aztreonam séo
indicados se 0 patégeno estiver na zona condutora. Se o patdgeno estiver na zona
respiratoria, pode ser utilizado tratamento sistémico como mencionado
anteriormente. Comumente sdo utilizadas combina¢des desses farmacos em virtude

de a infeccéo envolver todo o 6rgéo.

O tratamento com azitromicina também pode ser empregado. Em estudo
multicéntrico realizado por Saiman e colaboradores (2003) com 185 pacientes
fibrocisticos utilizando doses de 250 mg (para pacientes com peso inferior a 40 kg) e
500 mg (para pacientes com peso superior a 40 kg), a maioria com infeccéo cronica
por cepas de S. aureus e cepas mucoides de P. aeruginosa, foi demonstrado que a
terapia com azitromicina melhorou a funcdo pulmonar e a qualidade de vida dos
pacientes quando comparados ao grupo placebo. Entretanto, nesse estudo o
farmaco teve impacto minimo na diminuicdo da densidade de P. aeruginosa e nao
erradicou as cepas de S. aureus ainda que tenha diminuido o numero de
hospitalizagbes. Os autores afirmam que possa existir um pequeno grau de
sinergismo entre esse farmaco e outros antimicrobianos utilizados
concomitantemente contra P. aeruginosa, como as quinolonas, e que sua efetividade

pode estar relacionada a uma terapia prolongada.

Entretanto, deve-se utilizar os macrolideos com cautela. Segundo Ciofu e
colaboradores (2014) o efeito dessa classe de antimicrobianos parece diminuir com
o uso frequente, o que aumenta a possibilidade das concentracdes do farmaco
passarem a ser subinibitérias com o tempo. Considerando que as doses utilizadas
normalmente sdo obtidas de estudos com microrganismos plancténicos, que
requerem menores concentracfes que as ideais para a erradicacdo de biofilmes, a
diminuicao do efeito com o tempo de uso pode contribuir como mais um fator para o
aumento da tolerédncia aos antimicrobianos, desenvolvimento de resisténcia e

crescimento do biofilme.

A infeccdo por P. aeruginosa tem grande impacto na qualidade de vida do
paciente e nos indices de morbi-mortalidade a ela atrelados. Em estudo
retrospectivo realizado por Keays e colaboradores (2008) sobre susceptibilidade aos

antimicrobianos, analisou-se o tratamento de 110 pacientes fibrocisticos infectados
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com microrganismos multirresistentes, dentre eles P. aeruginosa e B. cepacia, a fim
de verificar a aplicabilidade das doses utilizadas para o tratamento de bactérias na
forma planctdénica para o tratamento de infeccbes com biofilmes. Os autores
realizaram culturas com os isolados das bactérias armazenadas desses pacientes e
testaram diferentes combina¢gBes de antimicrobianos que apresentavam eficacia
comprovada somente contra bactérias planctbnicas. Dentre as associa¢cdes mais
utilizadas na época do estudo (2008) destacam-se tobramicina/meropenem e
ciprofloxacino/meropenem. Os desfechos dos pacientes cujo biofilme foi susceptivel
a esses tratamentos foram comparados com aqueles cujo biofilme néo foi
susceptivel. Dentre as culturas realizadas com os isolados clinicos, em 60% dos
casos as combinacdes de antimicrobianos inibiram as bactérias plancténicas, mas
nao os biofilmes. Somente 22% das culturas de isolados apresentaram crescimento
de biofilmes susceptiveis aos antimicrobianos nas doses utilizadas para tratamento
da forma plancténica. Ao comparar os desfechos clinicos com os testes de
susceptibilidade in vitro com as cepas dos isolados dos pacientes, os autores
observaram que os melhores desfechos clinicos, como melhora da funcéo pulmonar,
por exemplo, ocorreram nos pacientes cuja terapia foi também efetiva contra os
biofilmes in vitro. Esse estudo sugere que ndo é adequado basear as posologias
para tratamento de infec¢des com biofilme nos estudos com microrganismos na
forma plancténica quando o objetivo € erradicacdo do mesmo, visto que as

concentracdes exigidas para o tratamento do biofilme seriam maiores.

A associacdo de farmacos pode ser uma estratégia importante para (i)
erradicar ambos os fendtipos plancténico e biofilme, (ii) favorecer a atuacdo de
determinados farmacos em condicbes de anaerobiose e, assim, (i) evitar
desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Em estudo de Tré-Hardy e
colaboradores (2009), foram avaliados in vitro 23 isolados de pacientes fibrocisticos
colonizados por P. aeruginosa (6 apresentando fen6tipo mucdide e 17 ndo-mucadide)
em um modelo que utilizava biofilmes maduros de doze dias, a fim de mimetizar as
condicdes in vivo e, assim, demonstrar 0 sinergismo entre tobramicina e
claritromicina contra esse patdgeno. Os resultados mostraram que a associacao
apresentou melhor atividade antimicrobiana (47,8%) se comparada a tobramicina em
monoterapia (26,1%). Segundo os autores, nesse estudo as cepas mucoides

aparentaram ser mais susceptiveis a tobramicina ou a terapia combinada do que as
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cepas nao-mucoides, diferentemente de outros relatos na literatura. O efeito
sinérgico entre esses farmacos pode estar relacionado, também ao aumento da
permeabilidade do biofilme provocado pela claritromicina. Esse sinergismo também
pode ser observado na associacdo de colistina a farmacos como B-lactamicos,
aminoglicosideos e quinolonas (CIOFU et al., 2014) que tem seu mecanismo de
acao prejudicado em regides do biofilme em que ha falta de oxigénio. A colistina
atua sobre células metabolicamente ativas em condi¢des anaerobias, provocando o
rompimento da membrana citoplasmatica. A associacdo da colistina com a
tobramicina mostrou-se mais eficaz na eliminacao de biofiimes de P. aeruginosa do
gue a tobramicina isolada (MESAROS et. al., 2007).

Aliado a terapia antimicrobiana, comumente utilizam-se medicamentos que
atuam no muco ciliar, tornando-o mais fluido, visando facilitar a acdo dos farmacos
administrados por via inalatoria. Entre os farmacos empregados tem-se o ambroxol
que, por exemplo, € um mucocinético e expectorante que teria propriedades anti-
biofilme, sendo utilizado também para profilaxia. Ele atua através da inibicdo da
atividade dos neutréfilos exercendo efeitos anti-inflamatorios e contribui para a
melhora do clerance mucociliar, pois interfere nos canais ibnicos presentes no
epitélio pulmonar (CATALDI et. al.,, 2014) e no gene regulador da condutancia
transmembrana (Cystic Fibrosis Transmembrane Condutance, CFTR) que é afetado
na fibrose cistica. (A revisdo de Hassett e colaboradores (2002) aborda em detalhes
0 mecanismo de inibicdo deste gene).

4.1.1.3 Exacerbagbes pulmonares

Na FC as exacerbagbes pulmonares (agudizacbes) resultam em uma
deterioragdo progressiva da funcdo pulmonar (MARTINS & SANTOS, 2006). Em
geral, tanta-se prevenir a exacerbacao através do tratamento das colonizacbes por
S. aureus, P. aeruginosa e B. cepacia (CARDINES et al., 2012). Segundo César &
Castro (2011), sendo a P. aeruginosa o patdgeno de maior prevaléncia, comumente
escolhe-se o tratamento utilizando fluorquinolonas orais quando o quadro apresenta-
se leve (administracdo de ciprofloxacino via oral durante 14-21 dias) (HOFFMANN &
PROCIANQY, 2011). Se a gravidade for maior, podem ser utilizadas associagoes de

antimicrobianos intravenosos e inalatorios (tobramicina e ceftazidima, por exemplo)
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(HOFFMANN; PROCIANOQY, 2011), mas deve-se considerar que o emprego de duas
vias de administragcdo concomitantes pode acarretar em aumento de toxicidade
(DORING et al.,, 2012). Em pacientes que tém a via aérea colonizada, os
medicamentos de administracao inalatéria, como a tobramicina e aztreonam, séo
utilizados como supressivos e oferecem menores riscos de toxicidade, pois
possibilitam a vetorizacdo do efeito farmacologico (MARTINS & SANTOS, 2006).
Além disso, utilizam-se medicamentos mucoliticos como a DNAse recombinante (ou
alfadornase) e nebulizacdo com solucéo salina hipertdnica por curto prazo de tempo.
Como broncodilatadores comumente sao utilizados o formoterol e o salmeterol para
0s casos de hiper-reatividade brénquica. Por fim, anti-inflamatérios como ibuprofeno

e corticosterodides sao utilizados, mas seu uso ainda é restrito (BHATT, 2013).

