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RESUMO

Biofilmes associados a dispositivos médicos sao responsaveis por 85% das infeccdes
de corrente sanguinea relacionadas a catéteres (ICSRC). O objetivo deste trabalho foi
testar duas formula¢cfes, como revestimento para catéteres venosos centrais (CVC),
as quais tiveram a eficacia antimicrobiana e antiaderente avaliadas in vitro e a
eficdcia e biocompatibilidade, in vivo. A atividade antimicrobiana foi determinada por
método turbidimétrico e a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi estabelecida. A
microscopia eletrénica de varredura (MEV) avaliou a propriedade antiaderente dos
CVC revestidos com a formulagdo 1 (CVC-R1) e formulagdo 2 (CVC-R2),
comparados aos nao revestidos (CVC-NR). Implantes subcutaneos foram inseridos
na area dorsal de ratos. O primeiro ensaio compreendeu andlises hematolédgicas e
microbioldgicas (hemocultura e colonizacéo das superficies de CVC), a fim de avaliar
a eficacia dos revestimentos. A biocompatibilidade foi avaliada no segundo ensaio
pela observacdo das reacgfes inflamatdrias apos 7 e 21 dias. Ambas formulacdes
apresentaram atividade antimicrobiana frente a todas as cepas testadas. A
desagregacao do biofilme, com reducdo significativa da aderéncia microbiana, foi
observada em ambos CVC revestidos. In vivo, foi observada maior eficacia
antibiofime de CVC-R2, com reducdo da colonizacdo por Staphylococcus aureus
ATCC 25923. As reac0Oes teciduais provocadas por CVC-R1 e CVC-R2 foram mais
pronunciadas inicialmente, contudo, ao longo do experimento, se tornaram
estatisticamente semelhantes as do CVC-NR. Ambas as formulacbes foram
biocompativeis, com maior velocidade de reparo tecidual no grupo CVC-R2. O uso
de CVC- R1 e, especialmente de CVC-R2, pode diminuir a incidéncia de ICSRC.
Acredita-se que CVC-R2 apresenta potencial para ser testado clinicamente.

Palavras-chave: Aderéncia bacteriana. Biofilmes. Catéteres. Infeccdes relacionadas
a catéter. Prevencao & controle.



ABSTRACT

Device-associated biofilms are responsible for 85% of catheter-related bloodstream
infections (CRBSI). The aim of this study was investigate two formulations, as central
venous catheters (CVC) coating, which were submitted to in vitro evaluation of
antimicrobial and anti-adherent efficacy and in vivo evaluation of efficacy and
biocompatibility. The antimicrobial activity was assessed by turbidimetric method and
the minimum inhibitory concentration (MIC) was determined. The scanning electron
microscopy (SEM) was used to assess the anti-adherent property of CVC coated with
formulation 1 (CVC-R1) and formulation 2 (CVC-R2), in comparison to uncoated CVC
fragments (CVC-NR). Subcutaneous implants were inserted into the dorsal area of
rats. The first assay consisted in hematological and microbiological analysis
(hemoculture and CVC surfaces colonization) in order to evaluate the coatings
effectiveness. The second assay evaluated the biocompatibility by the observation of
inflammatory reactions after 7 and 21 days. Both formulations showed antimicrobial
activity against all tested strains. The biofilm disaggregation, with reduction in
microbial adherence, was noted in coated catheters. In vivo results showed greater
antibiofilm efficacy of CVC-R2 since a reduction of Staphylococcus aureus ATCC
25923 colonization was observed. The tissue reactions of CVC-R1 and CVC-R2
groups were initially more pronounced, however, throughout the experiment, the
histological parameters have become statistically similar those found in CVC-NR
group. Both formulations were biocompatible and a higher speed of tissue repair in
CVC-R2 group was noted. The use of CVC- R1, and especially of CVC-R2, may
reduce the development of CRBSI, and thereby, CVC-R2 have potential to be
clinically tested.

Keywords: Bacterial adhesion. Biofilms. Catheters. Catheter-related infections.
Prevention & control.



Figura 1
Figura 2

Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6
Figura 7

Figura 8

Figura 9

Figura 10

Figura 11

Figura 12

LISTA DE FIGURAS

Principais dispositivos médicos utilizados no corpo humano.......
llustracdo esquematica de um catéter venoso central..................

Classificacao de catéteres de acesso venoso central de acordo

com: A) finalidade de uso, B) quantidade de lumens...................

Biofilme em desenvolvimento em torno de um catéter de latex

rEVESHIAO POI Prata........ccoeeiiiiiiiiiiiiieiiiiei e ee e e e e eeeeeenneens

Superficie externa de catéter venoso central fotografada por

microscopia eletronica de varredura............cccccevveiiiiiiininieneeneens
Etapas de formacao do biofilme bacteriano............cccccevvvvvvvnnnnnnns
Esquema das vias de colonizag@o de um catéter..............cccueeee...

Estratégias para evitar a formagcdo de biofilme microbiano em

dispositivos médicos implantaveis............ccccceeeevviiieieeeieeieiins
Estrutura molecular do xilitol (1,2,3,4,5-penta-hidroxipentano)....

Estrutura molecular do triclosan (éter 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxi-
IfENINICO)...coieeeeee

Estrutura molecular da polihexametileno biguanida (PHMB)

Imagens ilustrativas dos fragamentos de catéter venoso central
(CVC) antes e apds ao revestimento com as formulagfes-teste.
A) CVC nao revestido (CVC-NR), B) CVC revestido com a
formulacdo 1 (CVC-R1) e C) CVC revestido com a formulagéo 2
(CVECR2).ceeeeeeeeee et

26

28

29

31

36

44

46

50

51



Figura 13

Figura 14

Figura 15

Figura 16

Figura 17

Figura 18

Figura 19

Figura 20

Figura 21

Fluxograma ilustrativo da metodologia de estudo.........................

Imagem representativa da inciséo (1 cm) e da insercao do
fragmento de catéter venoso central (CVC) (2,5cm) na loja

cirdrgica no dorso do animal...............eeevveeiiiiiiiiiiiee e

Eletromicrografias da superficie externa de fragmentos de CVC-
NR, CVC-R1 e CVC-R2 apébs contato com Staphylococcus
AUIEUS ATCC 25923, e eeaaes

Eletromicrografias da superficie externa de fragmentos de CVC-
NR, CVC-R1 e CVC-R2 ap6s contato com Escherichia coli

(o |15 ] (o7- VA UUT TR RUP TR

Eletromicrografias da superficie externa de fragmentos de CVC-
NR, CVC-R1 e CVC-R2 apéds contato com Candida albicans
ATCC 10231 it ae s

Fotografias dos tecidos ao redor do implante do fragmento de
catéter venoso central (CVC)......coouiieiiirieiiiiieiiee e

Fotografias das placas de agar sangue utilizadas para avaliacédo
da contaminacdo da face externa dos fragmentos de catéter

veNoSO0 CENtral (CVC). ..o

Fotografias dos tubos de tioglicolato utilizados para avaliacdo da
contaminagdo da face interna dos fragmentos de catéter venoso
CENLIAl (CVC). i

Imagens representativas da analise microscopica realizada no

tecido ao redor dos implantes de catéter venoso central..............

61

66

67

67

69

73

73



Tabela 1

Tabela 2

Tabela 3

Tabela 4

Tabela 5

Tabela 6

Tabela 7

Tabela 8

LISTA DE TABELAS

Interferéncia do xilitol na expressao de diferentes genes.............

Concentragdo inibitéria minima (CIM) e tipo de atividade
antimicrobiana demonstrada pelas formulacbes e pelos
farmacos de referéncia, frente alguns micro-organismos
frequentemente envolvidos em infeccBes de corrente sanguinea

relacionadas a catéter (ICSRC)........ccocveeviiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeii,

Ganho de peso e consumo de racdo dos animais durante a

avaliacao da eficacia antimicrobiana/antibiofilme........................

Parametros hematoldgicos dos animais durante a avaliacdo da

eficacia antimicrobiana/antibiofilme..........ccooe v,

Resultados da analise microbiolégica das superficies externa e
interna de fragmentos de catéter venoso central (CVC)
implantados nos animais durante o ensaio de avaliacdo da
eficdcia antimicrobiana/antiaderente: deteccdo e identificacdo

de micro-organismos colonizadores........ccccceeeeeeeviiiie e e,

Ganho de peso e consumo de racdo dos animais durante o

ensaio de biocompatibilidade tecidual............c.ccceevveiiiiiieiieinnnnnns

Parametros hematolégicos dos animais no ensaio de

biocompatibilidade tecidual...............cooooiiiiiiiiiiii

Parametros  histopatoldégicos  obtidos apdés  avaliacdo
microscopica do tecido ao redor dos fragmentos de catéter
venoso central implantados nos animais durante o ensaio de

biocompatibilidade tecidual..............cccccceiiiiiiiiii

65

69

70

72

75

77



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 Diferentes materiais e seus empregos em dispositivos médicos.. 21

Quadro 2 Classificacdo das infeccbes de corrente sanguinea ocorridas

em 2006 nos Estados Unidos da América, quanto ao tipo de
Lo =TT JO RS 35



ALT
ANOVA
ANVISA
APIC
ATCC
BAP
BHI
cDC
CEEA
CH-SS
CIM
COBEA
cvc
CVC-R1
CVC-R2
CVC-NR
CVP
DATASUS
DNA
EDTA
ELT
EPS
ERV
FF
IBGE
ICSRC
IH

MEV
MHB

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Antibiotic lock therapy (Terapia de blogueio com antibidtico)
Andlise de variancia

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria

Association for Professionals in Infection Control and Epidemiology
American Type Culture Collection

Biofilm-associated proteins (Proteina associada a producéao de biofilme)
Brain Heart Infusion (Caldo de infusédo de cérebro e coragéo)
Center for Disease Control and Prenvention

Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal

Clorexidina e sulfadizina de prata

Concentracdo inibitéria minima

Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal

Catéter venoso central

Catéter venoso central revestido com a formulacao 1

Catéter venoso central revestido com a formulagéo 2

Catéter venoso central ndo revestido

Catéter venoso periférico

Banco de dados do Sistema Unico de Satde

Acido desoxirribonucleico

Acido etilenodiamino tetra-acético

Ethanol lock therapy (Terapia de bloqueio com etanol)
Extracellular polymeric substances (Polissacarideos extracelulares)
Enterococcus spp resistentes a vancomicina

Faculdade de Farmacia

Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica

Infec¢Bes de corrente sanguinea relacionadas a catéter

Infeccéo hospitalar

Microscopia eletronica de varredura

Mueller Hinton Broth (Caldo Mueller Hinton)

MRSA/SARM Staphylococcus aureus resistentes a meticilina

MSSA/SASM Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina



NacCl
NIQUA
NNIS
PHMB
PVC
SDA
SDB
SPSS
TSA
TSB
UFCs
UFJF
UFRJ
UTI

Cloreto de sédio

Nucleo de Identificacdo e Quantificacdo Analitica
National Nosocomial Infections Surveillance
Polyhexamethylene biguanide (Biguanida de polihexametileno)
Policloreto de vinil

Sabouraud Dextrose Agar (Agar dextrose Sabouraud)
Sabouraud Dextrose Broth (Caldo dextrose Sabouraud)
Statistical Software Package for the Social Sciences
Tryptone Soy Agar (Agar triptona de soja)

Tryptone Soy Broth (Caldo triptona de soja)

Unidades formadoras de colbnias

Universidade Federal de Juiz de Fora

Universidade Federal do Rio de Janeiro

Unidade de tratamento intensivo



SUMARIO

(N RI0] 516 07:X 0 J R STTR 17
2 REVISAO DA LITERATURA ...ttt e 19
2.1 BIOMATERIAIS. ... e e e e e e e e e e e aeees 19
2.1.1 Dispositivos implantaveis na area MediCa..........ceuvveeeeeeeiiiiiiiiieeeeieie s 22
2.1.1.1 Catéter VENOSO CENTIAl ........cuiiiiiiiiii et e 24
2.1.2 Biofilmes em DiOMateriaiS.......ccouuiiiiiiiiiiiiie e e 27
2.1.2.1 Etapas da formacgao de biofilme ... 30
2.2 INFEC(;OES HOSPITALARES. ... e 33
2.2.1 Infeccdo de corrente sanguinea relacionada a catéter.............cccccvvvvvvnnenn. 35
2.2.1.1 Espécies microbianas frequentemente envolvidas em ICSRC.................... 37
2.2.1.2 Estratégias para Prevencdo de ICSRC..........ccccoeiiiiiiiiiiiie e 38
2.2.1.2.1 Catéteres revestidos disponiveis N0 Mercado...........ccccueeeeeeiiiiieeeeeneennnne. 41
2.3 REVESTIMENTO ANTIBIOFILME INOVADOR.......cutttiiiiiiiiieeeeeeiecii e 42
2.3.1 Agentes coOm aGao antiaderente........ccccuuvueiiieiiiieiiee e sieeieeeee s 45
2.3.2 Agentes com agcao antimiCrobiana ..........ccccceieiiiiiiiiiiiieeee e 49
G T 1= N 1 i I AV 1 T 53
Bl GERAL. ..ttt a e e 53
B.2 ESPECIFICOS. ....oe oottt ettt en ettt eaeete saaeerens 53
4 MATERIAL E METODOS.......ooiieieeeeeeeeee ettt n e 54
4.1 BIOMATERIAL. ...t e e e e e e e et e e e et e e e e e eannneeees 54
4.2 MICRO-ORGANISMOS..... oottt ee e e e e ae e e e srnnnnees 54
4.3 FORMULAGOES. ...ttt ettt en et e e 55
4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL. ...t e 56
44T ENSAIOS 1N VITIO . ettt e et 57
4.4.1.1 Atividade antimicrobiana............c.ooiiiii i 57
4.4.1.2 Atividade antiaderente...........coooiiiiiii 58
4. 4.2 ENSAIOS 1N VIVO.iiiiiiiiiiiiii ittt e ettt e e ee e e e e e e e e s s s e beeeeeees 59
4.4.2.1 Avaliagéo da eficacia antimicrobiana/antibiofilme...........ccccccccennn. 59
4.4.2.2 Avaliagao da biocompatibilidade tecidual ...................oooiii 62
4.4.2.3 ANAIISE EStatISHICA ....uviee et 63

S RESULTADOS. ...t e e e e e aeeeeeneens 64



5.1 ENSAIOS IN VITRO . ..o e e e 64

5.1.1 Atividade antimicrobiana..........c.oooiiiiii i 64
5.1.2 Atividade antiaderente. ... .....ouiniiiiiii e 66
5.2 ENSAIOS IN VIVO ... ettt e et e et e et e e e e eeaanneees 68
5.2.1 Avaliacdo da eficacia antimicrobiana/antibiofilme ...................c..c. 68
5.2.2 Avaliagcdo da biocompatibilidade tecidual ............ccc.coiiiiiiii 74
B DISCUSSAD. .....ceeeeieieieet ettt ese sttt s e s s ese e et seeserere e e s enes 81
7 CONCLUSAOD.......ociitiieieeiee ettt sttt srese e 95
B PERSPECTIV AS . ..o e et e e e e e ar e e e n e e e e e eaen o 96
REFERENCIAS .....coiiititiee ettt ettt 97
ANEXO ALttt e e et e e e e e e e e e arraeaeeannnn s 117
ANEXO Bttt e st r e e e e et r e e e e e e nrreaeaen s 118
N N = T 119
ANEXO Do 120
ANEXO E.oroiiieiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e a e e e e s e aa e e e 121
ANEXO Foooiiite ettt ettt e e e e e e e e e et e e e e e e ee e e e e e nnaaeaeaeen aan 122
Y N = I T 123
N N @ T PP 124
F N N = 2N TSP 125
ANEXO J.oiiiiiitiite ettt e e e e e e e ee e e e rae e e e e rrareaeeeearrree een 126
ANEXO L.ttt ettt e e e et e e e et ae e e e e ettt e e e e e n et eeeeeannnean 127
N N = U 128

ANEXO Nt et e e e e 151



17

1 INTRODUCAO

O aparecimento cada vez mais constante de bactérias resistentes a maltiplas
drogas desperta grande preocupacdo na comunidade cientifica, uma vez que muitos
dos tratamentos disponiveis tém se tornado inefetivos (CHIFIRIUC et al., 2012). O
progndéstico desse quadro torna-se ainda pior quando sdo consideradas espécies
bacterianas capazes de se organizarem em agregados denominados biofilmes
(BURMOLE et al., 2010).

Bactérias formadoras de biofilmes tém alta tolerancia aos agentes
antimicrobianos e, portanto, sdo responsaveis por infec¢cdes notoriamente mais
dificeis de serem erradicadas. Isso ocorre devido a inacessibilidade ou a baixa
penetracdo com que as moléculas dos farmacos e as células do sistema imune
atingem as estruturas do biofime (CARSON, GORMAN e GILMORE, 2010).
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e
Staphylococcus coagulase-negativa sdo exemplos de micro-organismos formadores
de biofilme e frequentemente envolvidos em casos graves de infeccdo (DWYER,
2008).

Estima-se que cerca de 60% a 85% de todas as infec¢des bacterianas
envolvam a fomacéo de biofilmes em tecidos — pele, mucosas, epitélio endotelial e
dentes — ou em produtos designados como dispositivos meédicos implantaveis
(CHIFIRIUC et al., 2012). O termo “dispositivos médicos” abrange uma vasta gama
de instrumentos de saude utilizados direta ou indiretamente em Medicina,
Odontologia, Fisioterapia e em praticas de laboratério para o diagndstico,
reabilitacdo, terapia e acompanhamento (MACHADO et al.,, 2011). Dentre os
diferentes tipos de dispositivos médicos implantaveis, o catéter venoso central (CVC)
merece destaque pela alta frequéncia com que é usado, podendo ser considerado
como essencial para pacientes que recebem hemodidlise, quimioterapia e/ou
nutricdo parenteral (NEVES JUNIOR et al., 2010).

Assim, biofilmes associados a esses dispositivos sdo considerados causa
primaria de infeccbes hospitalares, representando uma ameaca tanto ao hospedeiro,
guanto a equipe de saude. Dentre elas, merecem destaque as infec¢cdes sanguineas
relacionadas a catéter (ICSRC) (WANG et al.,, 2011; CHAUHAN et al., 2012;
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COBRADO et al., 2013).

A eliminacéo destes biofilmes consiste em outra complicacdo. O Unico método
eficaz e disponivel até o0 momento envolve a remocéo traumatica do dispositivo
contaminado. A realizacdo deste procedimento invasivo implica em terapia
farmacoldgica adicional e no aumento do tempo de internacdo, resultando em um
maior risco de morbimortalidade para o paciente e no aumento do custo total do
tratamento (BADDOUR et al., 2010).

Diante deste quadro e dos prejuizos socioecondmicos relacionados as
infeccdes causadas por bactérias formadoras de biofilme, torna-se necessaria a
elaboracao de estratégias profilaticas eficientes que possam impedir a colonizacéo
dos dispositivos meédico-hospitalares e, consequentemente, o surgimento de
infeccdes de tratamento dificultoso (CHAUHAN et al., 2012).

Inimeros revestimentos antisépticos ou antibiéticos para catéteres tém sido
pesquisados na tentativa de reduzir a frequéncia de ICSRC (DWYER, 2008;
FRANCOLINI e DONELLI, 2010; COENYE e NELIS, 2010; SIMOES, 2011;
COBRADO et al.,, 2013). No entanto, muitas das novas propostas nao tém
demonstrado eficacia clinica suficiente para serem utilizadas como substitutas para
0s catéteres tradicionais (DONELLI, 2006). Outras alternativas sdo o
desenvolvimento de biomateriais com material anti-adesivo ou a incorporacao de
revestimentos que reduzam a aderéncia bacteriana (CHIFIRIUC et al., 2012).

Assim, o0 presente estudo teve como objetivo avaliar duas formulagdes
inovadoras, uma composta por xilitol, triclosan e PHMB (formulacdo 1) e outra por
xilitol e triclosan (formulacdo 2) como possiveis opcbOes para revestimento de
biomateriais. A realizacdo do mesmo justifica-se pela busca de uma alternativa

inédita e eficaz contra a formacé&o de biofilmes em dispositivos médico-hospitalares.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOMATERIAIS

Chim e Gossaim (2009) definem biomaterial como qualquer material, natural
ou artificial, que compreende o todo, ou uma parte de uma estrutura viva, ou um
dispositivo biomédico com a finalidade de executar, acrescentar ou substituir uma
funcao natural.

Outro conceito para biomaterial corrobora a assertiva anterior: "uma
substancia que tenha sido projetada para assumir uma forma que, por si S6 ou como
parte de um sistema complexo, é usada para direcionar, pelo controle das interacées
com componentes vitais, o curso de qualquer procedimento terapéutico ou
diagnéstico" (WILLIANS, 2009). Por este motivo, os biomateriais tém um enorme
impacto sobre o tratamento de lesGes e doencas (KHUN, 2005). Portanto, a escolha
de um biomaterial é de grande importancia no momento de elaboracdo de um
dispositivo médico, pois deve incorporar aspectos fisicos, quimicos e biolégicos para
ser empregado com sucesso. Em geral, estes constituintes devem provocar pouca
ou nenhuma resposta imune do hospedeiro, sendo, portanto, biocompativeis
(VEPARI e KAPLAN, 2007).

A biocompatibilidade, conceitualmente, é definida como a capacidade de um
biomaterial, presente em proteses ou quaisquer outros dispositivos médicos, induzir
uma resposta apropriada no hospedeiro ap6s sua aplicacdo. E estabelecida com
base na avaliacédo das respostas biologicas do individuo ao dispositivo implantado e
permite determinar se 0 mesmo ndo apresenta nenhum risco significativo ao
usuério. Assim, antes de ser utilizado, um biomaterial necessita ser submetido a
testes de biocompatibilidade, avaliando as condicbes que simulam seu uso clinico
(ANDERSON, 2012).

Deste modo, as reacdes imunolégicas desencadeadas por biomateriais
também sdo um ponto de consideracao importante (FRANZ et al., 2011). Sobre este
aspecto, Junge e colaboradores (2012) citaram que modificagcbes do polimero

utilizado, no peso do material e na sua estrutura podem ser realizadas e tém efeitos
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substanciais na biocompatibilidade in vivo.

O implante de um biomaterial € sempre acompanhado por lesdo do tecido ou
orgao, a partir da qual inicia-se uma resposta inflamatéria ao biomaterial implantado,
com a formagcao, inicialmente, de uma matriz provisoria. Além disso, ha o surgimento
de uma reacdo imunologica adaptativa. Quando os dispositivos aplicados séo
degradaveis, a resposta imune também pode ser afetada pelos seus produtos de
degradacdo (FRANZ et al., 2011). Isto se deve porque ndo existe um material
adequado para todas as aplica¢gdes, conforme demonstrado no Quadro 1.

A cada ano, milhdes de vidas sao salvas e a qualidade de vida dos individuos
€ melhorada devido ao uso dos biomateriais. Esses representam, portanto, um
campo de continuo crescimento, sendo uma area promissora para a pesquisa e
inovacdo. Ha ainda muitas duvidas a cerca da resposta biolégica dos biomateriais,
as quais continuam a motivar a investigacdo neste sentido, bem como o
desenvolvimento de novos produtos (KUHN, 2005). Dessa forma, tornam-se
necessarios novos estudos em torno das aplicacbes de biomateriais que

acompanhem os avancos atuais da Medicina.
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Quadro 1. Diferentes materiais e seus empregos em dispositivos médicos.

Metal
Aco inoxidavel

Titanio e ligas de titanio
Ligas de cromo-cobalto
Ouro
Prata

Platina

Ceramicas
Oxido de aluminio

Zirconia
Fosfato de calcio

Sulfato de calcio
Carbono
Vidro

Polimeros
Nylon

Silicone
Poliéster

Polietileno

Polimetilmetacrilato
Policloreto de vinil (PVC)

Materiais Naturais
Colageno e gelatina
Celulose
Quitina
Ceramicas ou
ceramicas desmineralizadas
Alginato
Acido hialurénico

Dispositivos médicos

Proteses, fixacdo de fratura Gssea, valvulas cardiacas e
eletrodos

Proteses, pontes e implantes dentarios, stents coronarios
Proteses, fixagao de fratura 6ssea

Obturag®es dentarias e coroas, eletrodos

Fios de marcapasso, materiais de sutura, amalgamas
dentéarias

Eletrodos, dispositivos de estimula¢éo neural

Implantes de quadril, implantes dentarios, substituicao
coclear

Implantes de quadril

Enxertos 06sseos, revestimento das superficie das
articulagdes

Substitutos ésseos

Revestimento de valvulas cardiacas, implantes ortopédicos
Substitutos 6sseos, fios de materiais odontolégicos

Suturas cirargicas, segmentos gastrintestinais, tubos
traqueais

ArticulacGes de dedos, pele artificial, implantes mamarios,
lentes intra-oculares, catéteres

Suturas absorviveis, fixacdo da fratura, revestimentos para
feridas, dispositivos de liberagéo de drogas

Implantes artificiais de quadrii e joelho, tendbes e
ligamentos, enxertos sintéticos vasculares, proteses e
implantes faciais

Cimento 6sseo, as lentes intra-oculares

Proteses faciais e tubos

Cirurgia estética, curativos, engenharia de tecidos
Dispositivo de liberacdo de drogas

Curativos, dispositivos de liberacdo de drogas
Substitutos de enxerto 6sseo

Encapsulacao celular, dispositivo de liberacédo de drogas
Prevencdo de aderéncias poés-operatéria, lubrificante
oftalmico e ortopédico, dispositivo de liberagcdo de
medicamentos

Fonte: Adapatado de KUHN (2005).
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Para Bath e Kumar (2013), o progresso atual na area da bioengenharia e na
pesquisa de novos biomateriais permitirdo a elaboracdo, no futuro, de diversos
tecidos e Orgdos para pacientes que se encontram nas filas de espera de
transplantes. O objetivo da engenharia de 6rgdos € a construgdo de substitutos
biolégicos que irdo restaurar e manter a fungcao normal em tecidos doentes e feridos.
Avancos recentes no estudo da biologia de células-tronco, biomateriais, entre outros,
ja resultaram na geracdo de bioengenharia de vasos sanguineos, valvulas
cardiacas, figado, rins, bexigas e vias respiratérias (MURPHY e ATALA; 2012).

No entanto, para Raman e colaboradores (2012), as pesquisas de avaliagao
dos dispositivos atuais encontram-se desatualizadas em relacdo as inovacfes que
surgiram neste campo. Em levantamento realizado pelos mesmos autores,
identificou-se cinco grupos principais de dispositivos médicos implantaveis como
temas de interesse para a avaliacdo e publicacdo de revisdes sisteméticas, sendo
eles: cardiovasculares, vasculares intervencionistas, implantes ortopédicos, enxertos
de reposicéo de pele e neuroestimuladores.

Bath e Kumar (2013) citam um consideravel progresso em métodos
diagnésticos existentes e em novos métodos desenvolvidos para oferecer resultados
mais rapidos e precisos. Com isso, afirmam que o progresso atual em biomateriais
permitird, dentro de poucos anos, cuidados a saude disponiveis a um preco

acessivel e com melhor desempenho.

2.1.1 Dispositivos implantaveis na &rea médica

O avango na area dos biomateriais permitiu a elaboragcdo de diversos
dispositivos de grande utilidade na area médica. Além de serem empregados no
tratamento de patologias, traumas e outros, também se tornaram relevantes nas
cirurgias (incluindo procedimentos estéticos), no setor farmacéutico, dentre outros
(MAIA et al., 2010; MACHADO et al., 2011). Muitas utilidades podem ser descritas
com relac&o aos dispositivos médicos implantaveis disponiveis atualmente (Figura 1)
(KHUN, 2005).
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Orelha artificial
Implante coclear
Implante nasal

Materiais dentarios -
Malha mandibular

Dreno cefélico
Lente de contato
Assoalho orbitario

Queixo artificial
Substitutos do sangue

Pele artificial Coracéo artificial
Marcapasso Valvulas cardiacas
Préteses mamarias Rins artificiais
Contraceptivos - Biosensores de glicose
Enxertos vasculares . Drenos e catéteres
Figado artificial Pinos adsorviveis

TendGes temporarios
Implante no quadril
Articulag@o dos dedos

Fixadores vertebrais -
Repositores de cartilagem _

Membros artiificiais . -
Implante no tornozelo

Préteses testiculares

Figura 1. Principais dispositivos médicos utilizados no corpo humano. Fonte: Adaptado de KUHN
(2005).

Quanto a aplicagdo, Nascimento e colaboradores (2007) classificaram os
dispositivos médicos como sendo de contato ou permanentemente implantados no
corpo. Este critério trata-se de um dos requisitos para a selecdo do material utilizado
de acordo com a aplicacdo especifica para a qual o dispositivo foi projetado.

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (2009),
todos os dispositivos médicos séo regulados pelo Ministério da Saude, nos termos
do artigo 12 da Lei n° 6360, de 23 de setembro de 1976, publicada em 24 de
Setembro de 1976, artigo que regulamenta a fabricacdo, o uso e a venda de
dispositivos médicos no Brasil.

Na industria farmacéutica, a conjugacdo de farmacos com biomoléculas
desempenha um papel importante na liberacdo controlada de principios ativos.
Deste modo, obtem-se formulagdes que resultardo em niveis sustentados da droga
no organismo, levando a uma melhor eficacia da mesma (VILLANOVA, OREFICE e
CUNHA, 2010). Neste mesmo sentido, outros desenvolvimentos sdo esperados na
area, a fim de melhorar as opc¢des disponiveis no mercado e o uso pelo consumidor
(BHAT e KUMAR, 2013).
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Na Odontologia, a utilizacdo de implantes osseointegraveis beneficia
pacientes com perda parcial ou total dos dentes e o sucesso do tratamento é
dependente de um intimo contato do tecido 6sseo com o dispositivo implantado, pela
osseointegracao (FREIRE, QUEIROZ e OKAMOTO, 2010).

Da mesma forma, percebe-se a importancia dos mesmos em cirurgias
plasticas reparadoras, como para a reconstrucdo facial em substituicdo aos
materiais autogénicos ou mesmo em procedimentos estéticos, como o0 uso de
proteses mamarias de silicone e preenchimentos faciais (MAIA et al., 2010; LIM et
al.,, 2013). O surgimento de um novo biomaterial (poli-estireno-b-isobutileno-b-
estireno), ja em estudo, visa oferecer a possibilidade de uma alternativa ainda mais
mais bem sucedida para a reconstrucdo da mama (LIM et al., 2013).

Outra area na qual os dispositivos médicos implantaveis sdo de grande
importancia é a Cardiologia. A American Heart Association (2012) ressalta trés dos
mais utilizados dispositivos implantados cirurgicamente, cuja funcdo é normalizar a
funcdo cardiaca: marcapassos, dispositivos de assisténcia ventricular e cardioversor-
desfibrilador implantavel. Oliveira e Parreira (2010) ressaltam o uso de catéteres.
Dentre eles, o recurso de inser¢cdo de catéteres venosos periféricos (CVP) € visto
como uma pratica indispensavel no contexto hospitalar, sendo considerado o mais
comum procedimento invasivo realizado para administracdo de fluidos, nutrientes,
medicacado, sangue e derivados, além do seu papel na monitorizacdo hemodinamica
dos pacientes.

Muitas outras utilidades e tipos de dispositivos médicos implantaveis
poderiam ainda ser citadas, tais como peles artificiais, fixacdo 0ssea, substitutos de
cartilagem, stents para o tratamento de aterosclerose, biosensores para glicose e
colesterol, novos sistemas de liberacdo controlada de drogas (ex.: micro-agulhas),
dentre outros (BHAT e KUMAR, 2013). Diante da ampla utilizagdo no ambiente

hospitalar optou-se, portanto, focar este estudo em CVC.

2.1.1.1 Catéter venoso central

Segundo Bruzi e Mendes (2011), os CVCs (Figura 2) sdo dispositivos

desenvolvidos para permitir 0 acesso repetido ao sistema vascular com a finalidade
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de administrar medicamentos, fluidos intravenosos e solugcdo parenteral, além de

permitirem a coleta de amostras de sangue.

Figura 2. llustracdo esquemética de um catéter venoso central. Fonte: STEPHAN (2011).

Neves Junior e colaboradores (2010) descreveram o CVC como um
dispositivo médico de grande importancia, disponivel para uso em diferentes
modalidades (Figura 3A), fabricado, geralmente, em silicone ou poliuretano,
constituido de lamen dnico ou mudltiplo (Figura 3B), podendo ser parcial ou
totalmente implantavel. A escolha do CVC adequado, quanto ao material e a
guantidade de lumens, depende das necessidades do paciente e dos objetivos
terapéuticos, devendo-se considerar alguns fatores, dentre os quais, destacam-se a
finalidade, o periodo estimado de uso do catéter e a forma de manutencdo do

dispositivo.
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Figura 3. Classificacdo de catéteres de acesso venoso central de acordo com: A) finalidade de uso,
B) quantidade de limens.

Baseado nesta informagdo, convém ressaltar a importancia indiscutivel da
utilidade de CVC para pacientes com neoplasias (adultos e criangas); pacientes com
acesso venoso limitado; para aqueles que recebem infusfes intravenosas continuas
ou prolongadas; pacientes em uso de quimioterapia multipla ou agentes de suporte;
e, ainda, para individuos que necessitam de coletas de sangue repetidas e/ou
monitorizagado clinica (SCHIFFER et al., 2013).

O CVC pode ser classificado de acordo com 0s seguintes critérios: a via até o

vaso sanguineo (tunelizado, nado tunelizado ou implantado); o local de insercéo
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(veias subclavia, femoral, jugular interna ou inserido perifericamente); e conforme
sua composicdo, comprimento ou outra caracteristica especial (presenca ou
auséncia de uma bracadeira; impregnacdo com heparina, antibidticos ou anti-
sépticos; lumens simples ou multiplos) (SCHIFFER et al., 2013).

Assim, apesar de sua utilidade, para Liango e colaboradores (2006), os
catéteres apresentam inumeras complicacdes relacionadas ao seu implante,
manipulacdo e manutencdo, de modo que infeccoes em catéteres de longa
permanéncia constituem uma grave complicacdo associada ao aumento de
morbimortalidade. Por exemplo, em pacientes imunodeprimidos aumentam-se 0s
riscos e agravos adicionais; em pacientes em hemodialise, a referida infeccédo é
causa frequente de reinternacdes e correspondem a segunda causa de morte destes
pacientes (FRAM et al., 2009).

Nos Estados Unidos da América, mais de 5 milhdes de CVC séo implantados
anualmente e um numero estimado de 80 mil s&o infectados e relacionados
diretamente a episddios de ICSRC (um novo caso de bacteremia associada a
catéter ocorre a cada 257 dias) (MERMEL, 2001; VAN PRAAGH et al., 2011). De
1997 a 2007, dentre os pacientes que desenvolveram este tipo de infec¢cdo, mais de
35% evoluiram a ébito e, agueles que sobreviveram, tiveram cerca de 40 mil délares
adicionados aos custos com internacdo por aumentarem o tempo de permanéncia
em unidades de tratamento intensivo (UTI) de 8 para 20 dias (VAN PRAAGH et al.,
2011).

A relevancia médica que estes dispositivos adquiriram, seja para fins
terapéuticos ou diagndsticos, é inegavel, apesar de representarem um fator de risco
para o surgimento de infeccdes (SIQUEIRA et al., 2011). Tais infeccdes
caracterizam-se por serem causadas, muitas vezes, por patégenos multirresistentes
aos tratamentos antimicrobianos, e apresentam, em grande parte dos casos,

sintomas inespecificos e evolugdo crénica (CHIFIRIUC et al., 2012).

2.1.2 Biofilmes em biomateriais

As bactérias podem alternar entre as formas planctdnicas (células individuais)

e biofilmes (complexos ecossistemas microbiologicos caracterizados pela adeséo a
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uma superficie soélida e pela producdo de uma matriz de polimeros organicos, que
envolve as células bacterianas e inclui polissacarideos extracelulares - EPS,
proteinas e DNA) (DWYER, 2008; LANDINI et al., 2010). Arranjados na forma de
biofilme, o0s micro-organismos apresentam maior tolerancia aos agentes
antimicrobianos e resistem as propriedades antimicrobianas da defesa do
hospedeiro (Figura 4), tornando-se dificeis de erradicar (BURMOLE et al., 2010;
KHAN e AHMAD, 2012).

Figura 4. Biofilme em desenvolvimento em torno de um catéter de latex revestido por prata. Fonte:
STICKLER (2008).

Os biofilmes diferem significativamente em sua fisiologia, padrdao de
expressdo génica e até mesmo morfologia. A transicdo de células individuais a
biofilme é regulada por uma variedade de estimulos ambientais e fisioldgicos, tais
como densidade de células bacterianas, disponibilidade de nutrientes e estresse
celular (CAVA et al., 2011).

Para Simbes e colaboradores (2011), a ubiquididade das bactérias
formadoras de biofilmes contribui para que as mesmas sejam uma causa
significativa de problemas de saude publica, na Medicina e também na industria. No
contexto da saude, mais de 80% das infec¢cdes bacterianas em seres humanos
envolve a formacao de biofilmes.

Carson, Gorman e Gilmore (2010) descreveram que dispositivos médicos, tais
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como catéteres urinarios ou venosos, tubos endotraqueais, valvulas cardiacas,
marcapassos e stents sintéticos, sdo altamente susceptiveis a colonizacdo, com
formacédo de biofilme e consequente desenvolvimento de infec¢cbes microbianas.
Isso ocorre porque estes dispositivos geralmente apresentam superficie hidrofobica,
rugosa ou porosa, com irregularidades e algumas imperfeicdes, o que oferece uma
excelente base para o crescimento do biofime (MORAES et al., 2013). A Figura 5,
obtida por microscopia eletrénica de varredura (MEV), ilustra a superficie externa de
um CVC e explicita as porosidades e microfissuras do material.

A infec¢do ocorre, dentre outras causas, atraves da adesdo de algumas
células microbianas, presentes na pele ou membranas mucosas do paciente,
durante a insercdo do dispositivo. E assim, uma vez ligadas a superficie do
biomaterial, a proliferacdo celular avanca e provoca a eventual formagdo de um
biofilme maduro. No entanto, mesmo apresentando esse risco, a Medicina moderna
torna-se cada vez mais dependente de dispositivos médicos para viabilizar
procedimentos diagnosticos e terapéuticos (SILVA, OLIVEIRA e RAMOS, 2009).

Figura 5. Superficie externa de catéter venoso central fotografada por microscopia eletrénica de
varredura. Fonte: a autora.
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2.1.2.1 Etapas da formacgéao de biofilme

A aderéncia de micro-organismos a superficie de um material médico-
hospitalar € um passo essencial na instalacdo de diferentes infecgcbes no
hospedeiro; contudo, a estrutura fisica destes materiais e as interaces moleculares
gue regem a aderéncia bacteriana nestas superficies ainda sdo pouco conhecidas.
Tanto interacdes especificas e nao especificas podem desempenhar um papel
importante na capacidade de uma célula bacteriana anexar ou impedir a aderéncia
na superficie do biomaterial (KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004).

Para que ocorra a adesdo de um micro-organismo a uma determinada
superficie, algumas propriedades das interfaces dos suportes (tensdo superficial,
entalpia superficial por unidade de &rea, composi¢cdo da superficie, entre outras)
precisam estar em conformidade com as caracteristicas fisico-quimicas da superficie
da célula, influenciando, de maneira determinante, o processo de adesdo. As
propriedades microbiologicas e as caracteristicas do meio circundante, como
temperatura, pH, forca iénica e disponibilidade de nutrientes, também interferem na
adsorgao. Desta foma, o processo de formagao de um biofilme bacteriano consiste
em diferentes etapas, as quais possuem como pré-requisito, a adesdo das células
microbianas a superficie (ARAUJO et al., 2010).

Para alguns autores, o desenvolvimento de biofilmes pode ser visto como um
processo marcado por cinco etapas: (I) adsorcdo reversivel inicial de células a
superficie sdlida; (II) producdo de uma matriz extracelular composta por substancias
poliméricas, resultando em um anexo irreversivel; (lll) desenvolvimento precoce da
arquitetura do biofilme; (IV) maturacao; e (V) dispersdo de células individuais do
biofilme (Figura 6) (HOUDT; 2004; WOOD, HONG e MA., 2011; KUMAR, CHHIBER
e HARJAI, 2013).
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Figura 6. Etapas de formacdo do biofilme bacteriano. (l) adsorcao inicial da células a superficie
sélida; (Il) producdo de uma matriz extracelular composta por substancias poliméricas; (IIl)
desenvolvimento da arquitetura do biofilme; (IV) maturacdo; e (V) disperséo de células
individuais do biofilme. Fonte: Adaptado de JOO e OTTO (2012).

Lasa e colaboradores (2005) descreveram a etapa inicial do processo de
formacéo de biofilme como a aderéncia da bactéria a uma superficie, tanto a prépria
pele quanto um dispositivo médico, como o CVC. A capacidade de aderéncia dos
micro-organismos tem grande importante na patogénese da infeccéo relacionada a
catéter. Bactérias Gram-negativas utilizam-se de diferentes tipos de adesinas no
processo primario de adesdo; por exemplo, Pseudomonas aeruginosa e Vibrio
cholerae possuem fimbrias do tipo 1V, Salmonella enterica utiliza fimbrias do tipo |
(entre outros tipos), enquanto Escherichia coli possui ambos os tipos de fimbrias (I e
IV). Além disso, a motilidade parece ajudar a bactéria a alcancar a superficie
hidrofébica para posterior aderéncia. No entanto, de acordo com Abee e
colaboradores (2011), a mobilidade ndo € um fator limitante para a bactéria aderir-se
a superficie, apesar de auxiliar durante esta etapa.

Diversas bactérias Gram-positivas como  Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp., aléem de Micobacterium spp., sdo capazes de formar biofilmes
auxiliadas por proteinas de superficie — biofilm-associated proteins (BAP) e
extracellular polymeric substances (EPS), por exemplo, que participam desta fase
inicial de aderéncia. Staphylococcus aureus pode aderir-se a proteinas hospedeiras

(fibronectina) comumente presentes nos catéteres. De igual forma, os estafilococos
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coagulase-negativos aderem a superficies de polimeros mais facilmente do que
outros patégenos, como Escherichia coli ou o proprio Staphylococcus aureus. Além
disso, certas cepas de estafilococos coagulase-negativos produzem um
polissacarideo extracelular frequentemente chamado de “muco” que, na presenca de
catéteres, potencializa a patogenicidade destas bactérias, permitindo que as
mesmas resistam a mecanismos de defesa do hospedeiro, tornando-os menos
suscetiveis a agentes antimicrobianos (através da formacdo de uma matriz que se
junta aos antimicrobianos antes de seu contato com a parede celular do organismo).
Certas espécies de Candida spp., na presenca de fluidos que contenham glicose,
podem produzir muco similar aguele bacteriano, o que explica potencialmente a
elevada incidéncia deste patdgeno entre pacientes que recebem fluidos de nutricdo
parenteral (O’GRADY et al., 2002).

Uma vez aderidas a superficie , a préxima etapa de formacao do biofilme
consiste na divisdo de células filhas, as quais se estendem em torno do local de
ligacdo para formacdo de uma microcoldnia produtora de substancias como
polissacarideos, proteinas, lipideos e DNA (WOOD, HONG e MA, 2011).

Na fase posterior, as bactérias comecam a se agregar e secretar uma matriz
exopolissacaridea entre as quais é observada a presenca de canais. A composi¢cao
do exopolissacarideo é diferente em cada bactéria: para Pseudomonas aeruginosa,
observa-se a formacdo de alginato; para Staphylococcus aureus, de poli-N-
acetilglicosamina (LASA et al., 2005; STICKLER, 2008; ABEE et al., 2011).

Na ultima etapa, algumas bactérias da matriz do biofilme se desprendem
deste complexo com o objetivo de colonizar novas superficies, encerrando as etapas
de formacao do biofilme. Cabe ressaltar que este é o processo do qual menos se
conhece até o momento (LASA et al., 2005; JOO e OTOO, 2012).

Por fim, as bactérias que se tornam parte de um biofilme se envolvem em
guorum sensing — um sistema de comunicacéo coordenado por meio de mediadores
quimicos (HZIBY et al., 2010) (Figura 7). Harmsem e colaboradores (2010) explicam
gue, embora 0s mecanismos por tras do quorum sensing ndo sejam totalmente
compreendidos, 0 processo de comunicacdo permite que uma bactéria unicelular
perceba quantas outras bactérias estdo proximas a ela. Se uma bactéria pode
perceber que é rodeada por uma densa populacdo de outros agentes patogénicos,

tende a se unir e contribuir para a formacéo de um biofilme.
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2.2 INFECCOES HOSPITALARES

Segundo a Portaria n° 2616/98 do Ministério da Saude, considera-se infeccao
hospitalar (IH) toda infec¢cdo adquirida apos a admissdo do paciente, manifestada
durante a internacdo ou apds a alta; quando relacionada com a internacdo ou
procedimentos hospitalares/ambulatoriais; ou quando manifestadas antes de 72
horas da internacdo, porém associadas a procedimentos diagnosticos e/ou
terapéuticos realizados durante este periodo (BRASIL, 1998).

Atualmente, as IH sdo consideradas como um dos maiores problemas de
saude publica no Brasil e no mundo, e acometem, sobretudo, individuos submetidos
a procedimentos invasivos diversos nos servicos assistenciais a saude (BATISTA e
RODRIGUES, 2012). Neste sentido, percebe-se que as infec¢cbes nosocomiais
desafiam constantemente a qualidade desta assisténcia como um todo, ja que séo
relacionadas de forma direta ao aumento das taxas de morbi-mortalidade entre os
pacientes, ao aumento do sofrimento destes e, inclusive, dos custos hospitalares.
Este contexto justifica, portanto, o porqué das IH serem consideradas uma grave
complicagdo em nivel mundial (SANTOS, 2004).

Cardoso, Coimbra Junior e Tavares (2010) corroboram tais informaces ao
afirmarem que estudos de morbidade hospitalar constituem importantes ferramentas
na compreensao do perfil epidemiolégico de grupos populacionais, tendo em vista
gue contribuem para a avaliagdo da gravidade das doencas, para a vigilancia e
controle de agravos e para o planejamento em saude.

Nogueira e colaboradores (2009) explicam que isso ocorre pelo fato de o
ambiente hospitalar ser um local favoravel a propagacdo de micro-organismos.
Varios fatores contribuem neste sentido, como a aglomeracdo de pessoas com
diferentes vulnerabilidades a infeccdo, intensa realizagdo de procedimentos
invasivos e amplo uso de antimicrobianos, os quais aumentam a possibilidade de
resisténcia bacteriana. Os mesmos autores ainda ressaltam que o porte e a
finalidade do hospital também influenciam na ocorréncia de IH. Em hospitais de
ensino, por exemplo, as taxas deste tipo de infeccdo sdo mais elevadas, sobretudo
nos periodos que coincidem com o ingresso de novos profissionais que ainda nao
adquiriram habilidade técnica suficiente para realizacdo dos procedimentos

cirdargicos.
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Em levantamento entre pacientes internados em um hospital da Suiga,
realizado por Gul e colaboradores (2013) no ano de 2011, observou-se que dentre
400 individuos foram registradas 610 infeccbes nosocomiais. Deste grupo, 85
individuos (21,3%) que manifestaram algum tipo de IH, foram a 6bito. As IH mais
frequentes envolviam: infecgbes do sistema urinério (45,8%), infeccbes em corrente
sanguinea (32,9%), pneumonia (8,6%) e infecc¢des de sitio cirurgico (7,8%). Um total
de 289 micro-organismos foram isolados a partir de 279 tipos de infeccbes
nosocomiais, sendo o0s principais agentes infecciosos Escherichia coli (20,1%),
Klebsiella pneumoniae (13,1%), Acinetobacter baumannii (10,7%), Pseudomonas
aeruginosa (5,2%) e Candida spp (4,8%). Um total de 541 intervengbes foram
realizadas em 188 pacientes com IH, incluindo a instalacdo de catéter venoso
periférico ou central, ventilacdo mecanica e intubacéo traqueal. O desenvolvimento
das IH se deu, em média, 20,88 + 16,83 dias apoés a internacao.

No Brasil, Rulka, Lima e Neves (2012) identificaram alguns problemas com
relacdo as IH: além dos dados serem pouco divulgados, muitas vezes 0S mesmos
nao sao fornecidos pelos hospitais, dificultando o conhecimento dimensional do
problema no pais. Em estudo de carater regional (feito no estado do Piaui,
localizado na regidao Nordeste do Brasil) desenvolvido por Moura e colaboradores
(2007), as informacBes obtidas foram condizentes aos dados de Siqueira e
colaboradores (2011): as infec¢des sistémicas ocuparam o segundo lugar como
causa mais frequente de IH, juntamente com infec¢cdes dos tratos respiratério
(primeiro lugar) e urinario (terceiro lugar).

Por fim, cabe destacar que dentre as principais causas de IH, aquelas
relacionadas a corrente sanguinea constituem uma das trés mais frequentes, com
taxa de mortalidade, nos Estados Unidos da América, superiores a 25% (SIQUEIRA
et al., 2011). No Brasil, ndo foram encontrados dados recentes de IH no banco de
dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), da ANVISA e do
DATASUS, do Ministério da Saude. Um estudo realizado em 1995 avaliou a
prevaléncia de IH em hospitais terciarios das cinco regides do pais e constatou uma
taxa correspondente a 15,5%. No entanto, ndo foram especificados os sitios das
infeccdes (PRADE, OLIVEIRA e RODRIGUES, 1995).
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2.2.1 Infeccéo de corrente sanguinea relacionada a catéter

7

A infeccdo de corrente sanguinea relacionada a catéter (ICSRC) é
considerada o grande impedimento para o uso prolongado deste dispositivo e a
principal complicacdo associada ao uso do mesmo (HORAN; ANDRUS; DUDECK,
2008). Frequentemente, a formacdo de biofilme microbiano, resistente aos
mecanismos de defesa do hospedeiro e também ao tratamento com antibiéticos, é
uma das causas mais comuns de disfuncdo/falha dos catéteres e, na maioria das
vezes, resulta em casos severos de doencas infecciosas sistémicas
(KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004; DWYER, 2008).

De acordo com National Healthcare Safety Network dos Estados Unidos da
Ameérica, na classificacdo das infec¢des de corrente sanguinea ocorridas no ano de
2006, destacaram-se aquelas associadas ao uso de CVC, conforme disposto no
guadro seguinte (Quadro 2) (KLEVENS et al., 2008).

Quadro 2. Classificacdo das infeccdes de corrente sanguinea ocorridas em 2006 nos Estados
Unidos da América, quanto ao tipo de acesso.

Tipo de acesso Incidéncia de
infecgdes de corrente

sanguinea (%)

Fistula artério-venosa 0,5
Enxerto 0,9
Catéter venoso central de curta e longa permanéncia 31,3
Outros 67,3

Fonte: Adaptado de KLEVENS et al. (2008).

Siqueira e colaboradores (2011) destacaram como alguns dos principais
fatores de risco para o desenvolvimento de ICSRC o uso prolongado do catéter, o
tipo de catéter, o nimero de lumens, o tipo de infusdo, a técnica de insercao e o sitio

de insercdo. No entanto, quanto ao sitio de inser¢cao, ndo ha consenso na literatura
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de qual é o mais associado a infec¢cdo (GE et al.,, 2012; MARIK, FLEMMER e
HARRISON, 2012).