A terapia atraves da nebulizacdo com DNAse | (FRANKLIN, 1996) associada
a antibioticos durante o tratamento diminui a viscoelasticidade do muco presente no
pulmdo do paciente através da clivagem do DNA extracelular. Existem estudos
sobre a DNAse encontrada nas células epiteliais e seu efeito em diminuir a formacao
de biofilme (ARCHER et. al., 2011), visto reduzir a viscosidade do muco pulmonar.
Segundo Rohde e colaboradores (2010) e Arciola e colaboradores (2012), existem
dois mecanismos que permitem que a DNAse | iniba a formacdo de biofilme em
Staphylococci: ela pode dissolver os acidos nucleicos associados a superficie
bacteriana que atuam como adesinas promotoras da ades&o inicial; ou entdo pode
degradar o eDNA (DNA extracelular) que é o principal fator de adeséo célula-célula

em biofilmes jovens.

Para a erradicacdo de patdégeno como S. aureus, comumente encontrado em
criancas fibrocisticas cujo diagndstico € recente, utiliza-se a oxacilina ou a
amoxicilina associada ao clavulanato. Segundo César & Castro (2011) e Hoffmann &
Procianoy (2011), se a cepa for resistente a meticilina utiliza-se linezolida,
vancomicina ou teicoplanina. Entretanto, como alternativa a linezolida em termo de
custos, Doéring e colaboradores (2012) recomendam a substituicdo por associacdes

de rifampicina e acido fusidico ou rifampicina e clindamicina.

O H. influenzae costuma estar associado a um quadro de bronquiectasias
devido a sua permanéncia no tecido pulmonar causar danos ao 0rgao, acarretando

obstrucdo do fluxo de ar (KING, 2012). Como tratamento de primeira escolha sao
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indicados os B-lactamicos, como amoxicilina associada a clavulanato durante quatro
semanas. Se a cepa for produtora de B-lactamases, podem ser utilizadas
cefalosporinas, tetraciclinas, quinolonas e macrolideos. Para a cepa néo tipavel, que
tem a habilidade de viver intracelularmente e por isso ndo sofre acdo de B-
lactamicos, pode-se utilizar macrolideos, tetraciclinas e quinolonas, que apresentam
boa penetracgio intracelular (CESAR & CASTRO, 2011).

4.1.2 Perspectivas para o tratamento da Fibrose Cistica

Segundo Sharma e colaboradores (2014), diversas terapias tém sido testadas
visando a erradicacdo da P. aeruginosa em pacientes com FC. Dentre elas, tem-se a
utilizacdo de moléculas inibidoras do quorum sensing, de compostos naturais, de
peptideos antimicrobianos, de bacteriéfagos, de anticorpos, de enzimas e de
nanoparticulas, todas abordadas a seguir.

4.1.2.1 Quorum sensing

O mecanismo de sinalizacdo célula-célula exerce papel importante nos
processos que regulam o crescimento/amadurecimento do biofilme. Nesse aspecto
tem sido realizados testes com inibidores do quorum sensing atuando de forma
sinérgica com outros farmacos a fim de bloquear moléculas que sinalizam o
agrupamento das bactérias. Através dessa estratégia € possivel conter o
crescimento de biofilmes como o de P. aeruginosa (CIOFU et al., 2014; TAYLOR et
al., 2014; WILKINS et al., 2014). Como exemplo, para o tratamento dessa bactéria,
tem-se a utilizacdo de anélogos sulfuricos atuando sobre genes responsaveis pela
producdo de biofilmes. Esses compostos, quando associados ao ciprofloxacino,
ampliaram a efetividade do farmaco contra os biofilmes (SHARMA et. al. 2014%). Em
outro estudo, o uso de inibidores do quorum sensing levou a diminuicdo producéo

de fatores de viruléncia como a piocianina produzida por P. aeruginosa, a partir de

' SHARMA, G. et al. Pseudomonas aeruginosa biofilm: potential therapeutic targets. Biologicals:
journal of the International Association of Biological Standardization, v. 42, p. 1-7, 2014. apud
GANGULY, K. et al. Design, synthesis, and a novel application of quorum sensing agonists as
potential drug-delivery vehicles. Journal of Drug Targeting, V; 19, p. 528-539, 2011.
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inibidores dos genes responsaveis pela sua biossintese. Da mesma forma, a
utilizacdo de extratos contendo acido galico associados a tobramicina, levaram ao
aumento da susceptibilidade ao farmaco. Para detalhamento dos inibidores do
quorum sensing, recomenda-se a revisao de Kalia (2013). Segundo o que foi visto
nesse trabalho, uma das vantagens da utilizacdo destes inibidores é a menor
propensdo ao desenvolvimento de resisténcia a eles quando comparada a
resisténcia desenvolvida atualmente aos antimicrobianos.Entretanto, em artigo
publicado em 2014 (Kalia et al., 2014) pelo mesmo autor, h4d o relato quanto a
utilizacéo indiscriminada desses inibidores colocar a bactéria sob presséo seletiva a
tal ponto que necessite desenvolver mecanismos para fugir a atuacdo desses

inibidores, tornando-se resistente a eles.

4.1.2.2 Peptideos antimicrobianos

Com o objetivo de eliminar as células constituintes do biofilme, tem sido
testados tratamentos com peptideos antimicrobianos anfifilicos e catibnicos
(TAYLOR et al., 2014). Encontrados em diversos microrganismos esses peptideos
podem ser, inclusive, provenientes da propria bactéria e ainda assim causarem
danos a diferentes cepas de uma mesma espécie, como é 0 caso das piocinas
produzidas por cepas de P. aeruginosa, que podem ter atividade anti-biofilme contra
cepas diferentes dessa bactéria, protegendo o hospedeiro de possiveis infecctes
(SHARMA et. al., 2014). Segundo De la Fuente-Nufiez e colaboradores (2013),
peptideos sintéticos catidnicos, variantes do peptideo natural humano LL-37 e do
peptideo bovino indolicidina, mostram-se estratégias promissoras pois sdo capazes
de inibir a formacédo de biofilme e promover a desestruturagcéo de biofilmes maduros.
Essa estratégia mostrou-se promissora, pois, no caso desses dois peptideos, as
concentracbes necessarias para erradicar os patégenos encontram-se bem abaixo

da CIM para bactérias plancténicas.

4.1.2.3 Bacteriéfagos

A terapia utilizando bacteriéfagos tem sido vista como uma alternativa ao
tratamento antimicrobiano. Consiste na utilizacdo de virus especificos constituidos

de um cromossomo (RNA ou DNA) e de uma capa protéica que nao infectam células
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eucarioticas (TAYLOR et al. 2014). Esses virus infectam a célula bacteriana e
injetam o material cromossOmico diretamente no interior da mesma, deixando a capa
protéica do lado externo (BARTH & BARROS, 2001). Em estudo de Alemayehu e
colaboradores (2012) foram isolados dois bacteriofagos, um podovirus (MR 299-2)
e um myovirus (gNH-4), que apresentaram atividade contra P. aeruginosa, podendo
atuar sobre biofilmes dessa bactéria. Em modelo in vitro, viu-se que € necessario
mais tempo de contato do bacteriéfago com o biofilme (22-24 h), em virtude de que o
bacteriéfago precisar penetrar na matriz polissacaridica do biofilme, se comparado
com o tempo necessario para erradicar a bactéria planctonica (5-6 h). Em modelo in
vivo em camundongos infectados por cepas mucoéides e nao-mucoides de P.
aeruginosa observou-se a proliferacdo das bactérias na auséncia dos bacteriéfagos,
enquanto que quando expostos ao tratamento com esses houve prevencdo do
crescimento do biofilme e reducdo da carga bacteriana para niveis ndo detectaveis
apos 6 h, apesar de ndo haver erradicacdo do mesmo. Segundo Kutateladze &
Adamia (2010) em geral, as diferencas entre antimicrobianos e bacteriofagos é que
esses nao alteram a microbiota natural do hospedeiro. Além disso, enquanto as
concentracbes de antimicrobianos diminuem com o passar do tempo, os fagos
continuam a multiplicar-se. Pode-se destacar também a capacidade dos
bacteriofagos em serem efetivos contra alvos especificos. Para uma revisdo dos
bacteriéfagos aplicaveis ao tratamento de infec¢des por P. aeruginosa, dentre outros

patdgenos, recomenda-se o artigo de Donlan (2009).