Uma ICSRC pode originar-se por diferentes mecanismos, quer seja pela
colonizagdo direta do catéter ou por disseminagdo no sangue ou Mesmo por
contaminagao da infusdo utilizada. O desenvolvimento do quadro infeccioso pode
envolver a colonizacdo prévia do dispositivo ou a disseminacdo de um patdgeno
previamente presente no sangue para o catéter (Figura 7) (GARCIA-RODRIGUEZ,
GOMEZ e ALTES, 2010).

Figura 7. Esquema das vias de coloniza¢do de um catéter. As vias de colonizacdo de um catéter
podem ser: (1) colonizacéo da superficie do catéter no ponto em que atravessa a pele; (2)
pelas conexdes, contaminando a luz do dispositivo; (3) pela presenca de um patdgeno
prévio na corrente sanguinea (e posterior contaminacgédo do catéter); (4) pela administragédo
de infusdes contaminadas. Fonte: GARCIA-RODRIGUEZ, GOMEZ e ALTES (2010).

Destas causas, a mais comum, representando 70 a 90% dos casos, envolve a
colonizacdo direta da parte externa do catéter no ponto em que atravessa a pele
(LEON e ARIZA, 2004). No entanto, a contaminagéo também pode ocorrer por meio
do limem no momento de manipulacdo das conexdes (BOUZA, LINARES e
PASCOAL, 2004). Em ambos os casos, existem diferentes fatores que facilitam a
aderéncia bacteriana a superficie do catéter, tais como condi¢cdes proprias do
hospedeiro (formac&o de um leito protéico composto, dentre outros, por colageno e

fibrinogénio que facilitam a aderéncia do micro-organismo); fatores bacterianos
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(capacidade de formar biofilme) e material do catéter (polivinil e polietileno sdo mais
propensos a colonizacéo) (GARCIA-RODRIGUEZ, GOMEZ e ALTES, 2010).

2.2.1.1 Espécies microbianas frequentemente envolvidas em ICSRC

Durante a sua hospitalizacéo, o paciente fica exposto a inUmeras espécies de
bactérias e fungos, as quais representam potenciais agentes etiolégicos causadores
de ICSRC, bem como de outras IH. A probabilidade de ocorrer uma infeccao
resultante dessa exposicdo dependera em parte, da espécie do agente patogénico,
da sua resisténcia aos agentes antimicrobianos e da sua viruléncia e, por outro lado,
de outros fatores como método de transmissdo, condi¢cdes do ambiente hospitalar e
vulnerabilidade do individuo (RULKA, LIMA e NEVES, 2012).

Destacam-se as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis como espécies frequentemente associadas as infeccbes
nosocomiais oriundas de dispositivos médico-hospitalares (OTTO, 2008). Tal
constatacdo é justificada pelo fato destas infeccdes ocorrerem, comumente, por
espécies capazes de formar biofilmes, como aquelas do género Staphylococcus
(JOO e OTTO; 2012). De modo complementar, tratando-se do perfil de resisténcia
dos micro-organismos isolados a partir de ICSRC, no estudo realizado por Klevens e
colaboradores (2008) constataram que 42% das infeccOes envolviam
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (SARM ou MRSA, do inglés
methicillin resistant Staphylococcus aureus) e 39% de Enterococcus spp resistentes
a vancomicina (ERV).

Os dados supra-citados estdo de acordo com os obtidos por Grothe e
colaboradores (2010), cujo estudo consistiu em um levantamento dos principais
micro-organismos isolados da corrente sanguinea em pacientes em uso de CVC. De
128 micro-organismos isolados, 49% eram Gram-positivos, dos quais 56,6% eram
Staphylococcus aureus sensiveis a meticilina (SASM ou MSSA, do inglés Methicillin
sensible Staphylococcus aureus) e 43,4% eram MRSA (ROSSI e ANDREAZZI,
2005). De acordo com o National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) do
Center for Disease Control and Prenvention (CDC), desde 1999, a proporcédo de
MRSA ultrapassa 50% entre os pacientes internados em UTIs (CENTER FOR
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DISEASE CONTROL AND PREVENTION apud MOURA et al., 2007). No Brasil, as
infeccdes hospitalares causadas por este patdogeno também apresentam indices
elevados, apresentando taxas de 40% a 80%, sobretudo em UTIs. Segundo Moura e
colaboradores (2007), os indices de mortalidade sdo maiores em pacientes que
desenvolveram bacteremia por MRSA (49% a 55%), se comparados aos casos por
MSSA (20% a 32%). Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos
realizados no Brasil e no mundo (SOUZA e FIGUEIREDO, 2008; DING et al., 2012).

Abad e Safdar (2011) complementaram estas informagfes ao descreverem
gue 0s micro-organismos mais comumente associados as ICSRC séo
Staphylococcus coagulase-negativos (31%), Staphylococcus aureus (20%),
Enterococcus spp. (9%), Candida spp. (9%), Escherichia coli (6%) e Klebsiella spp.
(5%), dentre outros. Os mesmos autores ainda ressaltam que, além do aumento nas
taxas de ICSRC causadas por MRSA, destaca-se também a incidéncia destas
infeccdes por outras bactérias multi-resistentes, como ERV e Pseudomonas
aeruginosa resistente a ceftazidima. Esmanhoto e colaboradores (2013), ao
identificarem os microrganismos presentes na pele pericateter, na ponta do cateter e
na corrente sanguinea de pacientes em hemodialise por cateter venoso central,
demonstraram que, além de Staphylococcus aureus (76%), Pseudomonas
aeruginosa (40%) e Acinetobacter baumannii (34%) também foram frequentemente
isolados.

Garcia-Rodriguez, Gomez e Altés (2010) referem-se a um perfil diferente de
micro-organismos responsaveis por bacteriemia secundaria a infeccdo por catéter,
onde bacilos Gram-negativos demonstram uma maior importancia em pacientes de
UTlIs, por estarem submetidos a ventilacdo mecanica e com alto grau de colonizacao
orotraqueal. Ressaltam ainda, que as leveduras do género Candida também estéo

se convertendo em patdgenos emergentes no contexto clinico.

2.2.1.2 Estratégias para prevencao de ICSRC

A vigilancia € o componente essencial em um programa de controle de
infeccbes e também fundamental para a melhoria da qualidade da assisténcia

médico-hospitalar. As precaucdes padrdes consistem, principalmente, na estratégia
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primaria de prevencao da transmissdo de infec¢cdes e devem ser aplicadas durante
todo o contato com os pacientes (GIAROLA et al., 2012).

Fram e colaboradores (2009) incluiram como estratégia primaria medidas
bésicas como higiene das méaos antes e ap0s 0 contato com o paciente; utilizacdo
de luvas, méascaras, Oculos de protecdo e aventais quando houver risco de contato
com material biolégico; cuidados com perfurocortantes; limpeza ambiental,
processamento adequado de materiais e equipamentos; e, imunizacdo dos
profissionais da saude.

Especificamente com relagcdo aos catéteres, conforme recomendacdes
nacionais e internacionais, a insercao deste dispositivo deve ser realizada com
técnica asséptica prévia e com a utilizacdo de barreira maxima: mascara, avental,
luvas e campos estéreis. A antissepsia da pele antes da inser¢cao do catéter e antes
das trocas de curativo deve ser realizada com clorexidina alcodlica 2% ou
polivinilpirrolidona. O curativo no local de insercdo do catéter deve ser feito com
gaze ou curativo transparente estéril semipermeavel, protegido durante o banho do
paciente e trocado sempre que o mesmo estiver umido, solto ou sujo. Além disso, a
observacéo do sitio de insercdo do catéter deve ser sempre feita pelos profissionais
responsaveis (FRAM et al., 2009; MERMEL et al., 2009; BOUALLEGUE et al., 2013).

Conforme recomendacfes da ANVISA (2009), cinco cuidados basicos devem
ser executados no manejo do paciente com CVC, os quais incluem a higieniza¢éo
das maos, precaucbes maximas de barreira na passagem do catéter, antissepsia
com clorexidina, escolha do sitio de insercdo adequado (preferencialmente para a
veia subclavia nos casos de catéteres nao tunelizados) e reavaliagdo diaria da
necessidade de manutencdo do catéter, com pronta remocdo daqueles
desnecessarios. Leblebicioglu e colaboradores (2013) complementam estes
cuidados bésicos pela recomendagdo do uso de gaze estéril ou curativo estéril
transparente para cobrir o local de insercédo do catéter e desinfectar conectores que
compdem o dispositivo.

Caso o catéter esteja colonizado e o paciente ainda ndo possa, entretanto, ter
0 mesmo removido, uma terapia antibiética aplicada diretamente no catéter pode ser
utilizada como estratégia para salvar o dispositivo. Conhecida como ALT (do inglés,
antibiotic lock therapy), tal procedimento apresenta bons resultados e consiste na
infusdo de uma solucdo antimicrobiana concentrada, com ou sem heparina, no

limem do catéter para efeito de esterilizagdo por um certo tempo, diariamente,
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durante o curso do tratamento. A finalidade da ALT é tratar/evitar a ICSRC,
minimizar suas complicacbes e evitar a remocao do catéter (ABAD e SAFDAR,
2011).

Semelhante ao ALT, a terapia com infusdo de etanol, denominada ELT (do
inglés, ethanol lock therapy), consiste no preenchimento e fechamento de Iimen do
catéter com solucdo de etanol com a finalidade de prevenir ou tratar infeccdes
relacionadas ao catéter. As vantagens da ELT incluem a prevencéao/erradicacéo do
patégeno colonizador, independentemente da sensibilidade destes micro-
organismos aos antimicrobianos. Uma solucao de etanol a 70% é adequada para a
erradicacdo de infeccdo e a inibicdo do crescimento de bactérias formadoras de
biofilmes (BELL et al., 2004; VALENTINE, 2011; PIERONI et al., 2013).

Diante de todas as estratégias de prevencao e de erradicacdo das ICSRC,
Stefanidis (2010) considera que programas de educacdo baseados na combinacdo
de medidas preventivas especificas podem reduzir significativamente a ocorréncia e
implicacdes oriundas destas infec¢des, ainda que novas medidas pautadas no
desenvolvimento biotecnoldgico nesta area sejam esperadas.

Para Betjes (2011), além de medidas preventivas, modificagdes no material a
partir do qual o CVC é feito, poderia influenciar na aderéncia das bactérias a
superficie, afetar a formacao do biofilme e diminuir o risco de desenvolvimento de
ICSRC no paciente. Desta forma, uma maior énfase & dada sobre a necessidade de
se estabelecer uma protecdo antimicrobiana eficaz para aumentar a seguranca no
uso destes dispositivos (CARSON, GORMAN e GILMORE, 2010; CHAUHAN et al.,
2012).

Por este motivo, uma série de estratégias antibiofiime emergiram de estudos
in vitro, baseados na fisiologia deste agregado (KHAN e AHMAD, 2011; TRENTIN et
al., 2011; AIASSA, BARNES e ALBESA, 2012). Além disso, diversos modelos in vivo
baseados no uso de catéteres vasculares implantados ou subcutaneos ja foram
utilizados com éxito para avaliar a eficacia de antimicrobianos contra bactérias,
como Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis (COENYE e NELIS,
2010; FERNA'NDEZ-HIDALGO et al., 2010; VAN PRAAGH et al., 2011; WANG et
al., 2011; CHAUHAN et al., 2012)

Theilgaard e colaboradores (2013) propuseram em seu estudo, um polimero
hibrido que poderia ser utilizado com distribuicdo controlada e sustentada de

farmacos, a fim de combater e prevenir infeccdes relacionadas ao catéter e, desta
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forma, também diminuir o desenvolvimento de resisténcia bacteriana.

2.2.1.2.1 Catéteres revestidos disponiveis no mercado

A maioria dos catéteres sdo fabricados com silicone devido a sua flexibilidade,
baixa toxicidade e inércia fisioldgica. No entanto, os micro-organismos conseguem
aderir facilmente a este material tornando-se capazes de provocar infeccoes
(FUNDEANU et al., 2008). Na tentativa de diminuir este risco, estratégias de
tratamento nos catéteres sdo oportunas, a fim de se evitar a colonizacdo dos
mesmos por bactérias formadoras de biofilme. Estas estratégias incluem
impregnac&o com antimicrobianos ou o uso de revestimentos especiais (DING et al.,
2012).

Dentre os catéteres impregnados com antimicrobianos, existem aqueles que
séo revestidos apenas externamente (primeira geracao) ou externa e intermanente
(segunda geracdo) com clorexidina e sulfadizina de prata (CH-SS), ou com
minociclina e/ou rifampicina ou ainda, tratados com prata. Estes ultimos incluem
tanto a prata, quanto a platina, carbono e ions ou ligas de prata (ABAD e SAFDAR,
2011).

Em um levantamento realizado por Betjes (2011) comparando diferentes tipos
de catetéres, foi constatado que em pacientes internados em UTIs, o uso de CVCs
revestidos com heparina ou antimicrobianos foi associado a uma reducdo de sua
colonizacdo com consequente diminuicdo na incidéncia de ICSRC. O mesmo foi
observado para aqueles revestidos com minociclina e rifampicina. No entanto, o uso
de CVC com revestimento de prata ndao demonstrou diminuigdo significativa na
incidéncia das ICSRC (BETJES, 2011); contudo, metanalises demonstraram que
guando a clorexidina aparece em associacdo com a sulfadiazina de prata como
revestimento de um CVC, ha uma reducédo na ocorréncia destas infecgcdes (CASEY
et al., 2008; HOCKENHULL et al., 2008; WANG et al., 2010).

Com relagdo aos CVCs revestidos com antimicrobianos, Novikov e
colaboradores (2012) descreveram que os dispositivos disponiveis comercialmente
podem ser colonizados por bactérias presentes na microbiota do paciente durante

seu uso clinico, provavelmente por conta de limites no espectro de atividade
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antimicrobiana. Sendo assim, alguns destes dispositivos podem apresentar beneficio
limitado, apesar das vantagens mais Obvias contra patdgenos microbianos
especificos, se comparados a um CVC padréao.

A escolha de que tipo de catéter usar deve ser guiada por fatores que incluem
a eficicia, o custo, as infec¢des prévias envolvidas além do risco de resisténcia
microbiana a diferentes farmacos. Isso deve ser levado em conta porque a
resisténcia € um problema intrinseco aos catéteres revestidos com antimicrobianos e
gue né&o pode ser negligenciada (ABAD e SAFDAR, 2011).

A fim de se evitar o revestimento de catéteres por antimicrobianos e assim,
diminuir problemas de patdgenos resistentes a eles, estratégias de mudancas
estruturais no material empregado na fabricacdo do catéter ja foram feitas e testadas
guanto ao impedimento da aderéncia de Staphylococcus aureus, Streptococcus
salivarius, Staphylococcus epidermidis e Candida albicans (FUNDEANU et al., 2008;
NEJADNIK et al., 2008). Fundeanu e colaboradores (2008), por exemplo,
apresentaram um meétodo para obter um revestimento de poliacrilamida a partir de
superficies de borracha de silicone, apés a remocao de moléculas de baixo peso
molecular, tais como oligdbmeros de silano. No entanto, a complexidade para se
produzir tal polimero poderia conduzir a dificuldade na caracterizacdo do material e
em grande variacdo de lote para lote com relacdo a espessura e qualidade do
revestimento (DING et al., 2012).

Ding e colaboradores (2012) sugeriram o uso de revestimentos nos catéteres
por um polimero de caréater hidrofébico que poderia ser til para erradicar MRSA e
evitar eficientemente a incrustacdo dos mesmos na superficie do dispositivo, inibindo
a formacéao de biofilme. Percebe-se, portanto, que existe uma necessidade premente
de desenvolver um revestimento de catéter ndo-toxico e eficaz para a prevencao das
ICSRC.

2.3 REVESTIMENTO ANTIBIOFILME INOVADOR

Biomateriais com caracteristicas anti-infecciosas tornaram-se uma estratégia
primaria para prevencdo de infec¢cdes associadas aos dispositivos médico-

hospitalares, uma vez que contribuem como medida de profilaxia antibidtica no
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ambiente hospitalar (UCKAY et al., 2013).

A capacidade de colonizacdo de um micro-organismo diminui a medida em
gue este nao consegue se fixar na superficie do material ou tecido. Esta adeséo é
mediada, geralmente, ou por interacdes fisico-quimicas com o material ou pela
producdo de proteinas especificas pela célula bacteriana, como as adesinas (VAN
0SS, 1991; FOKA et al., 2012). A reducao da infectabilidade de certos dispositivos,
como catéteres, pode ser alcancada por meio do impedimento da adesao bacteriana
na superficie dos mesmos. Sendo assim, uma ampla variedade de abordagens foi
desenvolvida para a disponibilizacdo de biomateriais dotados desta caracteristica,
conforme demonstrado na Figura 8 (CAMPOCCIA, MONTANARO e ARCIOLA;
2013).

Dessa forma, o interesse no desenvolvimento de abordagens anti-infecciosas
alternativas para a prevencdo e/ou tratamento de infec¢cOes relacionadas aos
dispositivos médico-hospitalares tem sido crescente nos ultimos anos (ARTINI,
2012). Uma estratégia bem sucedida ndo deve afetar processos essenciais para a
sobrevivéncia das bactérias, pois assim, 0 aparecimento de mutantes de escape
seria rapidamente favorecido. Abordagens inovadoras, no entando, devem ser
voltadas contra fatores de viruléncia dos micro-organismos, de forma a diminuir sua
capacidade de infec¢cdo, sem afetar sua viabilidade (BOLES e HORSWILL, 2008 e
ARTINI et al., 2012).
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Figura 8. Estratégias para evitar a formacao de biofilme microbiano em dispositivos médicos implantaveis: impregnacao da superficie do catéter com
substancias antimicrobianas que danifiquem estruturas vitais ou exterminem as bactérias; rompimento da organizagdo da matriz do biofilme
e/ou do quorum sensing; modulacdo da resposta imune do hospedeiro, favorecendo o combate aos patdgenos; e, interferéncia na atividade
do micro-organismo patogénico, inclusive por meio da insergdo de outro micro-organismo, o qual evita a formacéo daquele biofilme. Fonte:

CAMPOCCIA, MONTANARO e ARCIOLA; 2013.
Is
I



45

Neste contexto, Papa e colaboradores (2013) avaliaram a capacidade anti-
infecciosa de uma proteina — serratiopeptidase —, secretada por Serratia
marcescens, em prejudicar algumas propriedades de viruléncia de Staphylococcus
sp., tais como a fixagdo em superficies inertes e a adesdol/invasdo em células
eucaridticas. Como resultado, descobriu-se que culturas de Staphylococcus aureus
tratadas com serratiopeptidase apresentaram alteracbes em algumas de suas
proteinas, conhecidas por realizar uma variedade de func¢des, inclusive, de
aderéncia, dependendo da sua localizacdo citoplasmética ou superficie. Os
resultados sugeriram que esta estratégia poderia ser utilizada como um potencial
"agente anti-infeccioso" capaz de prejudicar a capacidade de bactérias patogénicas
de aderir a proteses, catéteres e dispositivos médicos.

No mesmo sentido, Sujimoto e colaboradores (2013) demonstraram que uma
serina-protease secretada por Staphylococcus epidermidis foi capaz de degradar
biofilmes pré-formados de Staphylococcus aureus, pela capacidade de interferir na
forca adesiva e coesiva do biofilme. As analises demonstraram que tal serina-
protease € capaz de degradar, pelo menos, 75 proteinas, incluindo algumas que
participam da formagdo do biofilme microbiano (proteina de adesdo extracelular,
matriz protéica de ligacdo, proteina de ligacdo de fibronectina extracelular A, entre

outras).

2.3.1 Agentes com agao antiaderente

A resisténcia microbiana aos farmacos presentes atualmente no mercado é
uma das principais dificuldades para um tratamento de sucesso. Dentro deste
contexto, tem-se tornado essencial a intensificagdo de pesquisas para a
identificacdo de novas estratégias para se prevenir e/ou tratar as doencas
infecciosas. O conhecimento da aderéncia de micro-organismos a diferentes
superficies, e de mecanismos que impecam essa colonizacdo, compreende uma
abordagem bastante promissora (OFEK, HASTY e SHARON, 2003). Paralelamente,
tem-se a Biotecnologia, um ramo da ciéncia que vem contribuindo sistematicamente
para o desenvolvimento de produtos, técnicas e biofarmacos de grande aplicacéo na

vida contemporanea.
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O xilitol (1,2,3,4,5-penta-hidroxipentano), uma das substancias de interesse
deste estudo, tem demonstrado ser capaz de atuar de maneira diferenciada em
relacdo aos antimicrobianos classicos, ao impedir a aderéncia de importantes micro-
organismos patogénicos. Os estudos mais recentes sobre o xilitol se concentram em
sua capacidade antiaderente e em sua atuagdo sobre a expressao de genes
relacionados a sintese de matriz extracelular, de forma a ocasionar a disperséao de
biofilmes microbianos (KUROLA et al., 2009; WRIGHT et al., 2010; KUROLA et al.,
2011; LEE, CHOI e KIN, 2012). As primeiras pesquisas sobre aplicacOes de xilitol,
iniciadas na década de 60, compreendiam suas propriedades antidiabéticas
(DOMAREVA, 1967; GOTO, 1967) e anticariogénicas (MAKINEN, 1976;
GALLAGHER e PEARCE, 1977). O efeito ndo cariogénico € uma consequéncia do
fato do Streptococcus mutans nao fermentar o xilitol, ou seja, ndo utilizad-lo como
fonte de carbono. Assim, ndo ha a acidificacdo do pH bucal, o que contribuiria para o
crescimento deste micro-organismo. Makinen (2000b) refor¢cou, em seu trabalho, a
atividade anticariogénica do xilitol, ao estudar recém-nascidos cujos familiares
mascavam gomas contendo este acucar. Foi constatado que tal habito evitava que
0s recém-nascidos apresentassem caries, uma vez que o xilitol, além de nao
contribuir para a alteracdo do pH, impedia a aderéncia da bactéria nos dentes. O
mecanismo de acdo do xilitol, neste caso, pode ser explicado pela habilidade das
moléculas pentitois de alterarem a aderéncia associada as estruturas da superficie

dos patégenos. A estrutura molecular do xilitol esta apresentada na Figura 9.
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Figura 9. Estrututa molecular do xilitol (1,2,3,4,5-penta-hidroxipentano). Fonte: KIRILIN et al., 2012.

Véarias sdo as bactérias Gram-positivas (KATSUYAMA et al., 2005a;
FERREIRA et al.,, 2009; KUROLA et al., 2009; KUROLA et al., 2011) e Gram-
negativas (SAJJAN et al., 2004; AMMONS et al., 2009; SILVA et al., 2011; SOUSA

et al., 2011) sobre as quais o xilitol atua impedindo sua aderéncia. Katsuyama e
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colaboradores (2005a) avaliaram a formacgao de biofilme de Staphylococcus aureus,
através de MEV, na presenca de 500 substancias previamente selecionadas.
Observou-se que o xilitol inibiu a formacdo de glicocalix — principal estrutura
responsével pela resisténcia aos farmacos e que impede o sistema imunologico de
reconhecer as bactérias como estranhas ao organismo. Este estudo demonstrou que
o xilitol, em sinergismo com outras substancias, € capaz de inibir a formacdo do
biofilme microbiano, apresentando-se como alternativa util (sem uso de antibioticos)
para proteger a pele da colonizagéo por Staphylococcus aureus. Séderling e Hietala-
Lenkkeri (2010) constataram que 4% de xilitol foi capaz de inibir, in vitro (superficie
de vidro lisa), a aderéncia de seis cepas de Streptococcus spp. orais. Estes autores
observaram também que este mecanismo antiaderente ndo era dependente da
inibicdo do crescimento microbiano.

Ammons e colaboradores (2009) trataram, in vitro, biofiimes de Pseudomonas
aeruginosa provenientes de ferimentos clinicos com 2,0% de lactoferrina e 5,0% de
xilitol, isoladamente ou em combinacdo. Observaram que o tratamento com
lactoferrina + xilitol poderia diminuir significativamente a viabilidade dos biofilmes
desta espécie bacteriana, o que pode ser explicado pelo efeito sinérgico das duas
substancias. Foi sugerido pelos autores que o resultado obtido apds o tratamento
combinado seria devido a ruptura estrutural do biofilme e desestabilizacdo da
permeabilidade das membranas celulares.

Em estudos prévios realizados pelo nosso grupo, observamos a atividade
antiaderente do xilitol (0,5%, 2,5% e 5,0%) sobre cepas de Escherichia coli (ATCC
8739 e de proveniéncia clinica) e sugerimos que o mesmo poderia ser utilizado
como adjuvante terapéutico para a prevencdo e/ou tratamento de infeccOes
recorrentes do trato gastrintestinal (SILVA et al.,, 2011). Ainda nesta linha de
pesquisa, observamos o bloqueio da aderéncia de Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027 por xilitol, nestas mesmas trés concentragbes (SOUSA et al., 2011). Em ambos
os estudos, foi comprovado que o xilitol ndo apresentou atividade antimicrobiana
frente a nenhuma cepa testada (SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2011).

A atividade antiaderente do xilitol frente a leveduras ainda € pouco estudada.
Pizzo e colaboradores (2000) investigaram os efeitos dos carboidratos mais
consumidos na dieta sobre a adesdo de Candida albicans, Candida tropicalis e
Candida krusei a células HelLa. A aderéncia de Candida albicans e Candida

tropicalis foi significativamente favorecida pela incubacdo em meio definido contendo
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uma alta concentracéo (500 mM) de frutose, glicose, maltose e sacarose (p<0,001).
Por outro lado, a presenca de xilitol reduziu significativamente a adesdo de Candida
albicans (p<0,001) e a presenca de sorbitol resultou em apenas um aumento
marginal na ades&o destas leveduras. Estes autores sugeriram que 0 consumo
frequente de carboidratos, como frutose, glicose, maltose e sacarose poderia
representar um fator de risco para candidose oral e, ainda, que a substituicdo destes
acucares por xilitol ou sorbitol poderia ser considerada para o controle da
colonizacéo por Candida sp.