4.1.2.4 Polissacarideos exogenos x terapia enzimatica

Considerando os polissacarideos formadores da matriz que envolve o biofilme

existem duas abordagens:

(1) A fim de prevenir o desenvolvimento de biofilmes de bactérias Gram-
positivas, pode-se adicionar polissacarideos exdgenos que passam a limitar a
formac&o de biofilmes (DE LA FUENTE-NUNEZ et. al., 2013). Segundo a revisdo de
Rendueles e colaboradores (2012) existem estudos que indicam que a presenca de
polissacarideos sintetizados por outras espécies bacterianas possa exercer efeito
inibitorio da formacao de biofilmes de uma determinada espécie, como é o caso de

polissacarideos produzidos pelas cepas de Escherichia coli que sdo capazes de
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inibir a formacédo de bactérias Gram-positivas como S. aureus e S. epidermidis,
embora ndo sejam eficazes contra Gram-negativas como P. aeruginosa e a propria
E. coli. Os autores relatam que o mecanismo de agcdo desses polissacarideos néo
estd bem definido, havendo hipoteses que envolvam modulacdo genética ou
blogueio das proteinas que se ligantes de aguUcares presentes na superficie
bacteriana, por exemplo;

(2) A segunda estratégia envolve a utilizacdo de enzimas que promovam a
lise das ligagBes polissacaridicas e, assim a matriz do biofilme é destruida. Nesse
caso, como exemplo, tem-se a utlizacdo de alginato liases associadas a
antimicrobianos a fim de eliminar cepas mucéides de P. aeruginosa produtoras de
alginato (SHARMA et. al., 2014).

4.1.2.5 Nanoparticulas

A utilizacdo de antimicrobianos lipossomais ou de nano-antimicrobianos
poliméricos pode prolongar a retencdo do farmaco nos pulmdes enquanto que o
antimicrobiano é liberado lentamente na regido. Dessa forma, antimicrobianos
potentes como a claritromicina poderiam ser entregues em altas concentragfes que
seriam liberadas lentamente no local da infeccédo evitando a hepatotoxicidade, por
exemplo. Segundo a revisdo de Hadinoto & Cheow (2014), diversos estudos ja
foram realizados testando a eficacia in vitro e in vivo de formulacbes de
antibimicrobianos lipossomais em bactérias plancténicas e, estudos mais recentes
englobam testes em biofilmes, como € o caso da amicacina. Nos lipossomas é
possivel, inclusive, incorporar metais como galio e bismuto-tiol na formulacéo.
Devido a suas propriedades antimicrobianas, esses metais teriam efeito sinérgico
com a tobramicina, por exemplo. A partir desses estudos, observou-se que a eficacia
in vitro € aumentada com a utilizacdo de lipossomas catibnicos, pois estes interagem
melhor com as membranas negativamente carregadas da P. aeruginosa. Segundo
os autores, formulacdes lipossomais de amicacina e de ciprofloxacino encontram-se
em estudos clinicos para fibrose cistica e para bronquiectasias nédo relacionadas a
fibrose cistica. Outra abordagem seria a utilizacdo de nanoparticulas poliméricas

para formulacbes em que os lipossomas nédo podem ser empregados devido a
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limitacbes de pH, temperatura e concentragdo, que comprometeriam sua

estabilidade na formulagao.

4.1.2.6 Modulagéo de vias metabdlicas

Outras estratégias para o tratamento de infec¢cdes com biofilme consideram a
modulacdo de vias metabdlicas dos biofilmes envolvendo o segundo-mensageiro di-
GMP ciclico, que é responsavel por funcdes celulares como formacdo do biofilme,
viruléncia, motilidade e disperséo. Estudos in vitro investigaram a transi¢cao da forma
de biofilme para a forma planctdénica em biofilmes de P. aeruginosa na presenca de
oxido nitrico. Com baixas concentracBes de Oxido nitrico ocorre o estimulo de
fosfodiesterases que levam a degradacdo do GMP ciclico, aumentando a disperséo

das células bacterianas, reduzindo a formacéo de biofilme (BARRAUD et. al., 2009).

4.2 Otite do Ouvido Médio

A otite média consiste de um grupo de doencgas infecciosas e inflamatdérias
gue afetam o ouvido médio, sendo causadas geralmente por bactérias oportunistas
do tipo Staphylococci coagulase-negativos. Costuma afetar principalmente lactentes
e criangas pequenas (PEREIRA & RAMOS, 1998) e estd relacionada a
complicagbes em quadros de meningite e abscessos cerebrais. Quando néo tratada
adequadamente, a otite média pode levar a perda de audicdo (QUREISHI et al.,
2014). A otite média pode manifestar-se de trés maneiras: aguda, supurativa e
cronica. A forma aguda, causada por infeccdo viral ou bacteriana, afeta criancas
menores de dois anos. Nessa fase a cura pode ocorrer espontaneamente, sem que
seja necessario 0 uso de antimicrobianos. Na forma supurativa, ha presenca de pus
e pode haver perfuracdo do timpano, contribuindo para a cronicidade da doenca
(QUREISHI et al., 2014). A forma cronica pode ser provocada por um quadro agudo
que apresentou complicagbes como perfuragdo do timpano, por exemplo.
Diferentemente das outras manifestacbes, pode haver formacdo de biofilmes,
dificultando a erradicacao do patogeno (ARMBRUSTER et al., 2010). Além disso, os
danos causados ao tecido devido a presenca microbiana podem levar a necrose e
erosdo 0ssea. A secrecao resultante da otite media € denominada de efusédo e pode
ser serosa (liquida e fina), mucoide (espessa e viscosa) ou purulenta (PEREIRA &
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RAMOS, 1998). Consiste basicamente da mucina naturalmente produzida na regido
que acaba alterada devido a condicao infecciosa. Devido a essa secre¢ao, um dos
sintomas comuns é a perda auditiva. Em geral, a otite crénica com efusédo atinge

principalmente criancas entre 3 e 7 anos.

Os patdgenos comumente relacionados a otite média séo S. pneumoniae e H.
influenzae, podendo ocorrer colonizacao por P. aeruginosa, S. aureus (SMITH et al.,
2011) e S. epidermidis. Em estudo de Paluch-Olés e colaboradores (2011) avaliou-
se a capacidade de formacdo de biofilmes utilizando amostras de aspirado de
efusdo de criancas com otite do ouvido médio e com rinossinusite. A partir de 97
amostras de efusdo auricular foram isoladas 50 espécies bacterianas diferentes.
Dessas, 30% correspondiam aos Staphylococci coagulase-negativos, sendo que a
cepa identificada com mais frequéncia foi o S. epidermidis (23%). Em menor escala
foram identificados outros patdgenos (20% do total) como H. influenzae, S. aureus e
S. pneumoniae, por exemplo. A partir desses resultados, os autores verificaram a
presenca de fatores de viruléncia, como os slimes, estruturas importantes para a
constituicdo de comunidades microbianas. Assim, durante a avaliagdo da
capacidade de formacdo de biofilmes dessas cepas quando comparadas com
cepas-controle advindas de isolados de swab nasal de criangas com rinossinusite
observou-se que das 50 espécies isoladas, cerca de 40% das cepas eram
produtoras de slime e 23% expressavam o0s genes gue codificam a PIA. Entre essas
amostras foram identificadas cepas de S. epidermidis também formadoras de slimes,
comprovando a contribuicdo dessa estrutura como fator de viruléncia e de

colonizacéo devido seu papel em auxiliar na adeséo bacteriana.

Dentre as variagcdes da otite cronica pode-se destacar as manifestacbes como
otite supurativa e o colesteatoma. A otite supurativa pode ocorrer ap0s agravamento
de quadro agudo e, se nao tratada, tornar-se crénica. Por outro lado, o colesteatoma
€ uma manifestacdo caracterizada por uma alteracdo destrutiva de parte da
membrana mucosa que passa a ser constituida de tecido epitelial que, somado a
presenca de bactérias plancténicas e/ou desenvolvimento de biofilmes bacterianos,
leva a reacdo inflamatoria e lesdo do tecido auricular. Akyildiz e colaboradores
(2012) estudaram a formacéo de biofilmes em pacientes com otite crénica (n = 10) a
partir da comparacdo com um grupo controle formado por pacientes submetidos a

cirurgia para implantacao coclear (n = 9). Em todos os pacientes do primeiro grupo
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evidenciou-se formacao de biofilme, no entanto no grupo controle identificou-se
apenas dois casos. Quando os grupos foram redivididos considerando o
desenvolvimento de colesteatoma, os biofilmes foram encontrados em 100% dos
pacientes com essa manifestacdo e em 30% dos pacientes que ndo a manifestaram.
Assim, a presenca de colesteatoma pode contribuir para o agravamento da infecgéo,
pois ha crescimento de biofilmes paulatinamente ao desenvolvimento dessa leséo
auricular, o que explicaria as dificuldades de tratamento durante a manifestacéo

cronica da doenca.

4.2 1 Tratamentos

Antes de iniciar o tratamento antimicrobiano € necessério realizar-se um
diagnéstico  criterioso, pois diversas otites médias agudas curam-se
espontaneamente, por serem de causa viral. Dessa forma, a antibioticoterapia néo é
recomendada inicialmente (DANIEL, 2013), a fim de evitar o desenvolvimento de
resisténcia caso a etiologia da doenca néo seja bacteriana. Segundo a revisdo de
Qureishi e colaboradores (2014), existem metanalises que estimam que em
aproximadamente 80% dos casos a cura € espontanea. Se necessaria, a
administrac@o de antibidticos deve ser iniciada entre 48 h e 72 h apos o inicio do

tratamento sintomatico em que foi ndo foi constatada melhora dos sintomas.

Segundo o Guideline da Organizacdo Mundial da Saude para o tratamento da
otite cronica supurativa (ACUIN, 2004), é possivel empregar um tratamento através
de irrigacdo do canal auditivo. Para isso, pode-se utilizar peroxido de hidrogénio e
solucBes salinas, entre outras formulagdes, que permitam a irrigacao da regido duas
a trés vezes ao dia. Segundo a revisdo da base de dados Cochrane apontada por
este Guideline, essa limpeza aliada ao uso de antimicrobianos mostrou-se mais
efetiva que a limpeza sem farmacoterapia associada. Quando sozinha, os resultados
mostraram-se efetivos para 29% dos casos, em contrapartida, durante associagao
com clindamicina via oral, a cura foi de 93%. Entretanto, esses dados nao
apresentaram informacfes se as bactérias tratadas eram ou ndo formadoras de
biofilmes, de maneira que talvez essa terapia ndo seja eficaz em todos os

tratamentos.



49

Em caso de tratamentos com antimicrobianos, o farmaco de primeira escolha
para infeccbes com bactérias planctonicas é a amoxicilina via oral exceto para
patdgenos produtores de B-lactamases, como € o caso de algumas cepas de H.
influenzae, devendo-se nesses casos utilizar a associacdo de amoxicilina e acido
clavulanico. Em caso de uso de cefalosporinas, sdo recomendados os farmacos da
segunda geracdo, pois seu espectro € ampliado para microrganismos Gram
negativos como o H. influenzae. Eventualmente, se o patdégeno envolvido na otite for
a P. aeruginosa, deve-se atentar para o uso de cefalosporinas de terceira geragao

ativas contra o mesmo. (ACUIN, 2004).

Para atingir as altas concentracdes necessarias a erradicacdo dos biofilmes
no ouvido médio, a administracdo de antibidticos por via oral ndo seria a mais
adequada devido a toxicidade sistémica (DANIEL, 2013). Se ainda assim for
adotado o uso de antibiéticos, pode haver desenvolvimento de resisténcia aos
mesmos, visto que a infeccdo diminuira, mas o biofilme frequentemente volta a
formar-se apds o término do tratamento. Belfield e colaboradores (2015) verificaram
as concentracdes de antibioticos apds administracdo oral que poderiam ser
alcancadas no ouvido médio para tratamento de microrganismos planctonicos e
compararam niveis plasmaticos e niveis atingidos no ouvido médio encontrados na
literatura com as concentra¢cdes minimas inibitérias indicadas para patbgenos como
H. influenzae, S. aureus, S. pneumoniae e Moraxella catarrhalis. O uso de
antibioticos pareceu néo contribuir para o desfecho dos casos analisados em virtude
de muitas das infeccbes estarem relacionadas a formacao de biofilmes, levando em
consideracdo que as concentragcdes minimas inibitérias para a erradicacdo de
biofilmes séo cerca de 1000 vezes mais elevadas que as concentracdes requeridas

para 0s microrganismos plancténicos.

Segundo Hannley e colaboradores (2000), as apresentacdes topicas seriam a
primeira linha de tratamento para a maioria dos pacientes, pois ndo causariam
toxicidade sistémica, sobrepondo-se inclusive a utilizacdo de medicacdo sistémica
associada a topica. As preparacdes topicas contém aminoglicosideos como
neomicina, efetiva contra S. aureus e Proteus spp. e atividade limitada contra P.
areuginosa,; e polimixina B, efetiva contra P. aeruginosa, associadas a um esteroide
de uso toépico. As fluorquinolonas utilizadas na otite sdo combinadas com

hidrocortisona, como é o caso do ciprofloxacino. Sdo efetivas contra cepas de S.
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pneumoniae, Staphylococci e Pseudomonas spp. A revisdo de Qureishi e
colaboradores (2014) alerta para a possibilidade de potencial ototoxicidade quando
formulacbes topicas de aminoglicosideos sao utilizados durante quadro de
membrana timpanica perfurada. Embora a efetividade de antimicrobianos topicos
seja melhor, o Guideline da Organizacdo Mundial da Saude (ACUIN, 2004) indica
que o uso de antibigticos sistémicos deve ser considerado em pacientes com

infeccdes invasivas.

Por isso, nos tratamentos para a otite cronica considerar-se o avanco da
infeccdo. Na manifestacdo simples, costumam ser associadas neomicina e
polimixina com corticosteroides, como mencionado anteriormente. Se controlada a
infeccdo, a recuperacdo da perda auditiva depende de cada caso. Na otite media
supurativa, também se utiliza antibiotico sistémico associado ao uso topico. Além
dos antibidticos supracitados, também ¢é utilizado cloranfenicol. Quando a
manifestacdo envolver formacdo de colesteatoma, a remocéo cirargica do tecido
infectado é o tratamento de escolha para a reestruturagcdo do canal auricular.
Entretanto, para criancas que ja foram submetidas a esse procedimento, mas ainda
apresentam sintomatologia, recomenda-se a adenoidectomia (PEREIRA & RAMOS,
1998), pois se houver hipertrofia das adenoides, a obstrucdo nasal pode contribuir
para a continuidade de infec¢des no ouvido médio, visto que as adendides passam a

servir de reservatério ou porta de entrada para o ouvido médio.

Na otite média com efusdo assintomatica a administracdo por via topica
normalmente é preferida em casos de membrana timpanica perfurada, e contribui
para a diminuicdo da toxicidade aos antimicrobianos (BELFIELD et al., 2015). Se
persistente por mais de trés meses, quando hé indicios de perda auditiva, vertigem e
desequilibrios, recomenda-se cirurgia para colocacao de tubo de ventilagdo aliada a
profilaxia antimicrobiana, embora seja efetiva apenas durante o tempo de duragao
do tubo de ventilagdo (DANIEL, 2013). O tratamento, se cirdrgico, ndo requer

profilaxia antibidtica.

Como vias alternativas para a farmacoterapia antimicrobiana, a revisao de
Qureishi e colaboradores (2014) apresenta as vias transtimpanica (que permite a
difusdo de moléculas através do timpano para o canal do ouvido médio) e intra-

timpanica (em que a administracdo se d& diretamente no ouvido médio). Sua
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utilizacdo permitiria maiores doses de farmaco a fim de eliminar biofilmes sem

implicar em altas concentragdes sistémicas.

4.3 Feridas Cronicas

As feridas cronicas resultam de falha no processo regenerativo que permitiria
a recuperacao do tecido tornando-o integro anatdbmica e funcionalmente e estao
diretamente relacionadas a patologias pré-existentes como diabetes e problemas
vasculares. Por essa razdo, diferem das feridas agudas, que advém de trauma ou
processo cirdrgico (PERCIVAL et al., 2011) e tem um processo cicatricial organizado
e a cura se dd em semanas. Nas feridas cronicas, a falha cicatricial ocorre por
periodo maior que trés meses e pode ser caracterizada por presenca de tecido
necrosado, diminui¢cdo da granulacao saudavel do tecido, palidez e cor acinzentada
(MOTA et al., 2012; WERDIN et al., 2009). Ambas as feridas, agudas e crbnicas, sao
susceptiveis a infeccdo devido a inerente incapacidade de manté-las completamente
estéreis, facilitando o desenvolvimento de comunidades microbianas (biofilmes)
(PERCIVAL et al., 2012). Fato comprovado por James e colaboradores (2008), em
estudo com amostras de feridas de 50 pacientes analisadas por MEV. Das 50
amostras de feridas cronicas, 30 apresentaram presenca de biofilmes e, das 16
amostras de feridas agudas, apenas uma apresentou formacdo de biofilme,
havendo predominio de cocos como do género Staphylococcus, embora também
tenham sido encontrados bacilos do género Pseudomonas. A presencga de biofilmes
no quadro infeccioso contribui para a dificuldade em cicatrizar a ferida. Segundo a
revisdo de Metcalf & Bowler (2013), biofilmes de P. aeruginosa e S. aureus atrasam
significativamente a cicatrizacdo em termos de epitelizacdo e formacgao de tecido
granular. Quando colonizadas por biofilmes as feridas apresentam baixos niveis de

marcadores inflamatorios em oposicao ao que acontece nas feridas infectadas.