O mecanismo pelo qual o xilitol impede a aderéncia de micro-organismos
ainda nao foi totalmente esclarecido. Algumas evidéncias demostram que o Xxilitol
pode formar complexos com ions calcio devido a sua estrutura particular —
sequéncia de grupos hidroxila de cadeia aberta —, 0 que provoca o deslocamento de
moléculas de 4gua do ambiente (alteracdo do equilibrio osmotico) e a alteracdo das
interacGes moleculares que regem a aderéncia bacteriana (MAKINEN, 2000a). Outra
especulacdo sobre um possivel mecanismo de acdo do xilitol gira em torno do
bloqueio que o mesmo provoca sobre o0s receptores de lectinas. As lectinas
bacterianas, presentes na superficie de muitos micro-organismos patogénicos, sao
mediadoras da adesdo dos mesmos a glicoproteinas ou glicolipidos expressos nas
superficies dos tecidos do hospedeiro (SHARON e OFEK, 2000). Ainda, o xilitol
poderia regular a expressdo de diferentes genes, que interferem direta ou
indiretamente no processo de aderéncia microbiana, como demonstrado na Tabela
1.
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Tabela 1. Interferéncia do xilitol na expresséo de diferentes genes.

Micro-organismos Gene-alvo Funcéo génica Referéncia
| otfD Aderéncia celular e formacdo Shemesh et al., 2006
de biofilme
Streptococcus | VicR Regulador de resposta global Shemesh et al., 2006
mutans | otfB Controle da producdo de Lee et al., 2009

glucano insolavel na superficie
das bactérias
Streptococcus | cpsB Formacdo de capsula Kurola et al., 2009

pneumoniae | IytA Formacéo de biofilme Kurola et al., 2011

| diminuicdo da expressdo génica. gtfD e gtfB: genes codificadores das glicosiltransferases; vicR:
gene do sistema regulador; cpsB: gene codificador do polissacarideo capsular; IytA: gene codificador
da autolisina.

Em varios estudos (KATSUYAMA et al., 2005b; MODESTO e DRAKE, 2006;
AMMONS et al., 2009; AMMONS, WARD e JAMES; 2011) o xilitol aparece atuando
sinergicamente com outras substancias no combate a proliferacdo microbiana. N&o
diferentemente, optamos por combina-lo com susbtancias de conhecida capacidade
antimicrobiana, a fim de formular um revestimento antibiofilme, para materiais

médicos-hospitalares, de amplo espectro de acao.

2.3.2 Agentes com acao antimicrobiana

Antimicrobianos sao definidos como compostos de origem natural ou sintética,
com toxicidade seletiva para 0s micro-organismos, sobre 0s quais possuem
mecanismo de acao sitio-especifica microbicida ou microbiostatica.

O (cloridrato de) triclosan (éter 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxi-difenilico) teve a sua
eficacia antimicrobiana descrita pela primeira vez em 1974 (VISCHER e REGOS,
1974) e a mesma continua sendo observada, como descrito recentemente em ensaio
clinico randomizado, duplo-cego e controlado (TURTIAINEN et al., 2012). E um
agente com acao antimicrobiana, de amplo espectro de acéo e baixa citotoxicidade,

cujo principal sitio de atuacdo € a membrana citoplasmatica da bactéria (AQUINO et
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al.,, 2004; WELK et al., 2005; LUBARSKY et al., 2012). Sua acdo antimicrobiana esta
também relacionada a sua capacidade de bloguear a sintese de acidos graxos por
meio de inibicdo enzimatica, impedindo a multiplicacdo de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras. Acredita-se que este mecanismo
de acéo do triclosan sobre os micro-organismos é baseado na inibicdo competitiva do
enoil-acil transportador da proteina redutase, um componente na via de biossintese
de lipideos (VERMEIREN, DEVLIEGHERE e DEBEVERE, 2002; LUBARSKY et al.,

2012). A estrutura molecular do triclosan esta apresentada na Figura 10.

OH Cl

Cl Cl

Figura 10. Estrututa molecular do triclosan (éter 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxi-difenilico). Fonte: SOARES,
2013.

O triclosan € um agente antimicrobiano adicionado a muitos produtos de
consumo para reduzir ou evitar a multiplicagdo microbiana, tais como roupas,
utensilios de cozinha e moveis, além de ser adicionado a sabdes antibacterianos,
cremes dentais e alguns cosméticos (SOARES, 2013). No ambiente hospitalar, o
triclosan tem sido utilizado para controlar a propagacdo de MRSA (JONES et al.,
2000; COIA et al., 2006); para limpeza da pele em procedimentos pré-operatérios
(COIA et al., 2006) e para prevenir a contaminacdo do ferimento em suturas
cirtrgicas (MING, ROTHENBURGER e YANG, 2007).

Segundo Jones e colaboradores (2000), embora existam preocupacdes a
cerca do uso generalizado de triclosan por causa da pressao seletiva para o
surgimento de cepas resistentes, a aceitacdo e a aplicacao do triclosan sao baseadas
nos testes de seguranca e eficacia antimicrobiana documentados. Estes autores
sugerem que 1% de triclosan oferece o equilibrio ideal entre eficacia e baixo risco.

Alguns estudos verificaram a existéncia de resisténcia ao triclosan por micro-
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organismos, como Pseudomonas aeruginosa (MIMA et al., 2007), Staphylococcus sp.
(WIS'NIEWSKA, PIECHOWICZ e GALIN® SKI, 2006) e Escherichia coli
(YAZDANKHAH et al., 2006). No entanto, a relevancia clinica destes resultados ainda
ndo é conhecida, j& que as falhas clinicas ocorridas nos ultimos 30 anos de uso do
triclosan nao foram diretamente relacionadas a resisténcia ao mesmo (JONES et al.,
2000).

Outra substancia de conhecida e eficaz atividade antimicrobiana é a
polihexametileno biguanida (PHMB), uma mistura sintética heterodispersa de
polimeros, quimicamente estavel e ndo volatil (Figura 11). As biguanidas, em especial
a PHMB, foram por muito tempo usadas como agentes antimicrobianos na
preservacdo de cosméticos e de produtos farmacéuticos, bem como agentes
antissépticos (CUNHA et al., 2001).
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Figura 11. Estrututa molecular da polihexametileno biguanida (PHMB) (CgH1gNs),. Fonte: EVANS e
HOWE, 2013.

A PHMB apresenta acdo antimicrobiana frente a micro-organismos
patogénicos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas
aeruginosa, e a endosporos de bactérias termorresistentes (Bacillus spp.) e virus.
Seu amplo espectro de acdo aliado a baixa toxicidade e alta compatibilidade aos
tecidos, resulta em uma melhor relacdo custo-beneficio quando comparada aos
antissépticos a base de quaternario de aménio (FENG et al., 2011).

O mecanismo de acédo desta sustancia envolve uma rapida atracdo da PHMB
catibnico, pela superficie bacteriana negativamente carregada, a qual provoca uma
falha no mecanismo de defesa do micro-organismo, atribuida a separacdo de fases
dos fosfolipideos e subsequente ruptura da membrana citoplasméatica dos mesmos.

Esta ruptura pode entdo levar a perda de substancias macromoleculares (como, por
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exemplo, os nucleotideos), de ions (sédio e potassio) e a precipitacdo de substancias
celulares (MAILLARD, 2002; FENG et al., 2011).

Andriessen e Eberlein (2008) avaliaram a eficacia de solucdes de limpeza,
contendo PHMB, no tratamento de humanos portadores de Ulceras venosas na perna
e concluiram que a PHMB contribuiu significativamente na cicatrizacdo das feridas
locais, impedindo infec¢cdes secundarias e contribuindo para a diminuicdo do tempo
de tratamento. Nesta mesma linha de estudo, Uygur e colaboradores (2008)
compararam o efeito antibactericida da octonidina, do iodo povidine e da PHMB em
ratos que continham lesdes oriundas de queimaduras e contaminadas com
Pseudomonas aeruginosa. A PHMB preveniu a penetracdo e a multiplicagéo
sistémica desta bactéria, mas nao foi eficiente para elimina-la totalmente nas escaras.
Muller e Kramer (2008) estudaram a atividade antimicrobiana e o efeito citotoxico de
vinte agentes antibacterianos e sugeriram a PHMB como um dos mais
biocompativeis.

Apesar da eficacia antimicrobiana ja conhecida do triclosan e da PHMB, pouco
se sabe sobre a acdo destas substancias na arquitetura de um biofilme (LUBARSKY
et al., 2012). Em geral, os antimicrobianos tornam-se ineficazes frente a micro-
organismos arranjados em biofilmes devido a dificuldade de penetracdo nas camadas
de matriz extracelular e de microcol6nias aderidas (CHAUHAN et al., 2012).

Portanto, nossa hipdtese € que, em sinergismo com uma substancia inibidora
da formacdo do biofilme, o triclosan e a PHMB apresentariam a eficacia
antimicrobiana desejada.
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3 OBJETIVOS

3.1 GERAL

Determinar a eficacia antimicrobiana e antibiofiime — in vitro e in vivo — e a
biocompatibilidade tecidual de duas formulagBes alcodlicas compostas pelos

seguintes principios ativos: 1) xilitol, triclosan e PHMB e 2) xilitol e triclosan.

3.2 ESPECIFICOS

e Verificar a eficacia antimicrobiana in vitro das duas formulacfes propostas,
através da determinacdo da concentracdo inibitéria minima (CIM), frente a
micro-organismos comumente relacionados a ICSRC;

e Realizar o teste de aderéncia in vitro, a fim de verificar a eficacia antibiofilme
das duas formulacbes propostas frente a uma cepa Gram-positiva
(Staphylococcus aureus ATCC 25923), uma cepa Gram-negativa (Escherichia
coli clinica) e uma cepa fungica (Candida albicans ATCC 10231), através da
avaliacao de fragmentos de CVCs por MEV;

e Avaliar a eficacia antimicrobiana in vivo de fragmentos de CVCs revestidos
com as duas formulacdes propostas, através de analises hematoldgicas e
microbioldgicas frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923;

e Verificar a biocompatibilidade tecidual das duas formulacfes propostas,
através de analises hematolégicas e histopatolégicas, apoOs insercao
subcutanea de fragmentos de CVCs revestidos com as mesmas;

e Propor um revestimento para dispositivos médico-hospitalares, capaz de
impedir o desenvolvimento de biofilmes microbianos na superficie destes,

como medida preventiva de ICSRC no ambiente hospitalar.
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4 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram realizados no Nucleo de Identificacdo e Quantificacédo
Analitica (NIQUA) localizado na Faculdade de Farmacia (FF) da Universidade
Federal de Juiz de Fora (UFJF). As andlises de MEV foram executadas no
Laboratério de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer do Instituto de Biofisica Carlos
Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e no Centro de
Microscopia Eletrénica de Varredura do Museu Nacional da UFRJ. As analises
hematolégicas e microbiologicas foram realizadas no Laboratério de Andlises

Clinicas Maurilio Baldi do Hospital Universitario da UFJF.

4.1 BIOMATERIAL

Foram utilizados fragmentos do fio guia de kits de cateter triplo lumen para
acesso venoso central, fabricados em poliuretano (Medcomp®, MC3L-8S, Lote
MAMV090).

4.2 MICRO-ORGANISMOS

Foram utilizados micro-organismos frequentemente envolvidos em episédios
de ICSRC. Foram testadas cepas provenientes da American Type Culture Collection
(ATCC) — Candida albicans ATCC 10231, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 — e cepas selvagens, de origem clinica,
isoladas no Laboratdrio de Andlises Clinicas Maurilio Baldi do Hospital Universitario
da UFJF: Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa.
Estas cepas foram mantidas em meio de cultura adequado para conservacao (Skim
Milk) e armazenadas em freezer -20°C. Foram também cultivadas em meio de

cultivo Tryptone Soy Agar (TSA) a 37°C por 24 horas, sendo posteriormente
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armazenadas em geladeira (4°C). Repiques da cultura foram realizados em
intervalos regulares de 15 dias e, ap6s o0 6° repique, nova aliquota do Skim Milk foi

utilizada para recuperacao da cepa.

4.3 FORMULACOES

Foram testadas duas formulacdes para revestimento de dispositivos médico-
hospitalares. A formulacdo 1 compreendia em uma solu¢cdo composta por 3,0% de
silicone, 5,0% de xilitol e 10% de uma solucao pré-formulada (0,15% de triclosan,
0,2% de PHMB, 0,3% de cloreto de benzalcénio, 1,0% de silicone volatil, 0,1%
esséncia, 8,25% agua destilada e 90,0% de alcool etilico) em quantidade suficiente
de Genesolv®. A formulacdo 2 compreendia em uma solucao composta por 3,0% de
silicone, 5,0% de xilitol e 1,0% de triclosan em quantidade suficiente de Genesolv®.
O Genesolv® é um solvente utilizado industrialmente para carrear e fixar principios
ativos em determinado substrato, apés rapida e completa evaporacao. O triclosan foi
0 principio ativo escolhido como antimicrobiano da formulacdo 2 devido a
comprovada atividade, frente a micro-organismos de interesse, em pequenas
concentracdes (Pl 0305735-6) (SANTOS, 2003). As concentragcdes dos principios
ativos foram determinadas baseadas em estudos prévios (SANTOS, 2003; SILVA et
al., 2011; SOUSA et al., 2011) e na resolucdo RDC n°30, de 4 de julho de 2011, da
ANVISA (ANVISA, 2011). A Figura 12 demonstra os fragmentos de CVC (1 cme 2,5

cm) antes (A) e depois do revestimento com as formulacbes 1 (B) e 2 (C).

Figura 12. Imagens ilustrativas dos fragamentos de catéter venoso central (CVC) antes e ap0s ao
revestimento com as formulacdes-teste. A) CVC néo revestido (CVC-NR), B) CVC
revestido com a formulagéo 1 (CVC-R1) e C) CVC revestido com a formulagéo 2 (CVC-
R2). Fonte: a autora.
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4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Inicialmente, foram realizados os ensaios in vitro de atividade antimicrobiana
com as duas formulacbes propostas. Na sequéncia, fragmentos estéreis de CVCs
foram revestidos com estas formulacGes (imersdo nas formulacdes-teste durante 1
minuto e posterior secagem completa — por evaporagao — em placas de Petri) para
determinacao da atividade antiaderente (antibiofilme) in vitro e para realizacdo dos
ensaios de eficicia in vivo e de biocompatibilidade tecidual. Todo o delineamento

experimental do presente estudo esta apresentado na Figura 13.

[ FORMULACAO 1 l

[ FORMULACAO 2 l

| |

[ ENSAIOS IN VITRO 1 [ ENSAIOS IN VIVD 1
[ [
ATIVIDADE ATIVIDADE A‘I.-‘ALIA[;ED DA A‘I.-‘ALIA[;ED DA
ANTIMICROBIAMA ANTIADERENTE EFICACIA BICCOMPATIBILIDADE
Determinacdo da Concentragdo Microscopia Eletrénica [Anélises Macroscopicas ] [Anélises Macroscopicas ]
Inibitéria Minima (CIM) de Varredura (MEV)

[Anélises Hematologicas [Anélises Hematologicas ]

[Anlises Microbiologicas ] [Anélises HistDpatDIEhgic;asl

L

I [ Hemoculura ] [ Eritrograma ]
[5uperﬁ:iEExterna::|:|EatEter ] [ :Eu:::lgrama ]
L [ Superficie Interna do Cateter ] [ +Flaquetas ]

Figura 13. Fluxograma ilustrativo da metodologia de estudo.
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4.4.1 Ensaios in vitro

4.4.1.1 Atividade antimicrobiana

Foi empregada a técnica de microdiluicdo, através da qual foi estabelecida a
CIM por método turbidimétrico. Uma suspensdo microbiana de cada uma das 6
cepas foi preparada com solucéo fisioldgica estéril (cloreto de sédio - NaCl 9,0 g/L),
a 25% de transmitancia, com o auxilio de um espectrofotometro (A=580nm). A
suspensao microbiana padronizada foi submetida a diluicbes seriadas, em solucao
fisiolégica estéril, as quais foram incubadas em meio agar apropriado — TSA para
bactérias e Sabouraud Dextrose Agar (SDA) para levedura. Apés o periodo de
incubacdo (24 horas, 37°C para bacterias / 48 horas, 25°C para levedura), foi
realizada a contagem das unidades formadoras de colénias (UFCs), a fim de se
obter a concentracéo de 2x10° UFC/mL em cada poco da microplaca (adaptado de
USP, 1985; CANDAN et al., 2003).

Para o controle negativo, foram adicionados 100uL de caldo estéril aos pocos
das microplacas enquanto, para o controle positivo, foram empregados 100 uL de
caldo inoculado. Para a maioria das cepas bacterianas, o Mueller Hinton Broth
(MHB) foi utilizado, com excec¢éo da cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, para
a qual foi utilizado Tryptone Soy Broth (TSB). Para a cepa leveduriforme — Candida
albicans ATCC 10231 - foi utilizado o Sabouraud Dextrose Broth (SDB). No preparo
dos pocos dos grupos-teste, foram acrescentados 100 pL de caldo inoculado e 100
uL das formulagbes propostas em diferentes concentracdes (0,04; 0,06; 0,1; 0,15;
0,2; 0,4; 2; 4 e 20%). O cloranfenicol (0,0000025; 0,000025; 0,00025; 0,0025 e
0,025%) foi utilizado como farmaco de referéncia para as cepas bacterianas,
enguanto a nistatina foi empregada como farmaco de referéncia para a cepa fungica
(0,2; 2; 20; 200 e 2000 U/mL). As microplacas foram entédo incubadas nas condicdes
de tempo e temperatura supra-citadas.

A CIM foi determinada através da observagéo da turvagédo dos pocos, apds o
periodo de incubagdo. ApOs este periodo, 20 pL das substancias que néo
apresentaram turvacdo foram novamente incubados em 4 mL TSB (para bactérias)

ou SDB (para levedura), a fim de se determinar se a atividade antimicrobiana
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encontrada foi bactericida/fungicida ou bacteriostatica/fungistatica. Todo o
procedimento foi realizado em triplicata.

Para o ensaio de atividade antimicrobiana, as formulagdes propostas foram
empregadas sem silicone e sem Genesolv® (somente com 0s principios ativos) uma
vez que tais substancias sdo empregadas somente como veiculo para incorporacao
e solvente carreador, respectivamente, durante o revestimento de biomateriais

(Genesolv®, inclusive, € muito volatil e dissipa completamente).

4.4.1.2 Atividade antiaderente

Uma suspensdo microbiana padronizada, de cada cepa, foi preparada como
descrito acima — para o ensaio de atividade antimicrobiana (adaptado de USP, 1985;
CANDAN et al., 2003), a fim de ser obter 108 UFC/mL em cada tubo. Foram testadas
uma cepa Gram-positiva (Staphylococcus aureus ATCC 25923), uma cepa Gram-
negativa (Escherichia coli clinica) e uma cepa fungica (Candida albicans ATCC
10231). Para o controle negativo, foram empregados 1,5 mL de TSB (bactéria) ou
SDB (levedura) estéreis. Para o controle positivo, foram adicionados 1,5 mL de caldo
inoculado, 5% de glicose e um fragmento de CVC (1 cm) estéril, ndo revestido. Os
tubos-teste foram preparados com 1,5 mL de caldo inoculado, 5% de glicose e um
fragmento de CVC (1 cm) previamente revestido com as formulagbes propostas.
Todos os tubos foram incubados (24 horas, 37°C para bactérias / 48 horas, 25°C
para levedura) sob agitacdo (100 rpm) e circulacéo de ar (adaptado de FERREIRA
et al., 2009; SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2011).

Apés este periodo, os fragmentos de CVC foram removidos e mantidos
individualmente em tubos contendo 10 mL de tampéao fosfato 0,1M pH=7,4, onde
foram sonicados (5 minutos a 40 + 6 KHz). Posteriormente, os fragmentos de
catéteres foram fixados com 1,5 mL de glutaraldeido 2,5% por 24 horas. Em
seguida, as amostras foram lavadas (2 vezes) com 1,5 mL de tampé&o fosfato 0,1M
pH=7,4 e desidratadas com concentracfes crescentes de etanol (50% a 100%), com
intervalo de 20 minutos entre cada troca. Os fragmentos de CVC foram entdo secos
a temperatura ambiente e colados em stubs previamente identificados. Finalmente,

os fragmentos de CVC foram metalizados com 2 nm de ouro durante 2 minutos e a
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superficie externa dos mesmos foi analisada em microscopio eletrénico de varredura
em alto vacuo, no modo de elétrons secundarios (adaptado de FERREIRA et al.,
2009; SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2011).

Para o ensaio de atividade antimicrobiana, as formulacdes propostas foram
empregadas sem silicone, devido ao fato de esta substancia prejudicar a

visualizacdo adequada das amostras na analise por MEV.

4.4.2. Ensaios in vivo

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica na
Experimentagcdo Animal (CEEA-UFJF) — protocolo n° 037/2011 (Anexo A) — e estéo
de acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

Os animais foram alojados em gaiolas individuais adequadas, em ambiente
com temperatura (22°C + 2°C) e umidade (65 a 75%) controladas e sob ciclo claro-
escuro de 12 horas. Durante todo o periodo experimental, os animais foram

alimentados com agua e ragéo ad libitum.

4.4.2.1 Avaliacdo da eficicia antimicrobiana/antibiofilme

A eficacia antibiofilme das formulac6es estudadas foi testada frente a cepa
Staphylococcus aureus ATCC 25923. Este microrganismo foi escolhido porque, além
de ser um dos mais comumente presente nos casos de ICSRC (LISBOA et al., 2007;
NEVES JUNIOR et al., 2010), foi o que apresentou, no teste de aderéncia in vitro,
melhor adeséo e formacao de biofilme nos fragmentos de CVC utilizados.

No primeiro dia de experimento, os fragmentos de CVC néo revestidos (CVC-
NR), os revestidos com a formulagcdo 1 (CVC- R1) e aqueles revestidos com a
formulacdo 2 (CVC- R2), todos com 2,5 cm de comprimento, foram imersos em
tubos individuais contendo 5,0 mL de uma suspensao de Staphylococcus aureus
ATCC 25923 (10° UFC/mL) e 5% de glicose, durante 30 minutos. Ap6s este periodo,
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os fragmentos foram removidos e mantidos em placas estéreis até a completa
secagem.

Foram utilizadas 41 ratas Wistar adultas (Rattus norvegicus), com peso
variando entre 150 e 200 gramas, distribuidas aleatoriamente em 7 grupos. Os
Grupos A, B e C (5 animais/grupo) compreendiam em controles relativos — insercao
de fragmentos de CVC-NR, CVC- R1 e CVC- R2, respectivamente, sem imersao
prévia na suspensdo microbiana. Os Grupos D, E e F (7 animais/grupo)
compreendiam nos grupos-teste — insercao de fragmentos de CVC-NR, CVC- R1 e
CVC- R2, respectivamente, com imersao prévia na suspensao microbiana. O Grupo
G, com 5 animais ndo manipulados, consistia no controle absoluto. Um numero
maior de animais foi utilizado nos grupos experimentais (D, E e F) em relacdo aos
demais grupos uma vez que o delineamento do estudo j& considerava 2 tipos de
controle (relativo - grupos A, B e C e absoluto - grupo G) e permitiu, portanto,
priorizar a observacdo de um maior nimero de animais que representavam o real
objetivo do estudo - eficacia dos fragmento de CVC revestidos frente ao
microrganismo.

No primeiro dia, os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina (90
mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal) (HAJIGHAHRAMANI e
VESAL, 2007) e submetidos a tricotomia na regido dorsal. Em seguida, a regido foi
desinfectada com gaze estéril embebida em clorexidina 2% (degermante) seguida
por 0,5% de clorexidina alcodlica. Uma incisdo de 1 cm de largura, padronizada a 2
cm de distancia da espinha dorsal, foi feita em cada animal e o respectivo fragmento
de CVC (2,5 cm) foi inserido na loja cirargica subcutanea (Figura 14). No final dos 7
dias, os animais foram eutanasiados por sobredosagem anestésica (adaptado de
KOCKRO et al., 2000).
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Figura 14. Imagem representativa da inciséo (1 cm) e da inser¢éo do fragmento de catéter venoso
central (CVC) (2,5 cm) na loja cirdrgica subcutanea no dorso do animal. O circulo preto
indica a loja cirlrgica, a seta azul indica a incisdo e a seta vermelha indica o catéter
implantado. Fonte: a autora.

Durante todo o periodo experimental, o ganho de peso e o consumo de racao
foram avaliados. Andlises macroscopicas (presenca de edema, eritema, secrecéo e
febre), considerando Grau 0: nenhuma reagdo, Grau 1: reagcao discreta, Grau 2:
reagcdo moderada e Grau 3: reacdo intensa, foram realizadas. No sétimo dia, foram
obtidas amostras de sangue para analises hematoldgicas (hemograma completo) e
microbiolégicas (hemocultura). Para as andalises hematoldgicas foi utilizado um
contador automatizado (Cell Dyn 3500, Abbott, USA). Para as hemoculturas, 500 pL
de sangue total foram inseridos em 4,5 mL de Brain Heart Infusion (BHI). Na
sequéncia, os fragmentos de CVC foram removidos e submetidos a analise
microbiolégica: a) rolamento do fragmento de CVC em placa de Petri contendo agar
sangue, para a avaliacdo da contaminacao da superficie externa e, b) injecéo de 1
mL de caldo tioglicolato na face interna do fragmento CVC, em tubo contendo 4 mL
do mesmo meio de cultura, para a avaliagdo da contaminacdo da superficie interna.
As placas de Petri e os tubos foram incubados a 37°C durante 24 horas e, apés este
periodo, o crescimento bacteriano foi avaliado. A hemocultura e a contaminacdo da
superficie interna foram avaliados pela presenca ou auséncia de turvacao nos meios
de cultivo. A contaminacdo da superficie externa foi avaliada com base na seguinte
escala: contagem do numero de UFC de 0 a 100 colbnias, + = 100 a 300 colbnias,
++ = mais de 300 colbnias, +++ = coldnias incontaveis e ++++ = colbnias confluentes

(adaptado de KOCKRO et al.,, 2000). Os micro-organismos detectados foram
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posteriormente identificados pelo Laboratério de Analises Clinicas Maurilio Baldi do
Hospital Universitario da UFJF. Os fragmentos de CVC também foram submetidos a
analise por MEV, para visualizacdo da formacdo ou desagregacdo do biofilme. No
entanto, as heméceas e outras células oriundas do sangue dos animais impediram a
visualizagdo das células microbianas, o que invalidou a utilizacdo deste parametro

de andlise.

4.4.2.2 Avaliagdo da biocompatibilidade tecidual

A biocompatibilidade dos fragmentos de CVC (1 cm) revestidos com as
formulacdes estudadas foi testada com 7 e 21 dias. Estes momentos de avaliagédo
sdo os convecionalmente utilizados para estudos de biocompatibilidade (OKINO
NETO, MOURA e DAVIDOWICZ, 2010, MIYAGAKI, 2011), uma vez que as
possiveis reacdes celulares e teciduais ocorrem neste periodo.

Foram utilizadas 38 ratas Wistar (Rattus norvegicus), adultas, com peso
variando entre 150 e 200 gramas, distribuidas aleatoriamente em 4 grupos. O Grupo
1 foi composto por 6 animais com CVC-NR inseridos na regido dorsal, o Grupo 2 por
6 animais com insercdo CVC-R1, o Grupo 3 por 6 animais com insercdo CVC-R2, e,
0 Grupo 4 (grupo-controle) foi composto por 10 animais ndo manipulados. Neste
ensaio, um maior niamero de animais foi utilizado no Grupo 4 pois este representava
0 Unico controle de todo o ensaio. Além disso, foi possivel analisar dois fragmentos
de CVC, em lojas cirurgicas diferentes, em cada animal dos grupos-teste (1, 2 e 3), 0
gue nos permitiu otimizar o nimero total de animais estudados.

No primeiro dia, os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina (90
mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente, por via intraperitoneal) (HAJIGHAHRAMANI e
VESAL, 2007) e submetidos a tricotomia na regido dorsal; seguida pela desinfeccéo
com gaze estéril embebida em clorexidina 2% (degermante) e, posteriormente, em
0,5% de clorexidina alcodlica. Duas incisbes de 1 cm de largura (uma a direita e
outra a esquerda), padronizada a 2 cm de distancia da espinha dorsal e pelo menos
4 cm uma da outra, foram feitas em cada animal e os respectivos fragmentos de
CVC foram inserido nas lojas cirargicas subcutaneas. No final de 7 dias, metade dos

animais de cada grupo foi eutanasiada por overdose de anestesia e, a outra metade,
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foi eutanasiada ao final de 21 dias (adaptado de SILVA et al., 2009).

Durante todo o periodo experimental, o0 ganho de peso e o consumo de racao
foram verificados. Analises macroscopicas (presenca de edema, eritema, secrecao e
febre), considerando Grau 0: nenhuma reagao, Grau 1: reagdo discreta, Grau 2:
reacdo moderada e Grau 3: reacc¢do intensa, foram realizadas. No ultimo dia, foram
obtidas amostras de sangue para andlise hematoldgica (hemograma completo),
realizada por um contador automatizado (Cell Dyn 3500, Abbott, USA). As amostras
da pele em torno do implante do fragmento de CVC foram removidas e fixadas em
formalina tamponada 10% durante um periodo minimo de 24 horas. Sec¢des (4 pum
de espessura) foram cortadas e coradas com hematoxilina e eosina para analise
histopatoldgica. As laminas foram analisadas sob microscopio Optico e as imagens
capturadas por uma camara de video acoplada ao mesmo. Foi realizada a analise
de cinco campos microscépios aleatérios de cada amostra de tecido da lamina
histologica (ampliacdo de 400x). As imagens foram analisadas por meio dos
softwares ImageJ e Image-Pro Plus (Media Cybernetics), com auxilio de marcacao
digital, sendo submetidas a contagem de células mononucleares,
polimorfonucleares, fibroblastos, vasos sanguineos e mastécitos. A area de
coldgeno foi avaliada quantitativamente (porcentagem). A presenca de células
gigantes, area de necrose e infiltrado inflamatério foi avaliada qualitativamente
(adaptado de SILVA et al., 2009).

4.4.2.3 Andlise estatistica

A analise estatistica descritiva foi realizada para o ganho de peso, o0 consumo
de racdo, e os parametros hematoldgicos e histopatoldgicos. Andlise de variancia
(ANOVA) seguida por post hoc de Tukey foi utilizada para avaliar a diferenca entre
as médias dos resultados dos grupos de estudo. O teste t de Student para amostras
pareadas foi utilizado para a comparacdo dos parametros avaliados com 7 e 21 dias
no ensaio de biocompatibilidade. Foi utilizado o Statistical Software Package for the
Social Sciences (SPSS) 14.0 . O limite de significancia foi de p <0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 ENSAIOS IN VITRO

5.1.1 Atividade antimicrobiana

Ambas as formulagdes apresentaram atividade antimicrobiana frente a todas
as cepas testadas — Candida albicans ATCC 10231, Klebsiella pneumoniae ATCC
700603, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Acinetobacter baumannii clinica,
Escherichia coli clinica e Pseudomonas aeruginosa clinica — uma vez que, em
determinadas concentragcdes, ndo foi observada a turvagdo caracteristica de
crescimento microbiano. O controle positivo apresentou turvagao, indicativo de
crescimento microbiano; enquanto o controle negativo se manteve limpido. Os
resultados de CIM de ambas as formula¢gdes e dos farmacos de referéncia, assim
como o tipo de atividade antimicrobiana encontrada, frente a estes micro-
organismos, estao apresentados na Tabela 2.

Frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Acinetobacter baumannii
clinica e Escherichia coli clinica, ambas as formulacdes apresentaram tanto a
atividade bactericida quanto a atividade bacteriostatica. Frente a Candida albicans
ATCC 10231 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, apenas a atividade
bactericida/fungicida foi observada, para ambas as formulacfes. O comportamento
foi diferente exclusivamente frente a cepa Pseudomonas aeruginosa clinica: a
formulacdo 1 apresentou somente atividade bactericida, enquanto a formulagéo 2
demonstrou apenas atividade bacteriostética.



Tabela 2. Concentragéo inibitéria minima (CIM) e tipo de atividade antimicrobiana demonstrada pelas formulagfes e pelos farmacos de referéncia,
frente alguns micro-organismos frequentemente envolvidos em infec¢8es de corrente sanguinea relacionadas a catéter (ICSRC).

FORMULACAO 1

FORMULACAO 2

FARMACOS DE REFERENCIA
(CLORANFENICOL e NISTATINA*)

MICRO-ORGANISMOS Atividade Atividade Atividade Atividade Atividade Atividade
Bactericida / Bacteriostatica / Bactericida / Bacteriostatica / Bactericida / Bacteriostatica /
Fungicida* Fungistatica* Fungicida* Fungistatica* Fungicida* Fungistatica*
WM owm o owos o oweum
K'sziTegaé P7noe(;16”£”iae CIM = 2% i CIM = 0,04% . CIM = 0,025 % CIM = 0,00025 %
StaphX$égcggzggre“S CIM =0,1% CIM = 0,04% CIM = 0,06% CIM = 0,04% CIM = 0,000025 % -
ACi”etObacfitﬁircga“ma””" CIM = 0,2% CIM = 0,04% CIM = 0,06% CIM = 0,04% - CIM = 0,000025 %
Fscherichia coll CIM = 2% CIM = 0,2% CIM = 0,06% CIM = 0,04% : CIM = 0,025 %
Pseudomonas aeruginosa CIM = 4% ) ) CIM = 20% - CIM = 0,025 %

clinica

* para cepa fangica.
- auséncia de atividade frente ao micro-organismo testado.

CIM = concentracgdo inibitéria minima dentro do intervalado testado (formulacdes-teste: 0,04 - 20%; cloranfenicol: 0,0000025 - 0,025%; nistatina: 0,2 -

2000 U/mL).

G9
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5.1.2 Atividade antiaderente

Na superficie externa dos fragmentos de CVC-NR foram encontrados
biofilmes de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Figura 15) e de Escherichia
coli clinica (Figura 16) bem formados e aderidos. Observa-se um comportamento
diferente para a cepa Candida albicans ATCC 10231 (Figura 17), jA que foram
visualizadas apenas colonias isoladas aderidas. A inibicdo da aderéncia das
coldnias e da formagao do biofilme de todas as cepas testadas foram verificadas
pelas eletromicrografias dos fragmentos de CVC-R1 e CVC-R2, o que indica a
capacidade antiaderente/antibiofiime de ambas as formulacdes-teste.

As eletromicrografias estdo demonstradas nas Figuras 15, 16 e 17.

CVC-NR CVC-R1 CVC-R2

X2,000 10pm!

Figura 15. Eletromicrografias da superficie externa de fragmentos de CVC-NR, CVC-R1 e CVC-
R2 apo6s contato com Staphylococcus aureus ATCC 25923. A-C (aumento X2.000) e D-
F (aumento x5.000). As barras representam 2 ym (D), 5 um (E, F) € 10 ym (A-C). CVC-
NR: catéter venoso central ndo revestido; CVC-R1: catéter venoso central revestido
com a formulagdo 1 e CVC-R2: catéter venoso central revestido com a formulagéo 2.
Fonte: a autora.
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X1,000  10pm

X7,500

Figura 16. Eletromicrografias da superficie externa de fragmentos de CVC-NR, CVC-R1 e CVC-
R2 apés contato com Escherichia coli clinica. A-C (aumento x500 e x1.000) e D-F
(aumento x5.000 e x7.500). As barras representam 2 ym (E), 5 um (D, F), 10 um (B, C)
e 50 um (A). CVC-NR: catéter venoso central ndo revestido; CVC-R1: catéter venoso
central revestido com a formulagéo 1 e CVC-R2: catéter venoso central revestido com a
formulagdo 2. Fonte: a autora.

CVC-NR CVC-R1 CVC-R2

Figura 17. Eletromicrografias da superficie externa de fragmentos de CVC-NR, CVC-R1 e CVC-
R2 ap6s contato com Candida albicans ATCC 10231. A-C (aumento x3.500) e D-F
(aumento x5.000). As barras representam 5 pm (A-F). CVC-NR: catéter venoso central
ndo revestido; CVC-R1: catéter venoso central revestido com a formulagédo 1 e CVC-
R2: catéter venoso central revestido com a formulagéo 2. Fonte: a autora.
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5.2 ENSAIOS IN VIVO

5.2.1 Avaliagao da eficicia antimicrobiana/antibiofilme

Durante os 7 dias de experimento, o ganho de peso e consumo de racao
foram estatisticamente semelhantes entre 0s grupos experimentais e grupos-
controle (Tabela 3). Nenhum dos animais apresentou edema ao redor do implante
fragmento CVC. Apenas um animal do grupo A (CVC-NR) e um animal do grupo
D (CVC-NR previamente contaminado) apresentaram febre, com sinais de tremor
e secrecao ao redor do implante, sendo que a febre no animal do grupo D durou 5
dias (Anexo B). Através de uma analise qualitativa e comparativa entre 0s grupos,
observou-se que o eritema apresentado em torno dos implantes de fragmentos
CVC nos animais do Grupo D (CVC-NR previamente contaminado) foi mais
pronunciado e duradouro do que nos animais dos demais grupos. Notou-se
também, que os fragmentos de CVC dos grupos C e F (CVC-R2, sem e com
prévia contaminagdo, respectivamente) foram retirados sem nenhum sinal de pus,
exsudato ou sangue, enquanto a minoria dos animais (2 de cada grupo), dos
grupos B e E (CVC-R1, sem e com prévia contaminagcao, respectivamente) e a
maioria dos animais (5 de cada grupo), dos grupos A e D (CVC-NR, sem e com
prévia contaminagdo, respectivamente) apresentaram tais caracteristicas (Anexo
B). A Figura 18 demonstra imagens representativas dos tecidos retirados ao redor

do implante de CVC de cada grupo experimental.
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Figura 18. Fotografias dos tecidos ao redor do implante do fragmento de catéter venoso central

(CVC). A) Grupo A=CVC-NR; B) Grupo B=CVC-R1 e C) Grupo C=CVC-R2 - grupos
controle-relativo, sem imersdo prévia dos fragmentos em suspensado bacteriana. D)
Grupo D=CVC-NR; E) Grupo E=CVC-R1 e F) Grupo F=CVC-R2 - grupos-teste, cujos
fragmentos foram previamente imersos em suspensdo bacteriana. A maioria dos
fragmentos de CVC retirados dos animais do Grupo A apresentaram pus no seu interior
enquanto no Grupo D, além do pus, foi observada inflamac&o significativa do tecido. Os
tecidos dos animais dos Grupos B e E apresentaram menor grau de inflamacao, com
presenca de exsudato. Os fragmentos de CVC dos Grupos C e F foram retirados sem
nenhum sinal de inflamacao. A seta azul indica a presenca de pus, a seta verde indica
a presenca de exsudato e a seta vermelha indica a presenca de inflamacgéo tecidual.
Fonte: a autora.

Tabela 3. Ganho de peso e consumo de racdo dos animais durante a avaliacdo da eficacia
antimicrobiana/antibiofilme.

A Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Parametros A B c D E F G
Ganho de peso (%) 55%9 7,3+£2,2 16+10 -0,2+10,7 102+56 2,3+25 6,8+1,8
Consumoderacdo  19,.6 219+27 185463 17,0+7 207+2 189+16 211+28

(g/dia)

Resultados expressos como média * desvio padrdo (n=5 animais nos grupos A-C; n=7 animais
nos grupos D-F; n=5 animais no grupo G). Grupo A=CVC-NR; Grupo B=CVC-R1 e Grupo C=CVC-
R2 (grupos controle-relativo). Grupo D=CVC-NR; Grupo E=CVC-R1 e Grupo F=CVC-R2 (grupos-
teste, cujos fragmentos foram previamente contaminados). Grupo G=controle absoluto (animais
ndo manipulados).

Nenhum dos animais apresentou contaminacao sanguinea sistémica, uma

vez que todas as hemoculturas foram negativas (ndo houve crescimento

microbiano). A Tabela 4 demonstra os resultados dos parametros hematolégicos

analisados.
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Tabela 4. Parametros hematolégicos dos animais durante a avaliacdo da eficacia
antimicrobiana/antibiofilme.

A Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo Grupo
Parametros A B C D E = G
Hematimetria 7,713 75+15 7404 6,3+0,8 8,2+0,6 8,2+0,9 7,1+1.3

(x10%/mm?3) ab 2 b
Hemoglobina 145+24 141+28 142+1 119+1,3 158+1/4 16+1,9 14527
(g/dL) c,d c d
Hematdcrito 442 +78 425282 428+23 359+42 46,6 £4 46,4+54 41577
(%) ef e f
Leucometria Global 99+25 8,1+3,1 7,7+26 6,9+25 9+31 73+1,8 73+1,8
(x10%mm?)
Segmentados 39+19 29+10 223 255 236 33+ 25 245
(%)
Linfécitos 52 +17 67+11 686 69+8 727 63+24 705
(%)
Mondcitos 65 22 31 4+3 32 22 32
(%)

Eosinofilos 21 21 8+2 22 21 21 31
(%) g h g-L i i k L
Basofilos 0x1 0x0 0x1 00 00 00 0x0

(%)
Plaguetas 788+466 864 +136 831+128 913+300 1092+ 187 1242605 837 +151
(x10%/mm?)

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=5 animais nos grupos A-C; n=7 animais
nos grupos D-F; n=6 animais no grupo G). Médias seguidas pela mesma letra diferem entre si pelo
teste de ANOVA seguido por post hoc de Tukey (°p=0,029; °p=0,022; °p=0,020; p=0,013;
®p=0,037; 'p=0,044 e 9"p<0,001 ). Grupo A=CVC-NR; Grupo B=CVC-R1 e Grupo C=CVC-R2
(grupos controle-relativo). Grupo D=CVC-NR; Grupo E=CVC-R1 e Grupo F=CVC-R2 (grupos-
teste, cujos fragmentos foram previamente contaminados). Grupo G=controle absoluto (animais
nao manipulados).

A hematimetria, a hemoglobina e o hematécrito dos animais do grupo D
(CVC-NR previamente contaminado) foram estatisticamente menor do que nos
animais do grupo E — CVC-R1 previamente contaminado — (p=0,029; p=0,020 e
p=0,037; respectivamente) e do grupo F — CVC-R2 previamente contaminado —
(p=0,022; p=0,013 e p=0,044; respectivamente). No entanto, estes parametros
foram semelhantes aos encontrados para os animais do grupo G (controle). Em
relacdo a série branca, foi encontrado maior nimero de eosinoéfilos no grupo C
(CVC-R2) no que nos demais grupos (p<0,001 para todas comparacdes) (Tabela
4).
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A Tabela 5 demonstra os resultados da andlise microbioldgica das
superficies externa e interna dos fragmentos de CVC implantados nos animais de
experimentacao.

Dentre os grupos A, B e C, aqueles que compreendiam em controles
relativos, foi observada uma colonizacdo acentuada nos fragmentos de CVC-NR
(Grupo A) por diferentes micro-organismos. Nesse grupo, 20% dos animais
apresentaram Staphylococcus aureus (+) e 20% apresentaram Pseudomonas
aeruginosa (++++) como colonizadores da superficie externa. Além disso, 20%
dos animais apresentaram Citrobacter sp e Enterococcus faecalis na superficie
interna de CVC-NR. Os animais do Grupo B (CVC-R1) apenas apresentaram
colonizacdo na superficie interna (40% apresentaram Staphylococcus aureus)
enquanto os animais do Grupo C néo apresentaram nenhuma colonizacdo em
ambas as superficies.

Entre os grupos experimentais, cujos fragmentos de CVC foram incubados
anteriormente com Staphylococcus aureus ATCC 25923, foi observada uma
diferenca de intensidade na colonizacdo de ambas as superficies dos catéteres.
Todos os animais do grupo D (CVC-NR) apresentaram colonizagcdo externa por
Staphylococcus aureus com diferencas no niumero de colbnias: apenas 28,6%
dos animais apresentaram menos que 100 UFC; 14,3% dos animais
apresentaram de 100 a 300 UFC (+); 42,8% dos animais apresentaram
crescimento incontavel (+++); e, 14,3% dos animais apresentaram crescimento
confluente (++++). A superficie interna de 85,7% dos animais foi colonizada por
Staphylococcus aureus enquanto 14,3%, além de colonizag&o por Staphylococcus
aureus, apresentou também Klebsiella spp. O Grupo E (CVC-R1) apresentou, na
superficie externa, 85,7% dos animais com menos de 100 UFC e 14,3% com 100
a 300 UFC (+) de Staphylococcus aureus; enquanto a superficie interna ja
apresentou 28,6% de animais sem nenhum crescimento. No Grupo F (CVC-R2),
57,1% dos animais nao apresentaram colonizacao na superficie externa enquanto
nenhum animal apresentou crescimento na superficie interna dos fragmentos de

catéteres.
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Tabela 5. Resultados da analise microbioldgica das superficies externa e interna de fragmentos de
catéter venoso central (CVC) implantados nos animais durante o ensaio de avaliagdo da
efichcia antimicrobiana/antiaderente: deteccdo e identificacdo de micro-organismos

colonizadores.

Superficie externa dos

Superficie interna dos

Grupos fragmentos de CVC fragmentos de CVC
Grupo A 20% Staphylococcus aureus (+) . .
20% Pseudomonas aeruginosa (++++) 20% Cltrobacter8s(,)%f.n+eE2;3:)ococcus faecalis

CVC-NR 60% negativo oneg
Grupo B o

100% negativo 40% Staﬁgt;zlgg(g);izisz aureus
CVC-R1
Grupo C

100% negativo 100% negativo
CVC-R2
Grupo D 28,6% Staphylococcus aureus (<100 UFC)

14,3% Staphylococcus aureus (+) 0

CVC-NR 42,8% Staphylococcus aureus (+++) 85,7% Staphylococcus aureus

previamente
contaminado

Grupo E

CVC-R1
previamente
contaminado

Grupo F
CVC-R2

previamente
contaminado

14,3% Staphylococcus aureus (++++)

85,7% Staphylococcus aureus (<100 UFC)
14,3% Staphylococcus aureus (+)

14,3% Staphylococcus aureus (<100 UFC)
14,3% Staphylococcus aureus (+)
14,3% Streptococcus pneumoniae (<100 UFC)
57,1% negativo

14,3% Staphylococcus aureus + Klebsiella spp.

57,1% Staphylococcus aureus
14,3% Staphylococcus aureus + Klebsiella spp.
28,6% negativo

100% negativo

Resultados expressos em porcentagem de animais por grupo.

Negativo = sem crescimento microbiano; até 100 unidades formadoras de coldnia (UFC) = <100
UFC; + = de 100 a 300 col6nias; + + = mais de 300 coldnias; + + + = coldnias incontaveis e + + + +
= colbnias confluentes.

A Figura 19 demonstra as placas de agar sangue utilizadas para avaliacédo

da contaminacdo da superficie externa dos fragmentos de CVC, enquanto a

Figura 20 demonstra os tubos de tioglicolato usados para verificagcdo da

contaminacao da superficie interna dos mesmos.
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Figura 19. Fotografias das placas de agar sangue utilizadas para avaliagdo da contaminacao da
face externa dos fragmentos de catéter venoso central (CVC). A) Grupo A=CVC-NR; B)
Grupo B=CVC-R1 e C) Grupo C=CVC-R2 - grupos controle-relativo, sem imerséo
prévia dos fragmentos em suspensdo bacteriana. D) Grupo D=CVC-NR; E) Grupo
E=CVC-R1 e F) Grupo F=CVC-R2 - grupos-teste, cujos fragmentos foram previamente
imersos em suspensao bacteriana. A seta vermelha indica a presenca de crescimento
microbiano e a seta azul indica a auséncia do mesmo. Fonte: a autora.
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Figura 20. Fotografias dos tubos de tioglicolato utilizados para avaliacdo da contaminacgéo da face
interna dos fragmentos de catéter venoso central (CVC). A) Grupo A=CVC-NR; B)
Grupo B=CVC-R1 e C) Grupo C=CVC-R2 - grupos controle-relativo, sem imerséo
prévia dos fragmentos em suspensédo bacteriana. D) Grupo D=CVC-NR; E) Grupo
E=CVC-R1 e F) Grupo F=CVC-R2 - grupos-teste, cujos fragmentos foram previamente
imersos em suspenséo bacteriana. A seta vermelha demonstra a turvacdo do meio de
cultura, o que indica crescimento microbiano. A seta azul demonstra o meio de cultura
limpido, sem crescimento de micro-organismos. Fonte: a autora.
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5.2.2 Avaliagao da biocompatibilidade tecidual

Durante os 7 primeiros dias de experimento, o ganho de peso e consumo
de racéo foram estatisticamente semelhantes entre os grupos experimentais e o
grupo controle. Apds o 7° até o 21° dia do experimento, embora o consumo de
racdo tenha se mantido estatisticamente semelhante entre os grupos, foi
observado maior ganho de peso nos animais do grupo 3 no que nos animais dos
grupos 1, 2 e 4 (p=0,038; p=0,045 e p=0,022; respectivamente) (Tabela 6).

Durante os primeiros 7 dias, nenhum dos animais apresentou edema e
secrecdo em torno do fragmento de CVC impantado, nem sinais de febre. Através
da andlise comparativa entre os grupos, observou-se que o eritema em torno do
fragmento de CVC dos animais do grupo 2 (CVC-R1) foi mais acentuado do que
nos animais do grupo 1 (CVC-NR). Os animais do grupo 3 (CVC-R2) foram os
gue menos apresentaram eritrema em torno do implante, sendo que, quando
presente, o eritrema apareceu de forma menos pronunciada (Anexo E).

Até o 21° dia de experimento, a intensidade do eritema em torno do
fragmento de CVC tornou-se semelhante nos grupos 1 (CVC-NR) e 2 (CVC-R1).
O eritrema presente nos animais do grupo 3 (CVC-R2) se manteve leve e de
forma menos pronunciada que nos animais dos demais grupos. Também foram
observados, ao redor do fragmento de CVC dos animais do grupo 1 (CVC-NR)
sinais de secrecao, enquanto nos animais dos grupos 2 (CVC-R1) e 3 (CVC-R2)
notou-se a presenca de edema em torno do implante. Nenhum dos animais

apresentou sinais de febre (Anexo E).



75

Tabela 6. Ganho de peso e consumo de racdo dos animais durante o ensaio de
biocompatibilidade tecidual.

7 DIAS
Parémetros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Ganho de peso (%) 6+4,8 42+46 10,6 +1,8 10+2,4
Consumo de racao (g/dia) 16+£29 119+7,3 16,2+£0,8 18,1+1,3
21 DIAS
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Ganho de peso (%) 231+25% 237+69° 432+1223%° 232+6,7°
Consumo de racao (g/dia) 205+2,3 20,7+0,5 18,6 £ 0,9 19,1+24

Resultados expressos como média *+ desvio padrao (n=6 animais até 7°dia e n=3 animais até 21°
dia, nos grupos 1-3; n=10 animais até 7°dia e n=5 animais até 21° dia, no grupo 4). Médias
seguidas pela mesma letra diferem entre si pelo teste de ANOVA seguido por post hoc de Tukey
(?p=0,038; "p=0,045 e °p=0,022). Grupo 1=CVC-NR; Grupo 2=CVC-R1; Grupo 3=CVC-R2 e
Grupo 4=controle absoluto (animais nao manipulados).