Ha que considerar também individuos imunocomprometidos, cujas limitagdes
do sistema imune relacionadas a remoc¢ao do patdégeno também contribuem para o
aumento do tempo de infeccdo (RHOADS et al., 2008). As feridas crbnicas estao
relacionadas a significativa morbidade de pacientes (PERCIVAL et al.,, 2011),
inclusive, devido a complicagbes oriundas do estabelecimento de processos

infecciosos.
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O processo inflamatério gerado pelas feridas crénicas é caracterizado pela
presenca de polimorfonucleares e de citocinas pré-inflamatérias na regido. Na
primeira fase da cicatrizacéo o tecido desvitalizado € removido por metaloproteases,
gue também participam da fase de reparo, sendo necessaria a angiogénese, a
migracao de fibroblastos e queratindcitos bem como a epitelizacdo (BJARNSHOLT
et al., 2008). A ferida é um ambiente propicio a colonizacdo microbiana, que pode
ocorrer sem causar infeccdo em se tratando de microbiota natural do hospedeiro.
Entretanto, diante de colonizagcédo por patdégenos, ha excesso de metaloproteases e
reducdo em seus inibidores, o que provoca destruicdo da matriz extracelular
(WERDIN et al., 2009). A bactéria pode desenvolver resisténcia a terapia com
antimicrobiano e, se for altamente virulenta, acaba por penetrar no tecido do
hospedeiro e desenvolver a infec¢do. A forte presenca bacteriana pode agravar o
quadro inflamatério ao aumentar a producdo de metaloproteases e promover a
infiltrac@o adicional de polimorfonucleares. As bactérias planctdnicas migram para a
superficie da ferida e utilizam de adesinas para fixarem-se. Sua presenca inicia a
resposta inflamatoria e o exsudato liberado durante a resposta supre de nutrientes o
biofilme formado (LINE, 2012). A formacao de biofilme implica em agravamento da
infeccdo e consequente aumento do tempo cicatricial. Além disso, dependendo da
ferida, ha menor irrigacdo sanguinea na éarea infectada, resultando em um
decréscimo da resposta do hospedeiro, aumento da viruléncia do biofilme e necrose
tecidual (RHOADS et al., 2008). Biofilmes podem influenciar a senescéncia de
fibroblastos, prejudicar os queratinécitos e a levar a falha das células endoteliais
para iniciar a angiogénese. A presenca de bactéria oportunista como a P.
aeruginosa, por exemplo, contribui também para a inflamacdo ao produzir
ramnolipideos (PERCIVAL et al., 2012) que protegem o biofilme da fagocitose a
medida que interrompem a funcdo dos neutrofilos, causando sua destruigdo.
Bjarnsholt e colaboradores (2008) propuseram, inclusive que os ramnolipideos
atuariam como um escudo contra os polimorfonucleares o que explicaria a
persisténcia da P. aeruginosa tanto em feridas crénicas quanto em doencgas como a
fibrose cistica, discutida anteriormente, visto que a eliminacdo de células

polimorfonucleares favoreceria a colonizagao.

A literatura refere-se basicamente a quatro grupos principais de feridas

cronicas: Ulceras venosas, arteriais, diabéticas e de pressédo (WERDIN et al., 2009).
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As Ulceras venosas nas pernas sdo oriundas do mau funcionamento das
vélvulas venosas causando hipertensdo venosa, aumento da pressao capilar e
edema (BJARNSHOLT et al., 2008). Se néo tratadas, podem resultar na amputacéo
do membro. Ulceras em pés diabéticos ocorrem em cerca de 15% dos pacientes
com diabetes. Quando crbénicas podem ocorrer devido a neuropatia localizada que
leva a feridas ndo identificaveis por longo periodo de tempo, resultando em rapido
desenvolvimento e deterioracdo da Ulcera. A pobre circulagdo e o prejuizo a
cicatrizacdo podem levar também a amputacdo (PERCIVAL et al., 2012). Além
disso, estudos realizados in vivo mostram que o uso de insulina pode estar
associado a dificuldade de erradicacdo do biofilme de P. aeruginosa, por exemplo,

além de promover tolerancia a gentamicina (WATTERS et al., 2013).

As Ulceras de pressao sao resultado de sobrecarga sustentada ou repetitiva
em areas vulneraveis como a regido sacral, ombros e calcanhares (BJARNSHOLT et
al., 2008). Elas decorrem da imobilidade de pacientes devido a danos neurolégicos
como paraplegia e esclerose multipla e em pacientes acamados durante periodo
longo de hospitalizagédo (WERDIN et al., 2009).

A microbiota das feridas é polimicrobiana (GJZDSB@L et al., 2006),
predominando espécies como P. aeruginosa, encontrada na regido mais profunda
das feridas, e S. aureus, localizado mais proximo a superficie (LINE, 2012). Em
Ulceras venosas has pernas, €sses microrganismos Sao responsaveis por,
respectivamente, 33% e 88% das infeccbes (PERCIVAL et al., 2011), sendo que a
P. aeruginosa pode estar relacionada com o aumento das Ulceras e consequente
atraso na cicatrizacdo (GJZDSB@L et al., 2006). Além dessas duas espécies,
podem ser encontradas S. epidermidis, Serratia marcescens, Enterococcus faecalis
e Corynebacterium spp.(PERCIVAL et al., 2012). Em geral, os mais estudados séo
P. aeruginosa e S. aureus, além do que, sao facilmente identificaveis por cultura,

visto encontrarem-se também na forma planctonica.

Em um Dbiofiilme polimicrobiano, pode haver sinergismo entre o0s
microrganismos que o0 compdem, como mencionado anteriormente. Dowd e
colaboradores (2008) analisaram, através de biologia molecular, 40 amostras
oriundas de desbridamento de individuos com Ulceras nas extremidades provocadas

pelo diabetes a fim de identificar os microrganismos presentes nesse tipo de
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infeccdo. Das populagbes encontradas, as mais prevalentes foram Pseudomonas,
Anaerococcus, Enterococcus, Bacterioides, Veillonella, Finegoldia e Clostridium.
Contrariando as expectativas iniciais dos autores, em cada amostra ndo foi
encontrado apenas um patdgeno prevalente, como o0 esperado S. aureus nas
comunidades estabelecidas por microrganismos tanto aerobios quanto anaerobios,
Nao necessariamente patogénicos. Os autores denominaram estas comunidades
como patogrupo funcionalmente equivalente (functionally equivalent pathogroup —
FEP), onde populacdes que, quando sozinhas, ndo sdo patogénicas, ao coexistirem
em um mesmo grupo conviveriam de maneira simbiotica ou sinérgica, contribuindo
para a cronicidade das feridas. Assim, espécies anaerObias obrigatorias, por
exemplo, sdo favorecidas ao coexistirem com espécies aerdbias, pois essas formam
regides especificas em que ha maior proporcdo de oxigénio, permitindo que 0s
microrganismos anaerobios sobrevivam em regibes em que ha auséncia de

oxigénio.

4.3.1 Tratamentos

De acordo com a literatura, para o manejo dos biofilmes em feridas cronicas
existem cinco estratégias: (1) interferir na formacdo da matriz, (2) digerir a
substancia polimérica extracelular (SPE), (3) prevenir quorum sensing, (4) remover o

biofilme ja formado e (5) parar a adesédo bacteriana as células do hospedeiro.

Segundo Rhoads e colaboradores (2008) inicialmente deve ser feito o curativo
do ferimento e, a seguir, aplicadas as demais estratégias. O mais importante no
tratamento deve ser controlar o biofilme, evitando-se o agravamento da condi¢cao do
hospedeiro. O tratamento deve continuar enquanto a ferida estiver aberta, sendo
que o objetivo ndo € a erradicacdo do biofilme, mas a supressado a niveis que
impecam sua interferéncia na cicatrizagcdo. Além disso, pode-se acrescentar a
prevengcdo como um dos fatores a ser observado diante da formacéo de uma ferida
a fim de evitar a colonizacdo por bactérias patogénicas e também bactérias que
constituem a microbiota da pele. Segundo Metcalf & Bowler (2013), a combinacéo
de estratégias como uso de antimicrobianos, desbridamento e utilizacdo de produtos
para manejo da ferida até sua completa resolu¢cdo compdem o melhor protocolo de

tratamento para feridas com potencial formacao de biofilme.
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4.3.1.1 Antibioticoterapia

Antibidticos devem ser considerados quando o tempo de cicatrizacdo se
apresenta maior do que o esperado, como ocorre nas feridas crénicas (GETHIN,
2009), e somente quando ha suspeita clinica de infeccdo ou confirmacéao desta por
avaliacdo clinica e microbiolégica (METCALF & BOWLER, 2013). A terapia
antibiética comumente utilizada em feridas agudas, como queimaduras e feridas
pos-operatorias, utiliza da via topica devido a sua menor toxicidade e efeitos
colaterais, além de permitir altas concentracfes dos farmacos no sitio da infeccao
(LIO et al., 2011). Nas feridas cronicas, existe a discussdo sobre qual via seria mais
adequada, pois se discute que os farmacos topicos, embora diminuam a
probabilidade de toxicidade sistémica, ndo atuariam de forma eficaz em infeccdes
profundas. Assim, antimicrobianos sistémicos seriam mais adequados para
infecgbes profundas, como Ulceras de pés diabéticos e Ulceras venosas, ou quando
marcadores clinico-laboratoriais sugerirem infeccdo sistémica (RHOADS et al.,
2008). Se utilizado tratamento sistémico sem observar corretamente o quadro, 0s
sinais clinicos acabam retornando aos niveis normais porgue o antimicrobiano
suprimiu apenas as células metabolicamente ativas, localizadas na superficie do

biofilme, restando as células do interior que possuem metabolismo lento.

A utilizacdo mais adequada de antimicrobianos se d& quando sédo associados
a outros tipos de tratamentos. A utilizacdo de antissépticos e antimicrobianos topicos

€ recomendada para a diminui¢do da carga microbiana na ferida.

4.3.1.2 Alteragéo na estrutura da matriz

4.3.1.2.1 Ultrassom

O ultrassom tem a funcéo de desestruturar o biofilme. E dividido basicamente
em duas classes: de baixa e de alta intensidade (frequéncias acima de 1 MHz)
podendo também ser classificadas de acordo com o contato (se direto ou indireto)
do transdutor na superficie afetada. A baixa intensidade permite estimular a resposta
fisiol6gica a lesdo enquanto que a alta intensidade destréi os tecidos seletivamente.
E o chamado “efeito da cavitacdo acustica” que atua sobre os microrganismos.

Segundo a revisdo de Erriu e colaboradores (2014) a vibragcdo provocada pelo
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equipamento promove a formacdo de pequenas bolhas de gas na superficie dos
tecidos. Essas bolhas colidem devido a gradientes de presséo, atuando sobre os
microrganismos aderidos a sua superficie ou na parede bacteriana. Além disso,
ocorre a formacao de agentes bactericidas como peroxido de hidrogénio, devido a
degradacao “sonoquimica” da agua. Segundo Kim & Steinberg (2012), € uma terapia
relativamente pouco dolorida e que requer multiplas sessées de 15 a 30 minutos,
conforme o tamanho da ferida. Comumente € utilizado para ferimentos menores ou
guando nado pode ser realizado procedimento de remocao cirargica. A efetividade da
técnica pode ter variacdes decorrentes da frequéncia e da intensidade utilizadas,

bem como das formas bacterianas em questao (planctonicas ou biofilmes).

Segundo Erriu e colaboradores (2014) a utilizacdo de alta intensidade
promove a degradacdo da substancia polimérica extracelular (SPE) e de efeito
bactericida, enquanto que baixas intensidades podem estimular o crescimento
bacteriano. O que determina o resultado final € a prevaléncia de cada efeito e as
condigBes em que o ultrassom é utilizado. Nessa revisdo os autores mencionam que
na presenca de antibiéticos como gentamicina, a utilizacdo de baixas intensidades
também pode apresentar efeito bactericida. A Figura 4 representa os diferentes

efeitos do ultrassom quando frequéncia e intensidade séo alteradas.

ALTA FREQUENCIA
(>500 kHz)

Altaintensidade do Aumenta liberagao de
ultrassom para cirurgias farmacos
em tecidos moles Estimula regeneragao
ALTA tecidual BAIXA
INTENSIDA?E Efeito biocida Aumento atividade de INTENSIDA?E
(>3W/cm?) Limpeza ultrassonica de farmacos (<3W/cm?)
superficies Aumento crescimento
Cirurgias em tecidos bacteriano
densos

BAIXA FREQUENCIA

(<500 kHz)

Figura 4. Efeitos da aplicacdo de ultrassom (Adaptado de ERRIU, et al., 2014).
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4.3.1.2 Digestéao da SPE

4.3.1.2.2 Bacteriofagos

Como mencionado para o tratamento da fibrose cistica, os bacteridfagos
apresentam-se eficazes para o manejo de infeccbes, tendo como vantagem o fato
de somente replicarem-se nos sitios infecciosos, acumulando-se nos locais em que
o alvo bacteriano aderiu. Os bacteriofagos atuam na degradacdo da matriz
polimérica ( RHOADS et al. 2008; DONLAN, 2009).

4.3.1.2.3 Enzimas

A glicose oxidase pode ser utilizada juntamente com outras enzimas para
remover biofilmes de superficies. Outra enzima que pode ser utilizada é a dispersina
B, uma enzima bacteriana que contém propriedades anti-biofilme e atua degradando

a matriz polimérica extracelular, desestruturando o biofilme (RHOADS et al., 2008).

4.3.1.3 Prevengéo do quorum sensing

Os agentes antibiofimes podem interferir na comunicacdo celular
promovendo a desestruturagcdo da matriz. Ainda ndo sao completamente difundidos
na pratica clinica, pois faltam evidéncias in vivo sobre sua efetividade (METCALF &
BOWLER, 2013), mas apresentam grande potencial para atuar de forma sinérgica

com antimicrobianos.

4.3.1.4. Agentes antibiofilme

A lactoferrina € uma proteina de origem animal utilizada para proteger
superficies da formacdo de biofilmes, a partir do bloqueio da adesdo de células
planctdnicas, atuando na primeira etapa do ciclo de vida do biofilme. Ela apresenta
efeito bactericida contra microrganismos planctonicos ao ligar-se aos

polissacarideos de membrana de bactérias Gram-negativas (RHOADS et al. 2008).
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Segundo a revisdo de Percival e colaboradores (2012), o xilitol e o acido
salicilico sdo compostos utilizados para tratamento de biofilmes polimicrobianos,
sendo que o xilitol atinge preferencialmente a P. aeruginosa, inibindo a formacgao de
biofilmes, e &cido salicilico atua sobre o S. aureus (PERCIVAL et al., 2012).

Utilizado para tratamento de hipercalcemia, estudos indicam que baixas
doses de nitrato de galio interferem no desenvolvimento de biofiimes (RHOADS et
al. 2008).

Quelante de metais, o &cido etilenodiaminotetraacético (EDTA) apresentou
efeitos bactericidas contra isolados de S. epidermidis em cateteres. Quando o
edetato de sddio é incorporado em géis para feridas, h4 aumento das propriedades
antibiofilme contra P. aeruginosa (RHOADS et al. 2008).