A Tabela 7 demonstra os resultados dos parédmetros hematoldgicos
observados nos animais de experimentagdo. Com 7 dias de experimento, a
hematimetria encontrada nos animais do grupo 2 (CVC-R1) foi menor
estatisticamente do que nos animais do grupo 4 (controle) (p=0,050). As
plaguetas dos animais do grupo 1 (CVC-NR) apresentaram a contagem
estatisticamente maior do que nos animais do grupo 2 (CVC-R1) e grupo 4
(controle) — p=0,016 e p=0,027 respectivamente — enquanto, a contagem de
plaguetas do grupo 3 (CVC-R2) foi estatisticamente maior que no grupo 2 (CVC-
R1) (p=0,042). Os grupos-teste apresentaram as plaquetas estatisticamente
semelhante ao grupo-controle, com excegcdo do grupo 1 (CNR-NR) que
apresentou niveis maiores (p=0,027).

Aos 21 dias de ensaio, os niveis de células vermelhas e de plaquetas
tornaram-se semelhantes entre todos os grupos. No final do experimento, notou-
se diferenca estatistica apenas na contagem diferencial de leucdcitos: o grupos 1
(CVC-NR) e 2 (CVC-R1) apresentaram maior contagem de segmentados —

p=0,043 e p=0,037 respectivamente —, em relacdo ao grupo 4 (controle),
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enquanto o grupo 3 (CNR-R2) se manteve estatisticamente igual ao mesmo.
Proporcionalmente, a contagem de linfécitos do grupo 1 (CNR-NR) foi
estatisticamente inferior ao do grupo controle (p=0,019). As demais comparacdes
foram estatisticamente semelhantes.

A comparacdo realizada entre o periodo inicial (7 dias) e o periodo final (21
dias) do experimento demonstra que, mesmo que 0 contato com os CVC
revestidos ocorra por um tempo maior, 0s parametros hematolégicos nao
apresentaram diferencas significativas. Apenas foram encontradas diferengas
estatisticas na hematimetria dos animais do grupo 2 (CVC-R1), que se
demonstrou menor inicialmente (p=0,030), e na contagem de mondcitos dos
animais do grupo 4 (controle), que se mostrou também menor nos primeiros 7

dias de experimento (p=0,015).



Tabela 7. Pardmetros hematoldgicos dos animais no ensaio de biocompatibilidade tecidual.

A 7 DIAS 21 DIAS
Parametros
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Hematimetria 81+05 71%01°* 76+01 81%05° 79+08 83+04* 7,71 7,4+05
(x10°/mm>)
Hef?ol%lf;)ma 152+0,2 141+06 148+02 152%0,7 149+0,9 151+0,7 139+26 13810
g
Hem(il/t?CfitO 442+18 40,4+09 425+02 438+19 441+36 4527 41+8,4 41+3,1
0
Leucometria Global 6,1 +1,6 58+2,7 47421 6,4+29 6,6 +3,8 6,8+2,1 61+31  61+14
(x10°/mm°)
Segrr};r;tados 29+9 27+6 235 19+9 28+13° 27+2' 17+1 15+2°
0
Limzfg/c)itos 66 + 10 67+8 73+3 7710 64+9° 68+ 3 76+1 7739
0
Mondcitos 3+3 5+4 3+2 2+1* 5+1 3+1 3+1 5+4*
(%)
Eosindfilos 2+1 2+1 1+1 3£2 3£1 3+1 4+1 3£2
(%)
Basdfilos 0£0 0£0 1+1 0£0 1+1 0+0 0+0 0£0
(%)
(Pllaoqgllietag) 999 +74°° 499 +42°¢ 910+127° 624 +183° 744+257  915+19  942%48 827 +152
X mm

Resultados expressos como média + desvio padrdo (n=6 animais até 7°dia e n=3 animais até 21° dia, nos grupos 1-3; n=10 animais até 7°dia e n=5
animais até 21° dia, no grupo 4). Médias segmdas pela mesma letra d|ferem entre si pelo teste de ANOVA seguido por post hoc de Tukey —
comparag&o entre grupos, no mesmo tempo (°p=0,050; p =0,016; °p=0,027; p =0,042; °p=0,043; p =0,037 e %p=0,019). Médias seguidas pelo mesmo
simbolo diferem entre si pelo teste t de Student para amostras emparelhadas — comparacgéo entre tempos, no mesmo grupo (*p=0,030 e p =0,015).
Grupo 1=CVC-NR; Grupo 2=CVC-R1; Grupo 3=CVC-R2 e Grupo 4=controle absoluto (animais ndo manipulados). CVC-NR: catéter venoso central ndo
revestido; CVC-R1: catéter venoso central revestido com a formulacdo 1 e CVC-R2: catéter venoso central revestido com a formulagéo 2.
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Na Tabela 8 sdo apresentados os resultados da andlise histopatolégica,
apos avaliacdo microscopica e a Figura 21 redne imagens microscopicas
representativas do tecido ao redor do CVC implantado, em cada grupo
experimental.

Nos primeiros 7 dias de experimentos, destaca-se para os grupos 2 (CVC-
R1) e 3 (CVC-R2) um maior nuamero de fibroblastos (p=0,013 e p<0,001,
respectivamente), vasos sanguineos (p=0,009 e p=0,002, respectivamente) e
maior area de colageno (p=0,005 e p<0,001, respectivamente) quando
comparado com o grupo 4 (controle). Observou-se, que o grupo 3 (CVC-R2)
apresentou maior numero de células mononucleares (p<0,001) e
polimorfonucleares (p=0,001) em relacdo ao grupo 4 (controle), porém sem
diferenca estatistica ao encontrado para o grupo 1 (CVC-NR).

Do 7° ao 21° dia, encontrou-se um maior nimero de fibroblastos (p=0,002)
e area de colageno (p=0,005), e também de mononucleados (p<0,001) e
polimorfonucleados (p=0,033), no grupo 2 (CVC-R1) em relacdo ao grupo 4
(controle); enquanto o grupo 3 (CVC-R2) apresentou, também em relacdo ao
grupo 4 (controle), um maior numero de fibroblastos (p=0,002), vasos sanguineos
(p=0,004), mononucleados (p<0,001) e polimorfonucleados (p=0,004). Contudo,
no final do experimento, ambos 0s grupos experimentais apresentaram 0s
parametros histopatologicos semelhantes ao grupo 1 (CVC-NR), com excecéo do
grupo 2 (CVC-R1) que continuou apresentando maior nimero de mononucleados
(p=0,002). Células gigantes, area necrotica e infiltrado inflamat6rio foram
ausentes nos quatro grupos, durante todo o ensaio.

ApoOs a analise comparativa dos parametros encontrados no periodo inicial
(7 dias) com aqueles encontrados no periodo final (21 dias) do experimento,
observou-se que no grupo 2 (CVC-R1) o numero de polimorfonucleados (p=0,014)
e de mastécitos (p=0,001) diminuiu ao longo do tempo, enquanto a area de
colageno aumentou (p=0,009) no final do ensaio. Ja& no grupo 3, notou-se uma
reducdo significativa no numero de mononucleados, polimorfonucleados e
fibroblastos (p<0,001, p=0,004 e p<0,001, respectivamente) e um aumento no

namero de mastocitos (p=0,020) ao longo do experimento.



Tabela 8. Parametros histopatoldgicos obtidos apés avaliagdo microscépica do tecido ao redor dos fragmentos de catéter venoso central implantados

nos animais durante o ensaio de biocompatibilidade tecidual.

Parametros 7 DIAS 21 DIAS
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4
Mononucleados 23,7+20,8*  13,1+7,9° 328%205°°® 594,91 61£55%  125%9,1% 10,4 + 6°° 29231
Polimorfonucleados 7,6 £7,5%  4,8+38" 7,2 + 6,45 0,9 +1,3% 33+28%  26£21%"  37434%  06%09%
Fibroblastos 253,8+89,2" 240 +76,6™ 401,6 +962""? 167,6 + 35,4%" 2114698  242:844% 41 64+85"® 1639457
Vasos sanguineos 12,7 + 6,7¢ 13,8 +8,8" 15 +10,6™ 6 + 5,55m 113+7,4 12,3+6,3 17,2+ 12,4 8,8+7
Mastdcitos 09+17" 29:+35°P*  05+18" 0+ 0P 1622  04%12°  ;5i3gkl  0711%
Colageno (%) 67,1+13,4  644+11,1% 76165 57,9+ 94" 68,6201 73,2+106"  §77+144 57 £19,9"
Células gigantes Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Area necrética Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente
Infiltrado inflamatério Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente Ausente

Resultados expressos como média + desvio padrao (n=6 animais até 7°dia e n=3 animais até 21° dia, nos grupos 1-3; n=10 animais até 7°dia e
n=5 animais até 21° dia, no grupo 4). Médias seguidas pela mesma letra diferem entre si pelo teste de ANOVA seguido por post hoc de Tukey —
comparagdo entre grupos, no mesmo tempo — 7 dias (*°p=0,001; >°%MPHh<0 001; 9Mp=0,002; 'p=0,013; “p=0,031; ‘p=0,009; "p=0,004 e
99=0,005) e 21 dias (**"p=0,002; "°p<0,001; p=0,001; **p=0,033; "“p=0,004; |p=0,007 e “p=0,005). Médias seguidas pelo mesmo simbolo
diferem entre si pelo teste t de Student para amostras emparelhadas — compara¢do entre tempos, N0 mesmo grupo (*‘®’Qp<0,001; *p=0,017;
Ap:0,014; *p=0,001; *p=0,0009; Ip:0,004; Tp:O,OZO; ﬂp:O,OO7; §p:O,OlZ). Grupo 1=CVC-NR; Grupo 2=CVC-R1; Grupo 3=CVC-R2 e Grupo
4=controle absoluto (animais ndo manipulados). CVC-NR: catéter venoso central ndo revestido; CVC-RL1: catéter venoso central revestido com a
formulagdo 1 e CVC-R2: catéter venoso central revestido com a formulagéo 2.
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Figura 21.

CONTROLE

Imagens representativas da andlise microscopica realizada no tecido ao redor dos implantes de catéter venoso central. CVC-NR: catéter
venoso central ndo revestido, CVC-R1: catéter venoso central revestido com a formulacdo 1, CVC-R2: catéter venoso central revestido
com a formulacdo 2 e CONTROLE: tecido de animais ndo manipulados. Através de analise qualitativa das imagens observa-se um
processo inflamatério mais pronunciado no tecido ao redor de CVC-NR do que de CVC-R1 e CVC-R2 e no tecido controle, tanto nos
primeiros 7 dias quanto ao final do experimento (21 dias). Diferentes simbolos identificam os principais parametros analisados: quadrado
preto = mononucleado, circulo preto = polimorfonucleado, seta preta = fibroblastos, seta branca = vaso sanguineo e triangulo branco =
colageno. Aumento de 40X. Fonte: a autora.
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6 DISCUSSAO

Catéteres cobertos ou impregnados de agentes antimicrobianos podem
diminuir o risco de ICSRC e os custos hospitalares associados ao tratamento
destas infec¢bes, apesar do custo adicional para aquisicao deste tipo de catéter.
O presente estudo prop0s duas formulagdes inovadoras para o revestimento de
CVC com provaveis capacidades antiaderente e antimicrobiana na prevencao de
ICSRC.

Tanto a formulacdo 1 quanto a formulacdo 2, cujos principios ativos
compreendiam em xilitol + triclosan + PHMB e xilitol + triclosan, respectivamente,
apresentaram significante atividade antimicrobiana, tanto bacteriostatica quanto
bactericida, frente a todas as cepas testadas. O triclosan e a PHMB foram
incluidos nas formulacdes devido ao amplo espectro antibacteriano e antifungico
ja conhecido destas substancias, além do perfil de seguranca favoravel (baixa
citotoxicidade) associado a elas (WELK et al., 2005; GAO e CRANSTON, 2010;
LEAPER et al., 2011; BUTCHER, 2012; LUBARSKY et al., 2012). O triclosan foi
originalmente introduzido no mercado como um biocida ndo especifico, contudo
seu mecanismo de acao tem sido relacionado ao fato de tal substancia afetar as
membranas bacterianas como consequéncia da inibicdo especifica da biossintese
de acidos graxos (LUBARSKY et al., 2012). A PHMB é conhecido por interagir
com fosfolipideos da membrana de bactérias Gram-negativas prejudicando a
integridade da mesma. E um agente potente, com grande atividade espectral
antibacteriana, mas com baixa toxicidade para organismos eucarioticos (GAO e
CRANSTON, 2010).

Somente frente a cepa Pseudomonas aeruginosa clinica o comportamento
foi diferente: a formulacdo 1 apresentou CIM bactericida menor (CIM=4%) que a
formulagdo 2, cuja atividade foi bacteriostatica e com CIM=20%. Isso se deve,
possivelmente, & presenca de PHMB na formulagcdo 1 que confere o carater
bactericida a mesma pelo seu proprio mecanismo de acao: ruptura da membrana
plasmatica dos microrganismos (MAILLARD, 2002; FENG et al., 2011).

Apesar da formulagéo 1 contemplar a associagéo de dois antimicrobianos,
no intuito de potencializar a agéo antibacteriana e antifungica do revestimento, foi

a formulagéo 2 que apresentou menor CIM, tanto bactericida/fungicida quanto
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bacteriostatica/fungiostatica, frente a todos os micro-organismos testados. No
entanto, esta assertiva sO € valida quando consideramos as formulacdes
completas, ja que as CIM apresentadas na Tabela 2 representam a CIM das
formulacdes, e ndo dos principios ativos. Por exemplo, frente a Staphylococcus
aureus ATCC 25923 (cepa-alvo deste estudo, testada posteriormente in vivo), a
CIM bactericida do triclosan e do PHMB na formulagcdo 1 foram 0,00015% e
0,0002%, respectivamente; enquanto a CIM bacteriostatica do triclosan e do
PHMB foram 0,00006% e 0,00008%, respectivamente. Ja o triclosan, na
formulagdo 2, apresentou CIM bactericida de 0,0006% e bacteriostatica de
0,0004%. Estas CIM dos principios ativos tornam-se equiparaveis a CIM
bacteriostatica apresentada pelo cloranfenicol, farmaco de referéncia, para a
referida cepa (0,000025%). Posteriormente, in vivo, a eficacia antimicrobiana da
formulacédo 2 (1% de triclosan) foi superior a da formulag&o 1 (0,015% de triclosan
e 0,02% de PHMB) uma vez que, in vivo torna-se necessario uma maior
concentracdo de ativo, do que a CIM determinada in vitro, a fim de evitar
interferéncias pelas variavies fisiologicas existentes.

A multirresisténcia as diferentes drogas por cepas microbianas tem
estimulado investigagdes envolvendo compostos com efeito potencializador de
antimicrobianos ou que atuam sinergicamente. Alguns estudos demonstraram 0s
resultados de algumas dessas associacfes. Tanaka e colaboradores (2002)
sugerem a efetividade da combinacdo de Tris (hidroximetil-aminometano) e/ou
acido etileno diamino tetra acético (EDTA) com antimicrobianos convencionais. O
EDTA apresenta as propriedades de aumentar a permeabilidade da parede
celular bacteriana e de alterar a estabilidade dos ribossomos de micro-
organismos, potencializando a acéo de determinadas drogas. O Tris potencializa
os efeitos do EDTA nos micro-organismos, por interferir na sintese do
peptideoglicano, blogueando a utilizacdo de compostos necessérios a biossintese
da parede bacteriana. Observou-se que os aminoglicosideos, as quinolonas e as
cefalosporinas testadas apresentaram maior efetividade antimicrobiana, frente a
amostras de Pseudomonas aeruginosa, quando combinados com Tris-EDTA. Lins
(2011) avaliou diversas associacfes de metabdlitos naturais extraidos das plantas
Zanthoxylum tingoassuiba e Dictyoloma vandellianum com antimicrobianos
sintéticos e constatou, ha maioria das vezes, um efeito sinérgico e potencializador

da acdo antimicrobiana. Como exemplo, o 6leo essencial de Zanthoxylum



83

tingoassuiba potencializou a agédo de fluoroquinolonas diminuindo os valores de
CIM em no minimo 02 vezes.

No presente estudo, a associacdo de triclosan com PHMB foi menos
vantajosa que o uso isolado de triclosan, possivelmente pela diferenca de
concentracdo destas substancias em cada formulagdo. A formulacdo 1, onde
observa-se a associacdo dos dois antimicrobianos, possui apenas 0,015% de
triclosan (10% de uma solucéo pré-formulada com 0,15% de triclosan) enquanto a
formulacéo 2 continha 1% de triclosan.

Paralelamente a avaliagdo antimicrobiana, foi realizado o teste de
aderéncia, ou seja, de avaliacdo da capacidade antibiofime das duas
formulacdes, ja que na maioria das vezes 0S micro-organismos se encontram
aderidos nos dispositivos médico-hospitalares na forma de biofilme. Esta
capacidade de aderéncia tem grande importante na patogénese das ICSRC.
Biofilmes formados em catéteres séo responsaveis por cerca de 85% das ICSRC
em unidades de terapia intensa (UTIs), e representam causa significativa de
morbi-mortalidade (VENKATESH et al., 2009).

As eletromicrografias dos fragmentos de CVC, obtidas por MEV, corroboram
os resultados obtidos no ensaio de atividade antimicrobiana. Ambas formulacdes
demonstraram eficacia antibiofilme frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli clinica e Candida albicans ATCC 10231. A avaliacdo qualitativa
das imagens obtidas por MEV demonstrou que, apenas frente a cepa Gram-
negativa, no menor aumento, foram ainda visualizados bacilos aderidos no
fragmento de CVC revestido com a formulacdo 1 (CVC-R1). No entanto, na
imagem de maior aumento, € possivel observar a inibicdo do biofilme ja que foram
encontrados apenas raros bacilos aderidos de forma planctbnica. Esta inibic&o
por si sO ja é considerada relevante, uma vez que infec¢des clinicas oriundas de
biofilme sado dificeis de serem erradicadas. Os micro-organismos arranjados em
biofilme ficam embebidos em uma matriz extracelular a qual dificulta a penetracao
dos antibiéticos (protegendo o biofilme) o que torna, na maioria dos casos, 0 uso
de antimicrobianos ineficaz (DWYER, 2008; LANDINI et al., 2010; CAVA et al.,
2011). Ainda, embora as bactérias tenham a capacidade de liberar antigenos que
estimulam a producdo de anticorpos pelo hospedeiro, 0s micro-organismos
envolvidos em biofilme sdo resistentes a estes anticorpos (DWYER, 2008). Além
destes fatores, deve-se também considerar que os biofilmes facilitam a
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propagacado de resisténcia a antibioticos por permitir a transferéncia horizontal de
genes (FUX et al., 2005). Giacometti e colaboradores (2007) afirmam que a
resisténcia dos micro-organismos quando formados em biofilme muitas vezes leva
a falha da terapia convencional e a consequente necessidade de remocdo dos
dispositivos médico-hospitalares infectados.

A inibicdo da formacdo do biofilme causada por ambas as formulacdes-
teste, mesmo que algumas formas microbianas ainda possam estarem aderidas
isoladamente, demonstra a capacidade dos catéteres revestidos em reduzir a
chance de ocorréncia de infeccbes sistémicas. Tal capacidade antibiofiime é
oriunda da presenca de xilitol nas formulacbes e, possivelmente, pela sua
capacidade em atuar por diferentes mecanismos de acdo (formacdo de
complexos com fons Ca™? bloqueio de receptores de lectinas, inibicdo da
expressao génica de genes formadores de biofilmes, entre outros) (SHARON e
OFEK, 2000; MAILLARD, 2002; KUROLA et al., 2009; FENG et al.,, 2011;
LUBARSKY et al., 2012).

Existem na literatura diversos estudos que contemplam a propriedade
antiaderente do xilitol frente a bactérias Gram-positivas (TAPIAINEN et al., 2004;
FERREIRA et al., 2009; KUROLA et al., 2011; RUIZ et al., 2011), Gram-negativas
(AMMONS et al., 2009; SILVA et al., 2011; SOUSA et al.,, 2011) e leveduras
(ICHIKAWA et al., 2008). Kurola e colaboradores (2011) verificaram que o xilitol
foi eficaz no controle da formacédo do biofiime de 20 cepas de Streptococcus
pneumoniae isoladas da boca de criangas, através da inibicdo da expresséo de
do gene IytA envolvido na formacgéo de biofilmes. Sousa e colaboradores (2011)
demonstraram que 0,5; 2,5 e 5,0% de xilitol foi capaz de inibir significativamente a
aderéncia de cepas, ATCC e clinica, de Pseudomonas aeruginosa, tanto atraves
da contagem do numero de UFC’s desprendidas do corpo de prova quanto por
fotografias de MEV. Uma das cepas utilizadas no presente estudo -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 — também foi avaliada por Ferreira e
colaboradores (2009) os quais observaram, através de MEV, a capacidade
antiaderente do xilitol nas concentracdes 1,0; 5,0 e 10;0%.

O mecanismo capaz de explicar como o xilitol é eficaz no impedimento da
aderéncia de micro-organismos ainda nao foi totalmente esclarecido. Algumas
hipoteses tém sido sugeridas: Kontiokari e colaboradores (1998) verificaram que

5% de xilitol impedia a aderéncia de Streptococcus pneumoniae a superficie de
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células epiteliais e atribuiram ao resultado encontrado possivelmente a
capacidade do xilitol em inibir o movimento das lectinas bacterianas. Assim, as
lectinas presentes na superficie de muitas bactérias patogénicas tornam-se
incapazes de mediar a ligacdo do micro-organismo as glicoproteinas ou
glicolipideos expressos na superficie dos tecidos do hospedeiro. Além disso, na
presenca de hidratos de carbono sollveis, especialmente xilitol, ocorre uma
perturbacdo do metabolismo bacteriano que pode resultar na separacdo de
bactérias, ja aderidas, do tecido celular (SHARON e OFEK, 2000). Katsuyama e
colaboradores (2005a, 2005b) observaram, através de MEV, a capacidade de
diversas substancias, entre elas o xilitol, em impedir a formacédo do biofiime de
Staphylococcus aureus. O xilitol (5%) atuou sinergicamente com farnesol (0,02%)
— sesquiterpeno comumente encontrados em Oleos essenciais, com potencial
antimicrobiano — ao inibir a formacgéo do glicocélix bacteriano, principal estrutura
responsavel pela resisténcia aos farmacos e que impede o reconhecimento dos
micro-organismos, como estranhos ao organismo, pelo sistema imunolégico. Por
fim, alguns estudos tém demonstrado que o xilitol pode regular a expressao de
genes, por exemplo, através da: diminuicdo da expressdo de gtfD, gene
responsavel pela codificagdo de enzimas importantes na aderéncia celular e
formacdo de biofilmes de Streptococcus mutans (SHEMESH et al., 2006);
diminuicdo da expressdo de gtfB, gene que controla a producdo de glucanos
extracelulares insollveis na superficie da bactéria Streptococcus mutans (LEE et
al., 2009); diminuicdo da expressao de cpsB, gene responséavel pela formacéo da
capsula de Streptococcus pneumoniae (KUROLA et al., 2009); e, diminuicdo da
expressao de IytA, gene que controla a formacéo do biofiimme de Streptococcus
pneumoniae (KUROLA et al., 2009).

O sinergismo da atividade antimicrobiana oriunda das substancias
anteriomente discutidas, triclosan e PHMB, juntamente com a capacidade
antiaderente do xilitol, representam uma importante estratégia a ser considerada
na obtencdo de formulaces para revestimento de materiais medico-hospitalares.
Uma vez atestada, in vitro, a eficacia antimicrobiana e antibiofilme das
formulag@es, tornou-se indicado avaliar a eficacia in vivo e a biocompatibilidade
das mesmas.

Durante o ensaio de avaliacao da eficacia in vivo dos catéteres revestidos,

nao foi observada nenhuma diferenca no consumo de racdo e no ganho de peso
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entre 0s animais pertencentes aos grupos experimentais e aos grupos-controle
(Tabela 3). As alteracbes comportamentais (como, a alteracdo do apetite)
juntamente com a observacdo de sinais fisiologicos (por exemplo, a perda de
peso) sdo bons indicadores de estresse cronico, desconforto ou dor (RIVERA,
2002). No referido ensaio, 0s animais pertencentes ao grupos com catéteres
revestidos (CVC-R1 e CVC-R2) ndo apresentaram diferenca no estado geral e
nenhum sinal de estresse em comparacdo com 0S animais pertencentes ao grupo
controle e aos grupos com catéteres nao revestidos (CVC-NR).

A observacdo macroscépica dos tecidos retirados demonstrou que oS
tecidos ao redor de CVC-R2 apresentaram sinais de inflamacédo diminuidos em
comparacdo com os tecidos ao redor de CVC-R1 e CVC-NR, sendo que o
fragmento de CVC nao revestido foi o que mais provocou inflamacao local, com
sinais visiveis de secre¢do purulenta, exsudato sanguinolento e edema (Figura
19). Estes resultados foram posteriormente explorados no ensaio de
biocompatibilidade que avaliou, além destes sinais, parametros microscopicos. Os
resultados obtidos com as analises hematoldégicas demonstraram que as
diferencas estatisticas encontradas na série vermelha (células vermelhas do
sangue, hemoglobina e hematécrito) dos grupos experimentais (CVC-R1 e CVC-
R2 em relacdo a CVC-NR) nao foram estatisticamente significantes em relacao
aos grupos controle-relativo (com insercdo de fragmentos de CVC néao
contaminados) e ao grupo controle-absoluto. Os resultados da série branca
demonstraram uma eosinofiia no Grupo C (CVC-R2, nado previamente
contaminado) em relacdo aos demais grupos. A eosinofilia pode representar uma
resposta alérgica ou uma reacao inflamatoéria tissular (CHAUFFAILLE, 2010); no
entanto, esta resposta nao foi necessariamente provocada pelo revestimento
(formulacdo 2), j& que biomateriais exdgenos implantados (corpo estranho)
podem produzir reagcOes deste tipo (FRANZ et al., 2011).

Os resultados negativos das hemoculturas indicaram que ndo houveram
episodios de infeccdo da corrente sanguinea em qualquer animal. Em conjunto
com a contagem de segmentados do hemograma, que se apresentou dentro dos
limites normais em todos os grupos, pode-se concluir que ndo houve infeccdo
generalizada, em nenhum grupo, durante todo o experimento. Este resultado é
relevante uma vez que a hemocultura € o método tradicionalmente empregado

para avaliacdo de episodios de bacteremia e sepse. Crump e Collignon (2000)
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sugeriram que grande parte dos catéteres inseridos por longos periodos
(geralmente mais do que 8 dias) irdo apresentar micro-organismos embebidos em
uma matriz, caracterizando um biofilme microbiano, suficientemente resistente e
capaz de causar uma sepse sistémica. A ocorréncia e a taxa dessa proliferacédo
depende de fatores de viruléncia microbianos, de fatores do hospedeiro e das
caracteristicas do dispositivo médico-hospitalar. As Diretrizes para a Prevencao
de Infeccbes Relacionadas a Catéteres Intravasculares, elaboradas pela
Association for Professionals in Infection Control and Epidemiology (APIC)
(O’'GRADY et al., 2002), sugerem um risco aumentado para ICSRC apés 5 a 7
dias de cateterismo e, ainda, sugerem gue a substituicdo do catéter em intervalos
de tempo programados € uma medida ineficaz para reducdo das taxas de
infeccdo. Por estes motivos, optou-se por um periodo de 7 dias para avaliacdo da
bacteremia e, apdés este periodo, foi observado que a utilizacdo de catéteres
impregnados com formulacdes antibiofilme representa uma alternativa eficaz para
prevenir episodios de ICSRC.

A anélise microbiolégica das superficies, tanto interna quanto externa, dos
fragmentos de CVC, demonstrou uma diminui¢do na colonizagdo de CVC-R1 e de
CVC-R2, em comparacédo com CVC-NR. Ainda que os revestimentos ndo tenham
impedido totalmente esta colonizacdo, pode-se observar uma diminuicdo na
intensidade de colonizagdo nos catéteres revestidos (de forma mais pronunciada
no CVC-R2 do que no CVC-R1) em relagcdo aos fragmentos sem nenhum
tratamento. Com as imagens obtidas por MEV (in vitro), torna-se possivel afirmar
gue as colbnias ainda encontradas aderidas nos catéteres revestidos estédo
presentes na forma planctbnica, e ndo organizadas em biofilme, o que indica a
vantagem do revestimento antiaderente/antimicrobiano. Mesmo se estas colonias
causarem algum tipo de infeccdo no paciente, esta, provavelmente, sera local e
nao sistémica — uma vez que, até o sétimo dia, a hemocultura foi negativa — a
infeccdo seria facilmente combatida por defesas do hospedeiro ou por algum
tratamento antibidtico adequado, se necessario.

Kockro e colaboradores (2000) investigaram, de forma semelhante ao
presente estudo, a colonizacdo da superficie de fragmentos de catéteres
impregnados com rifampicina, por Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e
Staphylococcus aureus clinico, através de MEV e de cultura microbiolégica. Foi

observada uma reducdo na adeséo bacteriana inicial (apenas algumas células
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individuais) na superficie dos fragmentos de catéter impregnados em contraste
com fragmentos de catéteres ndo impregnados. Os autores sugeriram que,
embora a incorporacéo de rifampicina em polimeros de silicone ndo tenha sido
suficiente para prevenir completamente a aderéncia microbiana inicial, a
colonizagédo subsequente nestes fragmentos revestidos poderia ser evitada, o que
impediria a continuidade da colonizacéo/infeccdo e aumentaria a eficiéncia do
cateterismo e das terapias paralelas.

Ao observarmos 0s grupos experimentais, cujos fragmentos de CVC foram
inseridos sem contaminacao prévia, verificou-se que a formulacdo 2 (Grupo C)
impediu totalmente a colonizacdo por micro-organismos exodgenos tanto na face
externa quanto na interna (auséncia de crescimento), enquanto a formulacédo 1
(Grupo B) impediu totalmente a colonizagdo apenas na face externa. Os animais
do Grupo A, os quais mimetizam 0 que ocorre atualmente nos hospitais —
insercdo de fragmentos de CVC sem nenhum revestimento — apresentaram
diferentes micro-organismos em ambas as faces do catéter. JA nos grupos
experimentais, cujos fragmentos de CVC foram inseridos apds contaminacao
prévia, observou-se no Grupo D (CVC-NR) toda as intensidades de colonizacao
de face externa (variando de <100 colbnias até ++++). No Grupo E (CVC-R1)
foram encontrados 85,7% dos animais apenas com < 100 colbnias aderidas
enquanto no Grupo F, 57,1% ja apresentaram os fragmentos de CVC sem
nenhuma colonizagdo. A diminuigdo da colonizagdo da face interna ocorreu da
mesma forma: enquanto 85,7% dos animais do Grupo D apresentaram
crescimento positivo, 28,6% dos animais do Grupo E e 100% dos animais do
Grupo F apresentaram crescimento negativo.

Assim como observado nos ensaios in vitro de atividade antimicrobiana e
antibiofilme, a formulacdo 2 (com 1% de triclosan) foi mais eficaz do que a
formulacdo 1 (associacdo de 0,015% de triclosan com 0,02% de PHMB), —em
especial considerando a superficie interna —, possivelmente pela maior
concentracéo do ativo.

O triclosan apresenta atividade frente a diferentes tipos de bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas e tem sido utilizado clinicamente, para distintos
propositos, ha mais de 20 anos. Se apresenta bacteriostatico em concentracfes
baixas, porém em concentracdes mais altas é bactericida. No geral, a membrana

citoplasmatica do micro-organismo € o alvo principal de tal substancia. No
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entanto, foi demonstrado frente a bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
aureus, bem como Mycobacterium smegmatis, que o mecanismo de acédo do
triclosan envolve também o bloqueio da sintese lipidica através da inibicdo
especifica da enzima 2-trans-Enoil-ACP (CoA) redutase (RUSSELL, 2004)

N&o foram encontrados na literatura cientifica, trabalhos de CVC revestidos
com triclosan e PHMB, ja que esta € uma proposta inovadora. No entanto, outros
dispositivos médico-hospitalares ja foram revestidos com triclosan, isoladamente,
com a mesma finalidade (ac&o antimicrobiana) contemplada no presente estudo
(FORD et al., 2005; DAROUICHE et al., 2009; WANG et al., 2013).

Wang e colaboradores (2013) fizeram uma revisdo sistematica de
dezessete ensaios randomizados, incluindo 3.720 participantes, e compararam a
eficacia de suturas revestidas com triclosan com suturas convencionais.
Concluiram que o uso das suturas revestidas reduziu cerca de 30% o risco de
infeccdes no sitio cirdrgico, especialmente em pacientes adultos submetidos a
procedimentos abdominais. Ford e colaboradores (2005) compararam as
caracteristicas do manuseio intraoperatorio e da cicatrizacdo de feridas de
suturas revestidas (VICRYL® Plus Antibacterial) e ndo revestidas (VICRYL®) com
triclosan, em pacientes pediatricos submetidos a procedimentos cirlrgicos gerais.
As pontuacdes de avaliacdo do manuseio intraoperatério foram favoraveis e nao
significativamente diferente para ambas as suturas, embora a sutura revestida
com triclosan tenha recebido mais o score "excelente" (71% x 59%). As
caracteristicas da cicatrizacdo também foram comparaveis para ambas as
suturas, exceto quando avaliado o aparecimento de dor no periodo poés-
operatorio: um namero significativamente menor de pacientes tratados com sutura
revestida triclosan (em relacédo aos pacientes tratados com a sutura convencional)
relataram dor no primeiro dia (68% x 89%, p=0,01). Os autores sugerem que a
sutura revestida com triclosan pode ter inibido a colonizagc&o bacteriana e evitado
um quadro infeccioso local e dolorido.

Em relacdo ao revestimento de catéteres utilizando triclosan, cita-se o
estudo de Darouiche e colaboradores (2009), os quais avaliaram a combinacéo
de triclosan (10 mg/mL) e Dispersin B® (100 mg/mL) (enzima antibiofiime) como
revestimento de catéteres vasculares. A referida combinagdo demonstrou
sinergismo antimicrobiano e antibiofilme in vitro frente a cepas de Staphylococcus

aureus, Staphylococcus epidermidis e  Escherichia coli, reduzindo
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significativamente a colonizacdo quando comparados aos cateteres-controle (n&o
revestidos). Ainda, verificaram que a atividade antimicrobiana dos catéteres
revestidos com triclosan e Dispersin B® foi superior e mais prolongada do que a
propiciada pelo revestimento com CH-SS. In vivo, foi verificado que ambos os
catéteres revestidos sdo mais eficazes na reducdo da colonizagdo de
Staphylococcus aureus comparados aos catéteres nao revestidos. Os autores
sugerem que a utilizacdo de uma formulacdo antimicrobiana/antibiofilme como
revestimento de catéteres propicia uma atividade sinérgica, de amplo espectro de
acao e de significativa durabilidade.

Além de comprovar a eficacia das formulacdes antibiofilme estudadas,
tornou-se necessario também avaliar a biocompatibilidade das mesmas, a fim de
viabilizar a utilizacdo clinica de biomateriais revestidos com as referidas
formulacdes. De acordo com Mittelman (1996), o primeiro critério para a selecédo
de um material médico-hospitalar € a biocompatibilidade do mesmo com o tecido
ao redor do sitio de implante. A biocompatibilidade ocorre quando os tecidos
entram em contato com um determinado material e ndo manifestam qualquer tipo
de experiéncia toxica, irritante, inflamatdéria, alérgica ou de fundo mutagénico ou
carcinogénico. Como nenhum biomaterial a ser implantado é absolutamente
seguro, sua selecdo deve ser baseada na garantia de que os beneficios se
sobreporao aos riscos bioldgicos (MENEZES, FREITAS e GONCALVES, 2009).

A observacdo macroscopica dos tecidos adjacentes aos implantes de CVC
retirados no ensaio in vivo de avaliagdo da biocompatibilidade demonstrou que os
fragmentos de CVC-R2 provocaram menos inflamac&o tecidual do que os
fragmentos de CVC-NR e CVC-R1, nesta ordem. Ainda, foi possivel observar
macroscopicamente que a intensidade dos sinais inflamatérios, quando
presentes, foram diminuindo ao longo do tempo em todos os grupos. Nao foi
verificado nenhum sinal de rejeicdo ou falha no implante de CVC e nem
caracteristicas de complicacoes.

Os resultados obtidos com as analises hematologicas ndo demonstraram
nenhuma alteragdo clinicamente significativa nos primeiros 7 dias de implante.
Apbs 21 dias, ao final do experimento, foi somente observado que a contagem de
neutréfilos foi maior nos animais que tiveram CVC-NR e CVC-R1 implantados
(p=0,043 e p=0,037, respectivamente) do que nos animais do Grupo 4 (controle).

Casos de neutrofilia ocorrem devido a infec¢cdes bacterianas ou condi¢cdes de
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inflamac&o, uma vez que os neutrofilos sdo as primeiras células de defesa do
corpo a chegar nas areas inflamadas (MUNFORD e PUGIN, 2001). Deve-se
considerar que, embora tenha sido encontrada uma neutrofilia nos animais com
CVC-R1 implantados, comparados aos animais controle, o numero de neutrofilos,
assim como todos os demais parametros hematolégicos, foram estatisticamente
semelhantes aos encontrados nos animais do Grupo 1 (CVC-NR), cujo catéter
convencional € o aceito e utilizado atualmente em hospitais. Os animais do Grupo
3 (CVC-R2) ndo apresentaram nenhuma alteracdo hematolégica significativa.

O mesmo foi observado na andlise histopatologica: os parametros teciduais
inflamatérios analisados nos animais que tiveram catéteres revestidos
implantados (Grupo 2 - CVC-R1 e Grupo 3 - CVC-R2), apesar de diferentes do
grupo-controle (Grupo 4), foram estatisticamente semelhante aos encontrados
nos animais do grupo 1 (CVC-NR).

Destacou-se, nos primeiros 7 dias de experimento, um maior niamero de
polimorfonucleados, comparados ao controle, em animais com CVC-R2 (Grupo 3)
(p=0,001) — porém semelhante aos encontrado nos animais com CVC-NR
implantado (p>0,05); e de fibroblastos (p<0,001, na comparacdo com todos 0s
demais grupos). Além disso, o numero de mononucleados no Grupo 3 (CVC-R2)
foi maior que no Grupo 2 (CVC-R1) e no Grupo 4 (controle) (p<0,001, para
ambos), o que indica uma resposta inflamatoria inicial ativa. Segundo Mittelman
(1996), a migracdo de polimorfonucleados e de fibroblastos ocorre em poucos
minutos apos ao implante de um biomaterial. Os polimorfonucleados se unem
para formar células gigantes multinucleadas e os fibroblastos atuam produzindo
colageno e sintetizando novo tecido conjuntivo. O colageno produzido nos tecidos
adjacentes ao implante de CVC-R2 apresentou-se, como previsto, aumentado no
inicio do experimento (p=0,005 em comparacdo com CVC-R1 e p<0,001 em
comparacdo com o0s animais-controle), e, no final dos 21 dias, j& apresentou-se
estatisticamente semelhante ao grupo-controle (Grupo 4), o que demonstra a
reconstituicdo do tecido conjuntivo ao redor do biomaterial. O mesmo n&o ocorreu
nos animais cujo implante apresentado foi de CVC-R1, os quais continuaram
apresentando maior porcentagem de area de colageno no final do periodo
experimental do que os animais do grupo-controle (p=0,009) (porém p>0,05
comparado ao grupo CVC-NR). Os vasos sanguineos mantiveram-se

semelhantes entre 0s grupos experimentais (com CVC nao revestidos e
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revestidos) e aumentados em relagéo ao controle, durante todo o experimento. Ao
longo dos dias, o0 nimero de mononucleados diminuiu no grupo 3 (CVC-R2) e o
de polimorfonucleados diminuiu nos grupo 2 e 3 (CVC-R1 e CVC-R2), o que
indica a diminuigcdo do processo inflamatorio ao longo do experimento.

O reparo tecidual € um estado dindmico que compreende diferentes
processos, entre eles, inflamacéo, proliferacédo celular e sintese de elementos que
constituem a matriz extracelular, como colageno, elastina e fibras reticulares. A
sintese de coldgeno é processo rapido e harmbnico que tem seu inicio com a
lesdo intersticial e se estende até o final da fase de cicatrizacdo, quando ocorre a
remodelacdo dos tecidos (ROCHA JUNIOR et al., 2006).

No Grupo 3 (CVC-R2) observou-se, inicialmente, um maior nimero de
fibroblastos, uma sintese de colageno expressiva e uma neovascularizacao dos
tecidos lesados, os quais, juntamente com a diminuicdo do numero de células
inflamatérias ao longo do experimento (p<0,001 para mononucleados e p=0,004
para polimorfonucleados) sugerem a biocompatibilidade tecidual. No entanto, os
animais com CVC-R2, no final dos 21 dias, apresentaram maior niumero de
mastécitos que os animais com CVC-R1 (p=0,007) e animais controle (p=0,033),
0 que pode ser indicativo de uma hipersensibilidade do tipo | (ou imediata).

Nas primeiras 24 horas ap6s o trauma tecidual ocorre a reacao inflamatéria
aguda com resposta vascular e celular, com predominio de polimorfonucleados.
ApoOs as 48hs da injaria, conforme observado no presente estudo para ambos os
CVC revestidos, o numero de polimorfonucleados diminui e evidencia-se a
infiltracdo por células mononucleares e fibroblasticas. Paralelamente, a producéo
de fibras colagenas (pelos fibroblastos) e de todos os elementos da matriz
extracelular ajudam no processo de atenuacédo dos efeitos inflamatorios teciduais
(PEREIRA, 2005).

Aos analisarmos todos os dados em conjunto, observamos que a reacéo
tecidual dos animais do grupo 3 (CVC-R2) foi mais pronunciada, inicialmente, do
gue nos animais do grupo 2 (CVC-R1), possivelmente pela maior concentracdo de
ativo (triclosan) na formulacdo 2. No entanto, ao confrontarmos os dados
encontrados com 7 dias e 21 dias de experimento, verificamos uma maior
velocidade de diminuicéo da reacéo tecidual no grupo 3 (CVC-R2), o que permitiu,
ao final dos 21 dias, que os parametros histolégicos de ambos 0s grupos

experimentais tenham ficado equiparados aos encontrados no grupo 1 (CVC-NR),
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sugerindo que ambas as formula¢des antibiofilme testadas séo biocompativeis.

Muller e Kramer (2008) estudaram a atividade microbicida e o efeito
citotoxico de doze agentes antibacterianos e a PHMB foi sugerido como um dos
agentes mais biocompativeis. J4 Leaper e colaboradores (2011) apresentam o
triclosan como um agente antibacteriano seguro por apresentar baixa toxicidade
sistémica e por possuir baixo potencial alergénico. No entanto, no que diz respeito
a outras formulacdes de revestimento de CVC, o estudo de Cobrado e
colaboradores (2013) sugere que catéteres impregnados com CH-SS, apesar de
parecerem eficazes na reducdo da colonizagdo e dos casos de infeccao,
apresentam reacfes de hipersensibilidade documentadas. Oda e colaboradores
(1997) relataram um caso de choque anafilatico, que ocorreu durante a colocacao
de um CVC revestido com CH-SS e sugeriram que uma pequena quantidade de
clorexidina liberada do catéter poderia ter sido a causa de tal reacéo.

Raad e colaboradores (2008) compararam catéteres impregnados com a)
minociclina e rifampina, b) prata-platina e carbono e c) clorexidina e sulfadiazina
de prata, com catéteres nao revestidos, utilizando um modelo estabelecido, in
vitro, de formacdo de biofilme. Catéteres impregnados com minociclina e
rifampicina apresentaram capacidade antiaderente superior aos demais e
atividade antimicrobiana mais prolongada contra bactérias multirresistentes
(Staphylococcus aureus e bactérias Gram-negativas), quando comparado com
outros catéteres anti-infecciosos. No entanto, dados in vitro indicam que esses
catéteres impregnados poderiam aumentar o desenvolvimento da resisténcia aos
dois antimicrobianos, minociclina e rifampina, entre patégenos, especialmente
estafilococos (O’'GRADY et al., 2002; COBRADO et al., 2013).

No presente estudo, duas novas formulacbes sdo apresentadas como
opcbes para o revestimento de CVC, ja que alguns catéteres impregnados,
embora eficazes, ja demonstraram reacdes de hipersensibilidade (ODA et al.,
1997) ou resisténcia antimicrobiana (GILBERT e HARDEN, 2008). De um modo
geral, o revestimento com a formulagdo 2 (5,0% de xilitol e 1% de triclosan)
demonstrou, apos andlise e discussao de todos os resultados, ser uma melhor
opc¢ao do que o revestimento 1 (5,0% de xilitol, 0,015% de triclosan e 0,02% de
PHMB), por ter se apresentado mais eficaz e igualmente biocompativel. O
diferencial destas formulacbes € que, além de um agente antimicrobiano, ha a

presenca de uma substancia antiaderente. Ambas as substancias agiriam de
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maneira complementar impedindo a formacdo de biofilmes microbianos e o
aparecimento de infec¢des oriundas de catéteres vasculares. A desagregacao do
bioflme aumenta a eficacia de uma terapia antimicrobiana adjuvante, se
necessaria, uma vez que torna o farmaco eficaz no combate aos micro-

organismos na forma planctonica.
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7 CONCLUSAO

As formulacdes propostas neste estudo, para revestimento de dispositivos

médico-hospitalares, parecem exercer um papel importante na prevencdo de

infeccdes relacionadas aos mesmos, nas condi¢gdes testadas, uma vez que:

Ambas as formula¢des apresentaram eficicia antimicrobiana e antibiofilme

in vitro, frente aos micro-organismos avaliados;

Ambas as formulacdes apresentaram eficacia antimicrobiana e antibiofilme,
in vivo, frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, e

demonstraram ser biocompativeis;

As formulacdes estudadas, especialmente a formulagéo 2, que apresentou
eficcia e biocompatibilidade superiores as da formulacdo 1, demonstraram
capacidade de prevenir a formacao de biofilmes microbianos na superficie
de dispositivos médico-hospitalares e, portanto, podem ser indicadas para
serem usadas como revestimento de biomateriais, a fim de prevenir

episodios de ICSRC no ambiente hospitalar.
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8 PERSPECTIVAS

e Estudos futuros devem ser baseados na avaliacdo da forca de fixacdo do
revestimento nos dispositivos médico-hospitalares e, consequentemente, na
avaliacdo da liberacdo dos principios ativos tanto da superficie externa (pela
manipulacdo, por exemplo) quanto da superficie interna (pela passagem do

fluxo sanguineo e de medicacdes).

e Testes in vivo, com diferentes micro-organismos, devem ser conduzidos.

e Estudos clinicos também devem ser realizados.
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Animal, adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal (COBEA), ¢ foi
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da PRO-REITORIA DE PESQUISA/UFIJF, em reunifo realizada em 06/09/2011.
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Juiz de Fora, 14 de setembro de 2011.
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Tabela com os resultados de ganho de peso, consumo de racdo e avaliacdo
macroscopica dos animais estudados durante o ensaio in vivo de avaliagdo da
eficacia antimicrobiana/antibiofilme.

7DIAS
GAR1
GAR2
GAR3
GAR4
GARS
MEDIA
DESVIO PADRAO

GER1
GBR2
GBR3
GER4
GBRS
MEDIA
DESVIO PADRAO

GCR1
GCR2
GCR3
GCR4
GCRS
MEDIA
DESVIO PADRAO

GDR1
GDR2
GDR3
GDR4
GDRS
GDR6
GDR7
MEDIA
DESVIO PADRAO

GERL
GER2
GER3
GER4
GERS
GER6
GER7

MEDIA

DESVIO PADRAO

GFR1
GFR2
GFR3
GFR4
GFRS
GFR6
GFR7

MEDIA

DESVIO PADRAO

GGR1
GGR2
GGR3
GGR4
GGRS
GGR6
MEDIA
DESVIO PADRAO

*Grupo G (controle): animais ndo manipulados, sem insercdo de fragmentos de CVC.

Peso Inicial (g) PesoFinal (g} Ganho de Peso (g)

193,35
165,62
177,57
181,30
182,43

202,31
182,24
197,12
188,33
202,75

170,57
181,40

201,66
190,70

178,04
185,28
200,51
161,07
186,16
156,75

190,50
201,86
183,91
200,72
198,60
152,45
168,93

205,14
197,44
163,90
193,06
189,31
173,25
192,54

185,35
182,53
185,81
185,61
170,54
195,87

208,28
178,05
203,99
194,28
164,96

213,08
198,01
216,78
197,36
218,26

151,80
205,70

206,21
194,08

183,71
204,78
202,12
166,75
188,80
124,08

205,70
213,44
209,54
208,93
216,00
184,01
185,89

205,79
204,67
175,60
196,85
192,31
172,45
195,97

195,80
194,12
204,92
197,49
182,22
206,29

14,93
12,43
26,42
12,98

-17,47

10,77
15,77
19,66
9,03

15,51

-18,77

24,30

4,55
3,38

5,67
19,50
1,61
5,68
2,64

-32,67

15,20
11,58
25,63
8,21
17,40
31,56
16,96

0,65
7,23
11,70
3,79
3,00
-0,80
3,43

10,45
11,59
19,11
11,88
11,68
10,42

ENSAIO DE EFICACIA

Ganho de Peso (%)
7,72
7,91
14,88
7,16
-9,58
5,54
9,04

5,32
8,65
9,97
4,79
7,65
7,28
2,20

-11,00
13,40

2,26
1,77
1,61
9,97

3,18
10,52
0,80
3,53
1,42
-20,84
0,23
10,68

7,98
5,74
13,94
4,09
8,76
20,70
10,04
10,18
5,61

0,32
3,66
7,14
1,96
1,58
-0,46
1,78
2,28
2,51

5,64
6,35
10,28
6,40
6,85
5,32
6,81
1,79

Consumo Ragdo / Dia (g)
22,77
21,85
22,32
20,21
8,61
19,15
5,97

21,91
20,88
25,16
18,12
23,59
21,93
2,68

9,18
23,13

21,46
20,07
18,46
6,31

21,20
18,62
20,27
19,25
20,02
2,89

17,04
6,99

18,26
23,85
21,97
19,65
21,38
18,47
21,30
20,70
2,02

20,73
20,81
16,29
18,45
19,21
18,44
18,68
18,94
1,55

21,74
24,62
23,61
17,87
20,68
17,39
21,07
2,83

Edema
o

o o oo

=]

o o

Eritrema
1-1-1
1
1-1
1-1
)

1-1-1
11
1-1

1-1-1-1

2-1-1-1-1
1-1-1

1-1-1-1-1
2-2-1-1-1
1-2-2-2-2

1-1-1
1-1-1-1

1-1

1-1-1

11
1-1-1-1

Secre¢do

]

= o oo

=}

o o

*Animal GCR3e GDR1.: 6hito durante experimento por causa ndo determinada.