4.3.1.5 Remocéo fisica do biofilme

A remocao fisica do biofilme (desbridamento) € comumente a estratégia mais
utilizada e considerada mais bem sucedida para o tratamento de Ulceras nos pés
(DOWD et al., 2008). Ela reduz a presenca de microrganismos e de componentes
desvitalizados na ferida: sdo removidos todos os tecidos ndo viaveis e os debris até
que o tecido normal e bem vascularizado volte a aparecer. Apds ser executado o
desbridamento é necessaria a utilizacdo de antimicrobianos e agentes tépicos
antibiofilme a fim de garantir sua efetividade (RHOADS et al, 2008). O
desbridamento cirdrgico costuma ser doloroso e eventualmente requer uso de
anestésicos locais. Pode ser usado para Ulceras venosas, Ulceras de pé diabético e
Ulceras de pressao, mas com cautela, pois tecidos isquémicos tendem a dessecar
apos o desbridamento, o que pode expandir o tamanho da ulcera (FONDER et al.,
2008). O desbridamento tem por fungdo remover a protecdo do biofilme, que é a
substéancia polimérica extracelular, obrigando a bactéria a se reconstituir de maneira
gue o seu fendtipo é revertido para uma forma metabolicamente ativa criando uma
janela terapéutica temporal na qual as bactérias sdo mais susceptiveis a outros
tratamentos, como a utilizagdo de antimicrobianos e antissépticos topicos como iodo
e biguanida de poliexametileno (METCALF & BOWLER, 2013).
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O desbridamento pode ocorrer também por processo enzimatico, por irrigacado
ou por bio-desbridamento. Quando enzimatico, utiliza-se enzimas como colagenase
e papaina, que promovem a digestdo do tecido necrosado. A papaina promove
maior remocdo que a colagenase, segundo a revisdo de Fonder e colaboradores
(2008). Entretanto, segundo Sarabahi e colaboradores (2012), uma das limitacbes
da papaina é que ndo é seletiva, e ha intensa resposta inflamatéria e dano a
por¢cdes viaveis do tecido. O desbridamento por irrigacdo a alta pressao é
considerado uma das melhores alternativas e pode ser realizado com agua, solucéo
salina ou antibidtica. E efetivo na remocido de bactérias, material particulado e
debris, diminuindo a taxa de infeccio se comparada a irrigacéo de baixa presséo. E
comumente utilizada em articulagbes sendo também indicada para feridas
profundas. O bio-desbridamento utiliza de larvas medicinais provenientes de moscas
da espécie Lucilia sericata em ulceras com grande quantidade de tecido necrosado.
Elas secretam enzimas proteoliticas somente nos tecidos danificados,
apresentando-se efetivas contra cepas MRSA e contra Streptococcus p-hemolitico.

Como desvantagem tem-se o desconforto local (SARABAHI, 2012).

A utilizagdo de larvas de moscas para desbridamento de feridas tem sido
empregada devido a seu papel em desinfetar e ajudar a formacdo de granulacéo
tecidual. Segundo a revisdo de Abdolmaleki e colaboradores (2015), o tipo utilizado
de larva deve alimentar-se de tecido vivo, nesse aspecto, a espécie comumente
empregada é Lucilia sericata. Possuem maior efetividade ao atuar em infeccbes por
microrganismos Gram-positivos. A duracdo do tratamento depende da largura e
profundidade da ferida e da quantidade de tecido necrosado. Em geral, € um método
de desbridamento mais rapido que os demais. Além disso, o odor e o exsudato sao
reduzidos. Ao alimentarem-se as larvas liberam enzimas proteoliticas que auxiliam
na digestdo dos tecidos. O material excretado por elas contém propriedades
antibacterianas contra microrganismos Gram-positivos, inibindo-os. Além disso, s&o
liberadas substancias que tornam o meio desfavoravel ao crescimento bacteriano,
como alantoina que, inclusive tem propriedades que contribuem para a cicatrizagao.
Algumas desvantagens como dor e sangramento podem ocorrer, esse ultimo
principalmente em pacientes que fagam uso de terapia antiplaquetaria. Deve-se
evitar usa-las em caso de desbridamento no entorno de vasos mais calibrosos. E

meédia séo utilizadas cerca de 100 larvas para cada 50 gramas de tecido necrosado.
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Para a determinacdo dessa quantidade deve-se também considerar a profundidade
da ferida: feridas acima de 2 cm de profundidade devem ter a proporcéo de larvas
multiplicada pela area superficial. Segundo a revisdo de Mota e colaboradores
(2012) as larvas Lucilia sericata previnem e desagregam o biofilme de S. aureus.
Para P. aeruginosa, elas inicialmente favorecem as interacdes intercelulares, mas
como tempo, provocam o colapso do biofilme, necessitando de quantidade dez

vezes superior a inicialmente utilizada.

4.3.1.5 Controle da adeséo bacteriana

Os antissépticos auxiliam a conter a comunidade bacteriana devido a sua
capacidade de penetrar nos biofilmes. Sua utilizacdo é recomendada apos
desbridamento e estabelecimento de terapia antimicrobiana. Devem ser adotados
com cautela, pois alguns danificam proteinas como anticorpos e citocinas, além de
eliminar, também, células humanas (RHOADS et al., 2008). Comumente 0s

antissépticos sao utilizados impregnados em curativos, como é o caso da prata.

4.3.1.5.1 Prata i6nica

Em geral curativos protegem as feridas de contaminacgéo externa, absorvem o
exsudato superficial e podem atuar diminuindo a carga bacteriana. A prata € um
agente antisséptico que pode ser utilizado em gazes, hidrolocolbides, alginatos,
cremes e géis. Os ions de prata eliminam a bactéria por ligacdo e desestruturacéo
da parece celular, danificando membranas intracelular e nuclear, desnaturando DNA
e RNA bacteriano. Como desvantagens, podem ser tOxicos aos queratindcitos e aos
fibroblastos (FONDER et al., 2008). Alguns autores referem-se a ela como tendo
propriedades antimicrobianas. Quando na forma de nitrato ou sulfadiazina de prata,
concentragcbes de 10-40 ppm apresentaram atividade in vitro contra microrganismos
patogénicos (SARABAHI, 2012). Em outros estudos, curativos impregnados de prata
ibnica preveniram a formacgéo de biofilmes quando comparados a curativos que néo
a continham (RHOADS et al., 2008; KIM & STEINBERG, 2012), mas para que haja
combate efetivo de biofilmes as concentracbes presentes nesses curativos ainda

seriam inferiores as necessarias (RHOADS et al., 2008). Ao contrario, em estudo
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apontado na revisao de Kim e colaboradores (2012), ndo houve diferengas entre os
curativos normais e os impregnados pela prata, o que demonstra que a relagéo entre
a ferida e o uso de materiais antimicrobianos em curativos ainda ndo estd bem
elucidada. Alguns estudos mencionam que sao necessarias concentracdes
pequenas de prata ibnica para desestabilizar a matriz exopolimérica de S.
epidermidis (RHOADS et al., 2008; MOTA et al., 2012). Em estudo realizado em
2008 por Fonder e colaboradores, os ions de prata foram eficazes contra bactérias
Gram-negativas e microrganismos como MRSA e Enterococcus spp. resistentes a
vancomicina. Diversos produtos a base de prata estao disponiveis no mercado. Para
mais detalhamento sobre o tema recomenda-se a revisdo de Fonder e
colaboradores (2008) que disponibiliza a relacdo de curativos impregnados com

prata bem como suas vantagens e desvantagens.

4.3.1.5.2 Mel medicinal

O mel medicinal (Manuka honey) apresenta atividade antibacteriana, mas
ainda é discutido se os efeitos sobre os biofiimes devem-se ao seu potencial
osmoético ou a alteracdo sobre um alvo biolégico nas bactérias (RHOADS et al.,
2008). Segundo a literatura, o mel pode difundir-se através da matriz de biofilmes
bacterianos de espécies resistentes a meticilina, como o S. aureus. J4 na P.
aeruginosa, a frutose presente no mel poderia ligar-se competitivamente a
receptores que atuem em adesinas importantes para a fixagdo bacteriana a
superficies, inibindo a adesdo (LERRER et al., 2007). A hiperosmolaridade do mel
pode impedir o crescimento bacteriano (LIO & KAYE, 2011) e, além disso, diminuiria
0 aporte de agua as bactérias. Ainda, o elevado teor de glicose estimularia a acao
dos macréfagos (MOTA et al., 2012) e sua baixa atividade de agua assim como seu
baixo pH (3.2-4.5) poderiam prevenir o crescimento bacteriano (VANDAMME et al.,
2013). Ademais, a presenca de fatores conhecidos como inibinas (que englobam
flavonoides, acidos fendlicos e peréxido de hidrogénio) teriam efeitos antibacterianos
que contribuiriam para a cicatrizagcdo, segundo a revisao de Lio e colaboradores
(2011).
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Em estudo realizado por Cooper e colaboradores (2009), sabendo que
bactérias planctonicas de P. aeruginosa em suspensdo eram susceptiveis ao mel
em concentracdes menores que 10% (m/v), os autores conduziram experimentos in
vitro para testar o os efeitos do mel sobre biofilmes de 24 h. Cinco isolados clinicos
de diferentes pacientes com feridas infectadas por P. aeruginosa foram cultivados
em placas de 96 pocos e tratados com caldo Luria-Bertani (LB) puro ou caldo LB
contendo mel nas proporcdes de 20 e 40% (m/v). As analises demonstraram que o
crescimento foi menor quando 40% de mel foi incorporado ao meio, com efeitos
pronunciados entre 9 h e 11 h de experimento. ApGs esse periodo, os biofilmes
voltaram a crescer. O estudo mostrou que devem ser observados os niveis utilizados
de mel nos curativos, pois se inadequados podem favorecer o crescimento
microbiano. Além disso, mesmo que 0 crescimento seja contido, os curativos
precisariam ser trocados a cada 12 h, visto que sua eficacia diminuiu apés 11 horas
de experimento, sugerindo que o efeito inibitério ndo é mantido. Como as
concentracfes adotadas na clinica envolvem curativos impregnados com 80 a 100%
de mel, possivelmente as aplicacBes tdpicas tenham um efeito inicialmente redutor

do crescimento.

Quanto a aplicabilidade clinica, segundo a revisao sistematica elaborada por
Vandamme e colaboradores (2013), quando comparado a sulfadiazina de prata, o
mel apresentou melhor efeito anti-bacteriano. As maiores evidéncias de suas
propriedades anti-bacterianas foram verificadas em tratamento de feridas localizadas
em queimaduras. Enquanto em uUlceras o efeito antibacteriano do mel mostrou-se
de moderado a fraco. Segundo os autores, 0 estudo mais completo encontrado na
literatura® mostrou que o mel ndo pode ser clinicamente relevante quando
comparado a terapia padrao, devendo ser utilizado na terapia como estimulante da
cicatrizagdo. Além disso, diversos estudos ndo padronizam ou especificam o mel
utilizado, sendo que alguns nao fazem uso de mel medicinal como o Manuka honey

e Medihoney, que sdo estéreis.

Sabendo das propriedades antibacterianas do mel estudadas isoladamente

para curativos, o estudo recente realizado por Liu e colaboradores (2015) buscou

> VANDAMME, L. et al. Honey in modern wound care: a systematic review. Burns, 8 (39), p.1514-25,
2013 apud JULL, A. et al. A randomized clinical trial of honey-impregnated dressings for venous leg
ulcers. Br. J. Surg, 2 (95), p. 175-82, 2008.
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analisar o efeito sinérgico do mel com a farmacoterapia topica comumente utilizada
no tratamento de feridas cronicas, a fim de conter cepas MRSA tanto planctonicas
quanto formadoras de biofilmes. Foram testadas associacbes com clindamicina,
gentamicina, oxacilina e rifampicina, e estabelecidos valores de MIC e MBC. No
teste de difusdo em 4gar a adicdo de 5% de mel causou o aumento de duas vezes
no halo inibitério para a rifampicina e a oxacilina tanto para cepas MRSA quanto
MSSA. Para clindamicina, o efeito também foi positivo, embora algumas cepas
MRSA tenham permanecido resistentes e para a gentamicina ndo foi observado
efeito. Em ensaios de erradicacdo de biofilmes utilizando cristal violeta observou-se
um efeito sinérgico dos agentes antimicrobianos combinados com o mel. Os autores
defendem que esse sinergismo poderia ser adotado para feridas crénicas de dificil
tratamento utilizando terapia sistémica antimicrobiana, que atingiria as camadas
mais profundas do ferimento, associada a terapia tdépica com mel (curativos),

inibindo o crescimento microbiano.

4.3.1.6 Prevencao

Do ponto de vista clinico, devido a dificuldade em erradicar biofilmes
maduros, a melhor estratégia € a prevencdo (GALANAKOS et al., 2009). Em casos
de feridas abertas, por exemplo, uma infeccdo atrasaria 0 processo de cura — e
consequente fechamento da ferida — aumentando as chances de um paciente
hospitalizado evoluir para sepse com risco de morte (GETHIN, 2009). Nesses casos,
recomenda-se 0 uso de antimicrobianos tépicos cujo espectro de acao € mais amplo
e ndo levam a resisténcia bacteriana. Como prevencédo adicional, se faz uso de
desinfectantes e agentes que atuam no nivel de multiplicacdo celular como alcoois
(etanol 70°), biguanidas (clorexidina), compostos clorados ou iodados, compostos de

prata e de amonio quaternario, além de peréxidos (GETHIN, 2009; WU et. al., 2015).

4.3.1.6.1 lodo

O iodo costuma ser utilizado para prevencao de infec¢des. Alguns estudos
guestionam sua possivel toxicidade aos tecidos. Pode ser utilizado em biofilmes

polibacterianos de P. aeruginosa e S. aureus, jovens ou maduros. O iodo em
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compressa de algodao tem liberacdo gradual, sendo mais efetivo que quando em
pomada ou em solugcdo. Se o tratamento for interrompido, ocorre o retorno aos
niveis bacterianos preexistentes. Existe no mercado o cadexémero de iodo

(lodosorb™

), que consiste em microesferas de amido modificado que apresenta
atividade antimicrobiana de largo espectro (72 h). Nessa formulacdo o iodo é
liberado lentamente enquanto que o cadexdmero de amido absorve debris e
exsudatos do leito da ferida. A liberacéo é controlada e os niveis hdo chegam a ser

toxicos para o paciente (FONDER et al., 2008).

4.3.1.7 Estratégias adicionais - Utilizac&o de fibroblastos fetais

Comumente apdés o desbridamento da regido em que se localiza a ferida,
utilizam-se bandagens até que o tecido se restabeleca. A utilizacdo de fibroblastos
fetais humanos visa contribuir para a cicatrizacdo, ndo sendo considerada
diretamente como uma estratégia para tratamento de biofilmes. Entretanto,
considerando as dificuldades de cicatrizacdo especialmente no caso de pacientes
diabéticos a utilizacao de artificios que favorecessem a evolucado do quadro clinico
para o fechamento da ferida diminuiria a probabilidade do estabelecimento de
biofilmes na regido. Assim, considerando que o surgimento das feridas em pacientes
com diabetes esta relacionado ao prejuizo na capacidade de crescimento dos
fibroblastos, existem estudos que mostram que a utilizacao de fibroblastos advindos
de pele humana poderiam contribuir para a completa cicatrizacdo das feridas entre 6
e 18 meses apos o inicio do tratamento. Estudos recentes relatam a possibilidade de
utilizacao de fibroblastos fetais, devido ao eficiente sistema de reparo que a pele do
feto tem se comparada a pele de um adulto (LARIJANI et al., 2015).

5. CONCLUSOES

Os biofilmes sdo responsaveis por cerca de 50 % das infeccdes nosocomiais,
atingindo principalmente pacientes que fazem uso de dispositivos médicos

implantaveis ou que apresentam doencas cuja patogénese predispde a colonizagao
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bacteriana como a fibrose cistica, a otite do ouvido médio e as ulceracdes. Nesses
casos, bactérias formadoras de biofiilmes como P. aeruginosa, S. aureus, S.
epidermidis e H. influenzae apresentaram-se como as mais prevalentes e, ao
entrarem em contato com o hospedeiro, acabam por contribuir para o
desenvolvimento de uma infeccdo cronica e de dificil tratamento. Relatos na
literatura indicam que, para a erradicacdo dos biofilmes, s@o necessarias
concentracbes cerca de 100 a 1000 vezes superiores do que as utilizadas na
farmacoterapia para microrganismos na forma plancténica. Entretanto, constatou-se
nesta revisdo a auséncia de dados mostrando as doses necessérias para o
tratamento de infeccdes relacionadas a biofilmes. Na pratica, o tratamento
antimicrobiano clinico antibiofilme continua sendo empirico. A literatura também
recomenda que se utilizem associacbes de antimicrobianos a fim de evitar o
desenvolvimento de tolerancia. Varios relatos promissores foram encontrados
visando a busca por novos tratamentos através da utilizacdo de estratégias para
destruicdo da matriz do biofilme ou inibigdo do sistema bacteriano quorum sensing,
que poderao futuramente ser utilizadas como terapias adjuvantes aos tratamentos
com antimicrobianos. Sem duavida, mais estudos sdo necessarios para (1) a
realizacdo do correto diagndstico de infec¢des causadas por biofilmes, (2) para a
padronizacdo de doses e vias de administracdo apropriadas para infeccoes
causadas por bactérias na forma de biofilmes, (3) confirmar a efetividade dessas
terapias adjuvantes, e bem como para (4) testar novas estratégias na busca por

tratamentos efetivos contra bactérias em biofilme.
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