Febre
o

= o oo

=]

o o

Retirada do Cateter
Pouco Pus
Muito Pus
Muito Pus
Pouco Pus
Muito Pus

Normal
Pouco Pus
Pouco Pus

Normal
Pouco Pus

Normal
Normal
Normal
Normal

Pouco Pus
Muito Pus e Sangue
Normal
Normal
Normal
Normal

Normal
Normal
Normal
Normal - Com Exsudato
MNormal - Com Exsudato
Muito Pus
Normal

Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal
Normal

**Escala de avaliagdo dos parametros macroscopicos (edema, eritema, secregdo e febre) — Grau
0: nenhuma reacao, Grau 1: reacao discreta, Grau 2: reacdo moderada e Grau 3: reacao intensa.
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ANEXO C

Tabela com os parametros hematolégicos dos animais estudados durante o
ensaio in vivo de avaliacao da eficicia antimicrobiana/antibiofilme.

ENSAIO DE EFICACIA

SERIE VERMELHA SERIE BRANCA
Hematimetria Hemoglobina  Hematécrito  VCM HCM CHCM RDW Leucometria Global Neutréfilos Linfécitos Monécitos Eosi os  Baséfilos Plaquetas
x10°%/mm* gldL % fl pg gfdL % x10°/mm® % % % % % x10°/mm®

GARL 8,40 15,98 50,20 59,90 19,00 31,80 13,80 11100 20 72 6 2 o 1186
GAR2 8,46 14,68 44,80 53,10 17.30 32,70 16,10 6100 a0 a4 12 4 o 121

GA GAR3 - - - - - - - - - - - -
CNR GAR4 8,20 16,26 48,60 59,30 19,80 33,40 12,80 11200 32 60 4 2 o 1004
GAR3 5,82 11,00 33,00 56,60 18,90 33,40 14,80 11100 64 33 1 1 1 842
MEDIA 7,72 14,48 44,15 57,23 18,75 32,83 14,38 9875 39 52 6 2 0 788
DESVIO PADRAO 1,27 2,42 7,77 3,10 1,05 0,76 141 2517 19 17 5 1 1 466
GBR1 9,12 17,18 51,80 56,80 18,80 33,10 14,70 11500 26 72 o 2 o 1078
GBR2 6,44 12,18 37,40 57,90 18,90 32,70 14,20 9500 46 48 4 2 o 804
GB GBR3 6,12 11,56 34,60 56,50 18,90 33,40 13,80 3300 22 73 3 2 ] 730
CR1 GBR4 9,04 17,18 51,00 56,40 19,00 33,70 13,40 8800 26 71 2 1 o 908
GBR5 6,54 12,48 37,60 57,50 19,10 33,30 13,80 7400 24 72 1 3 o 798
MEDIA 7,45 14,12 42,48 57,02 18,94 33,24 13,98 2100 29 67 2 2 0 864
DESVIO PADRAQ 1,49 2,82 8,23 0,65 0,11 0,37 0,49 3063 10 11 2 1 0 136
GCR1 7,66 14,98 44,60 58,20 19,50 33,60 14,30 7300 20 69 3 7 1 712
GCR2 7.64 14,48 43,60 57,10 19,00 33,20 16,50 5300 24 67 2 7 o 1012

GC GCR3 - - - - - - - - - - - - -
CR2 GCR4 7,56 14,54 43,60 57,70 19,20 33,30 14,00 11500 26 60 4 10 o 790
GCR3 6,74 12,78 39,40 58,60 13,00 32,40 13,90 6200 13 74 1 6 o 808
MEDIA 7,40 14,20 42,80 57,90 19,18 33,13 14,68 7725 22 68 3 8 0 831
DESVIO PADRAO 0,44 0,97 2,32 0,65 0,24 0,51 1,23 2588 3 6 1 2 1 128

GDR1 - - - - - - - - - - -
GDR2 6,60 11,48 34,60 52,60 17,40 33,10 12,60 7800 24 73 3 o o 858
GDR3 5,28 10,78 33,00 62,30 20,40 32,70 18,30 6900 21 74 E 0 o 1404
GD GDR4 7,38 14,22 43,40 58,60 19,20 32,80 15,40 10600 18 77 3 2 ] 1016
CNR GDR3 6,86 12,68 38,00 55,20 18,50 33,40 13,90 6300 25 68 1 6 o 770
S.aureus GDR6 5,68 11,16 33,40 59,00 19,70 33,30 14,40 2800 28 70 1 1 o 936
GDR7 5,94 10,92 32,80 55,30 18,40 33,30 15,10 7100 33 54 10 3 o 496
MEDIA 6,29 11,87 35,87 57,17 18,93 33,10 14,95 6917 25 69 4 2 0 913
DESVIO PADRAO 0,79 1,34 4,16 3,46 1,06 0,29 1,92 2518 5 8 3 2 o 300
GER1 7.16 13,00 38,40 53,80 18,20 33,70 12,80 9100 17 80 2 1 o 942
GER2 814 16,30 48,40 59,50 20,00 33,60 15,40 9500 19 74 4 3 o 1233
GER3 8,82 17,22 50,60 57,50 19,50 34,00 14,40 6600 21 75 2 2 0 740
GE GER4 7,94 15,68 46,00 57,90 13,70 34,10 15,00 7100 22 72 2 4 o 1222
CR1 GERS 7,94 15,32 45,60 57,40 19,30 33,70 13,60 6100 31 60 7 2 ] 1098
S.aureus GERG 8,58 16,88 43,20 57,20 19,60 34,40 13,80 15300 32 66 1 1 o 1230
GER7 8,58 16,38 48,20 56,20 19,10 34,00 15,50 5400 21 74 3 2 o 1176
MEDIA 8,17 15,83 46,63 57,07 19,31 33,93 14,36 9014 23 72 3 2 0 1092
DESVIO PADRAQ 0,56 1,491 4,02 1,75 0,58 0,28 1,01 3106 6 7 2 1 0 187
GFR1 8,34 16,88 49,00 58,20 20,20 34,40 13,40 6300 29 68 1 2 ] 1086
GFR2 8,70 17.30 50,00 57,50 19,50 34,50 13,90 8000 20 77 1 2 o 1510
GFR3 8,50 17,08 48,40 57,00 20,10 35,30 13,70 7500 89 10 o 1 o 878
GF GFR4 7,14 13,46 39,20 54,80 18,50 34,40 11,60 8200 18 80 0 2 0 824
CR2 GFRS 9,02 17,42 51,20 56,70 19,30 34,10 15,30 6900 22 75 2 1 o 1604
S.aureus GFRE 6,92 13,08 38,20 55,30 18,90 34,20 12,20 4100 33 60 4 3 ] 496
GFR7 898 16,84 48,20 54,40 18,80 34,50 13,30 9800 22 74 3 1 o 2294
MEDIA 8,23 16,01 46,40 56,27 19,44 34,49 13,34 7257 3 63 2 2 0 1242
DESVIO PADRAO 0,86 1,89 5,35 1,45 0,61 0,39 1,20 1778 25 24 2 1 0 605
GGR1 8,38 15,52 48,00 57,20 18,50 32,40 14,20 5000 26 69 2 3 ] 900
GGR2 5,02 9,66 29,40 58,70 19,20 32,80 14,30 6100 21 72 3 4 ] 672
GG GGR3 6,40 16,28 37,20 58,30 19,20 32,50 13,90 5500 27 70 2 1 o 746
CONT GGR4 832 17,10 50,20 60,40 20,50 34,00 15,00 5700 16 78 2 4 o 1062
GGR5 748 14,66 44,80 59,50 19,60 32,80 13,40 8100 29 61 6 4 o 806

GGR& 7,16 13,50 39,60 55,30 18,90 34,20 12,20 9600 26 70 3 1 o
MEDIA 7,13 14,45 41,53 58,30 19,32 33,18 13,83 7333 24 70 3 E 0 837
DESVIO PADRAO 1,27 2,66 7,71 1,86 0,69 0,73 0,96 1792 5 5 2 1 o 151

*Animal GAR3: amostra de sangue coagulada, impedindo realizagao das analises hematoldgicas.

**Animal GCR3e GDRL1: 6bito durante experimento por causa nao determinada.
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ANEXO D

Tabela com os resultados da andlise microbiolégica das superficies externa e
interna de fragmentos de catéter venoso central (CVC) implantados nos animais
de experimentacdo durante 0 ensaio in vivo de avaliacdo da eficacia

antimicrobiana/antibiofilme.

Agar Sangue (Face externa)

ENSAIO DE EFICACIA
Tioglicolato (Face interna)

BHI (Hemocultura)

GARL MEGATIVO NEGATIVO (BGP) MNEGATIVO
GAR2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS  + NEGATIVO (BGP) NEGATIVO
GAR3 MEGATIVO NEGATIVD MEGATIVO
GAR4 MEGATIVO NEGATIVO MNEGATIVO
GARS PSEUDOMONAS AERUGINOSA  ++++ CITROBACTER SP. / ENTEROCOCCUS FAECALIS NEGATIVO
MEDIA 2 CDLDN\ZAC[_)ES EXTERNAS 1 CDLDN\ZACED EXTERNA NEGATIVO
DESVIO PADRAO
GBR1 MNEGATIVO NEGATIVO MNEGATIVO
GBR2 NEGATIVO NEGATIVO (BGP) NEGATIVO
GBR3 MEGATIVO STAPHYLOCOCCUS AUREUS MEGATIVO
GBR4 MEGATIVO NEGATIVO MNEGATIVO
GBRS NEGATIVO STAPHYLOCOCCUS AUREUS NEGATIVO
MEDIA NEGATIVO 2 EDLDNIZACf}ES- EXTERNAS NEGATIVO
DESVIO PADRAO
GCR1 MEGATIVO NEGATIVD MEGATIVO
GCR2 MNEGATIVO NEGATIVO MNEGATIVO
GCR3
GCR4 MNEGATIVO NEGATIVO MNEGATIVO
GCR3 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
MEDIA NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
DESVIO PADRAO
GDR1
GDR2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 4+ KLEBSIELLA SP. / STAPHYLOCOCCUS AUREUS MNEGATIVO
GDR3 STAPHYLOCOCCUS AUREUS  ++++ STAPHYLOCOCCUS AUREUS NEGATIVO
GDR4 STAPHYLOCOCCUS AUREUS  +++ STAPHYLOCOCCUS AUREUS MNEGATIVO
GDRS STAPHYLOCOCCUS AUREUS 11 STAPHYLOCOCCUS AUREUS MNEGATIVO
GDR6 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 4 STAPHYLOCOCCUS AUREUS MEGATIVO
GDR7 STAPHYLOCOCCUS AUREUS  +++ STAPHYLOCOCCUS AUREUS MNEGATIVO
MEDIA 100% STAPHYLOCOCCUS AUREUS - INCONTAVEL(H—&] 100% STAPHYLOCOCCUS AUREUS +1 CDLDN\ZACE\D EXTERNA NEGATIVO
DESVIO PADRAO
GER1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS S8 KLEBSIELLA SP. / STAPHYLOCOCCUS AUREUS NEGATIVO
GER2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS S99 STAPHYLOCOCCUS AUREUS MEGATIVO
GER3 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 31 STAPHYLOCOCCUS AUREUS MNEGATIVO
GER4 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 13 NEGATIVO NEGATIVO
GERS STAPHYLOCOCCUS AUREUS 42 NEGATIVO MNEGATIVO
GERB STAPHYLOCOCCUS AUREUS  + STAPHYLOCOCCUS AUREUS NEGATIVO
GER7 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 22 STAPHYLOCOCCUS AUREUS MEGATIVO
MEDIA 100 % STAPHYLOCOCCUS AUREUS - 72 71% STAPHYLOCOCCUS AUREUS +1 CDLDN\ZA(;I"\D EXTERNA NEGATIVO
DESVIO PADRAO
GFR1 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 268 NEGATIVO MNEGATIVO
GFR2 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
GFR3 STAPHYLOCOCCUS AUREUS 4+ NEGATIVD MEGATIVO
GFR4 MNEGATIVO NEGATIVO MNEGATIVO
GFRS MEGATIVO NEGATIVO MEGATIVO
GFRE STREPTOCOCCUS PNEUMONIAE 36 NEGATIVO MNEGATIVO
GFR7 NEGATIVO NEGATIVO NEGATIVO
MEDIA 29% STAPHYLOCOCCUS AUREUS - 87 +1 CDLDMZA!;&D EXTERNA NEGATIVO NEGATIVO
DESVIO PADRAO
GGR1
GGR2
GGR3
GGR4
GGRS
MEDIA
DESVIO PADRAO

*Grupo G (controle): animais ndo manipulados, sem insercao de fragmentos de CVC.
*Animal GCR3 e GDR1: 6bito durante experimento por causa nao determinada.

***Negativo = sem crescimento microbiano; até 100 unidades formadoras de colénia (UFC) =
<100 UFC; + = de 100 a 300 colénias; + + = mais de 300 coldnias; + + + = colénias incontaveis e +
+ + + = colbnias confluentes.
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ANEXO E

Tabela com os resultados de ganho de peso, consumo de racdo e avaliacao
macroscopica dos animais estudados durante o ensaio in vivo de avaliagdo da
biocompatibilidade tecidual (7 e 21 dias).

ENSAIO DE TOXICIDADE TECIDUAL

7DIAS Peso Inicial (g) PesoFinal (g) GanhodePeso(g) GanhodePeso(%) Consumo Ragde/ Dia(g) Edema Eritrema Secregio Febre Retirada do Cateter
GAR1 184,15 186,45 2,30 1,25 12,92 0/0 1/0 o/o 0 Normal / Normal
GAR2 186,07 197,12 11,05 5,94 16,32 0/0 o/o o/o 0 Normal / Normal
GA-CNR GAR3 174,45 193,51 19,08 10,93 18,66 0/0 0/1 o/o 0 Normal / Pouco Pus
MEDIA 6,04 15,97
DESVIO PADRAO 4,84 2,89
GBR1 179,42 180,00 0,58 0,32 6,51 0/0 o/o o/o 0 Normal / Normal
GBR2 203,12 222,00 18,88 9,29 20,21 0/0 0/1-1 o/o 0 Normal / Normal
GB- CR1 GBR3 161,79 166,56 4,77 2,95 9,01 0/0 1-1/21 o/o Normal / Pouco Pus
MEDIA 4,19 11,91
DESVIO PADRAO 4,61 7,30
GCR1 162,03 182,24 20,21 12,47 16,88 0/0 1/0 o/o 0 Normal / Normal
GCR2 169,52 184,64 15,12 8,92 15,31 0/0 o/o o/o 0 Normal / Normal
GC-CR2 GCR3 172,10 190,12 18,02 10,47 16,38 0/0 o/o o/o Normal / Normal
MEDIA 10,62 16,19
DESVIO PADRAO 1,78 0,80
GDR1 - - - -
GDR2 175,50 189,00 13,50 7,69 19,12
GDR3 171,53 192,87 21,34 12,44 16,28
GD - CONT GDR4 165,41 184,63 19,22 11,62 18,55
GDR3 192,27 207,87 15,60 g11 18,48
MEDIA 9,97 18,10
DESVIO PADRAO 2,41 1,25
ENSAIO DE TOXICIDADE TECIDUAL
21DIAS Peso Inicial (g) PesoFinal (g) GanhodePeso(g) GanhodePeso(%) Consumo Ragde/ Dia(g) Edema Eritrema Secregio Febre Retirada do Cateter
GAR4 170,51 213,95 43,44 25,48 22,26 0/0 o/o 1/1 0 Normal / Normal
GARS 165,15 203,50 38,35 23,22 17,96 0/0 11/1 1/0 0 Normal / Normal
GA-CNR GARG 170,19 205,05 34,86 20,48 21,39 0/0 2-1-1-1/1-1-1-1 o/o 0 Normal / Normal
MEDIA 23,06 20,54
DESVIO PADRAO 2,50 2,21
GBR4 171,40 225,66 54,26 31,66 21,20 0/0 1/1-1-1 o/o 0 Normal / Normal
GBR5 166,84 199,04 32,20 19,30 20,71 1-1/0 1/1-1-1 o/o 0 Normal / Normal
GB- CR1 GBR6 180,58 216,80 36,22 20,06 20,30 0/0 1-1-1-1/1 o/o Pouco Pus / Normal
MEDIA 23,67 20,74
DESVIO PADRAO 6,93 0,45
GCR4 148,27 231,66 83,39 56,24 17,63 21/1-1 1-1/1-1 o/o 0 Normal / Normal
GCR5 174,40 246,70 72,30 41,46 18,97 0/0 2/0 o/o 0 Normal / Normal
GC-CR2 GCR6 196,54 259,38 62,84 31,97 19,39 1/21 0/1-1-1 o/o Normal / Normal
MEDIA 43,22 18,66
DESVIO PADRAO 12,23 0,92
GDRE 165,19 216,31 51,12 30,95 19,60
GDR7 178,15 229,55 51,40 28,85 19,91
GDR8 178,17 217,72 39,55 22,20 20,62
GD - CONT GDR3 162,28 186,85 24,57 15,14 14,93
GDR10 186,92 221,73 34,81 18,62 20,65
MEDIA 23,15 19,14
DESVIO PADRAO 6,69 2,40

*Grupo D (controle): animais ndo manipulados, sem insercdo de fragmentos de CVC.

*GDR1: 6bito durante experimento por causa ndo determinada.

***Egcala de avaliagdo dos pardmetros macroscépicos (edema, eritema, secrecdo e febre) — Grau
0: nenhuma reagdo, Grau 1: reacédo discreta, Grau 2: reacado moderada e Grau 3: reacgdo intensa.
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ANEXO F

Tabela com os parametros hematolégicos dos animais estudados durante o
ensaio in vivo de avaliagdo da biocompatibilidade tecidual (7 e 21 dias).

ENSAIO DE TOXICIDADE TECIDUAL

SERIE VERMELHA SERIE BRANCA
ria | globi I derito VM HCM CHCM RDW Leucometria Global Neutréfilos Linfocitos Mondcitos FEosinéfilos  Basofilos Plaquetas
7DIAS x10%/mm® g/dl % fl pe g/dl % x10°/mm* % % % % % x10°/mm’
GAR1 8,56 15,30 46,20 53,60 17,87 35,20 15,00 7700 20 77 2 1 0 1060
GAR2 7,70 15,00 42,80 54,50 19,30 35,10 15,60 4600 38 58 1 3 o 1020
GA-CNR GAR3 7,91 15,30 43,50 535,00 19,40 35,20 15,80 6000 30 62 6 2 o 916
MEDIA 8,06 15,20 4,17 54,50 18,86 35,17 15,47 6100 29 66 3 2 0 999
DESVIO PADRAO 0,45 0,17 1,80 0,78 0,86 0,06 0,42 1552 9 10 3 1 0 7
GBR1 7,13 13,60 39,80 535,80 19,10 34,30 14,80 3500 31 61 7 1 0 469
GBR2 7,08 14,50 41,00 57,80 20,40 35,30 16,00 7700 22 73 2 3 0 529
GB - CR1 GBR3 - - - - - - - - - - - - - -
MEDIA 7,11 14,05 40,40 56,80 19,75 34,80 15,40 5800 27 67 5 2 [} 499
DESVIO PADRAO 0,04 0,64 0,85 1,41 0,92 0,71 0,85 2687 6 8 a4 1 o 42
GCR1 7,52 15,00 42,60 56,70 19,90 35,10 16,00 3000 18 76 a 1 1 772
GCR2 7,65 14,60 42,30 55,30 19,10 34,70 15,50 7100 22 72 4 2 1 934
GC-CR2 GCR3 7,70 14,30 42,70 55,50 19,30 34,80 15,20 4000 28 70 1 1 0 1023
MEDIA 7,62 14,83 42,53 55,83 19,43 34,87 15,57 4700 23 73 3 1 1 910
DESVIO PADRAO 0,09 0,21 0,21 0,76 0,42 0,21 0,40 2138 5 3 2 1 1 127
GDR1 - - - - - - - - - - -
GDR2 8,74 15,90 46,20 52,20 18,40 34,70 16,70 7300 15 77 a 4 0 804
GDR3 7,65 14,40 41,80 54,60 18,80 34,50 1590 9200 21 75 2 2 0 370
GD- CONT GDR4 8,24 15,50 44,20 52,70 18,20 33,90 16,50 2400 8 20 2 0 0 639
GDR3 7,89 15,00 43,00 54,60 19,00 34,90 17,20 6200 30 65 1 4 0 683
MEDIA 8,13 15,20 43,80 53,53 18,60 34,50 16,58 6400 19 i 2 3 0 624
DESVIO PADRAO 0,47 0,65 1,88 1,26 0,37 0,43 0,54 2935 9 10 1 2 0 183
SERIE VERMELHA SERIE BRANCA
ria | globi H derito VM HCM CHCM RDW Leucometria Global Neutréfilos Linfocitos Mondcitos Eosindfilos  Basofilos Plaquetas
21 DIAS x10%/mm? g/dL % fl P g/dL % x10°/mm? % % % % % x10°/mm’
GAR4 - - - - - - - - - - -
GAR3 7,40 14,20 41,50 56,10 19,20 34,30 15,70 9200 19 70 6 4 1 562
GA-CNR GARG 8,46 15,50 46,60 55,10 18,30 33,20 12,20 3900 37 57 a4 2 0 925
MEDIA 7,93 14,85 44,05 55,60 1875 33,75 13,95 6550 28 5 3 1 744
DESVIO PADRAQ 0,75 0,92 3,61 0,71 0,64 0,78 2,47 3748 13 9 1 1 1 257
GBR4 8,46 15,24 47,20 55,90 18,70 33,50 14,10 6900 25 70 3 2 0 930
GBR> 8,54 14,84 45,80 53,60 17,40 32,40 14,40 8900 28 65 a4 3 0 920
GB - CR1 GBRG 7,33 14,50 42,00 53,70 18,50 34,60 15,00 4700 27 68 2 3 o 834
MEDIA 8,28 15,06 45,00 54,40 18,20 33,50 14,50 6833 27 68 3 3 [} 915
DESVIO PADRAO 0,39 0,70 2,69 1,30 0,70 1,10 0,46 2101 2 3 1 1 [} 19
GCR4 8,46 15,74 47,00 54,80 18,60 33,40 13,60 8300 17 75 a4 4 0 908
GCR3 7,02 12,04 35,08 51,10 17,10 33,60 12,30 3900 17 77 2 4 0 976
GC-CR2 GCRe - - - - - - - - - - - - - -
MEDIA 7,74 13,89 1,04 52,05 17,85 33,50 12,95 6100 17 76 3 a 0 942
DESVIO PADRAO 1,02 2,62 8,43 2,62 1,06 0,14 0,92 3111 0 1 1 0 0 48
GDRE 7,54 13,82 41,80 55,40 18,30 33,10 12,70 3800 16 72 12 0 0 963
GDR7 7,82 14,20 44,00 56,30 18,90 33,60 15,40 6000 14 79 5 2 0 609
GDRS 7,76 14,30 42,60 54,80 18,40 33,60 12,60 6500 17 76 3 4 1) 933
GD- CONT GDR3 6,66 12,04 36,00 54,00 18,10 33,50 13,40 6700 15 79 a4 2 0 839
GDR10 712 13,88 40,80 57,40 19,50 34,00 13,00 7500 12 80 2 5 1 729
MEDIA 7,38 13,77 41,04 55,58 18,64 33,56 13,42 6100 15 ' 5 3 0 827
DESVIO PADRAO 0,49 1,04 3,05 1,32 0,56 0,32 1,15 1395 2 3 a4 2 0 152

*Animal GBR3, GAR4, GCR6 : amostra de sangue coagulada impedindo realizacdo das analises
hematolégicas.

*GDR1: 6bito durante experimento por causa ndo determinada.
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Tabela com os parametros histopatolégicos obtidos apds avaliagdo microscoépica
do tecido ao redor dos fragmentos de catéter venoso central implantados nos
animais de experimentacdo durante o ensaio de biocompatibilidade tecidual (7 e
21 dias) - GRUPO 1 (CVC-NR).

GRUPO A - CNR

ANIMAL 1
(7 D1AS)

ANIMAL 2
(7DIAS)

ANIMAL 3
(7 DIAS)

ANIMAL 4
(21 DIAS)

ANIMAL 5
(21 DIAS)

ANIMAL 6
(21 DIAS)

GAR11la
GARL1b
GAR1 1c
GARL1d
GAR1 1f
GAR12a
GAR1 2¢
GAR12f
GAR12g
GAR12h
GAR21b
GARZ 1c
GAR2 1d
GAR2 1e
GAR2 1f
GAR2 2a
GAR22b
GAR2 2¢
GAR2 2g
GAR22h
GAR31a
GAR3 1b
GAR3 1c
GAR3 1d
GAR3 1h
GAR32a
GAR3 2b
GAR3 2¢
GAR3 2e
GAR3 2h
MEDIA

DESVIO PADRAO

GAR4 1a
GAR4 1c
GAR4 1e
GARA4 1g
GAR4 1h
GARA4 2a
GAR4 2b
GAR4 2¢
GAR4 2d
GAR4 2e
GARS 1a
GARS 1b
GARS 1c
GARS 1d
GARS 1h
GARS 2a
GARS 2b
GARS 2¢
GARS 2e
GARS 2h
GAR6 1a
GAR6 1b
GARG 1d
GAR6 1e
GAR6 1h

MEDIA
DESVIO PADRAO

ENSAIO DE TOXICIDADE TECIDUAL

ANALISES QUANTITATIVAS

leados Polimorfi leados Fibrobl. Vasos sang
23 12 139 11 1
35 18 133 12 1
11 39 103 11 7
16 15 168 23 1
12 10 169 12 3
7 6 166 10 1
8 4 174 4 3
20 5 209 14 1
11 E 171 2 o
4 4 276 1 1
7 8 172 10 a
9 10 232 33 1
13 10 312 15 o
12 5 364 24 a
21 6 359 15 "]
52 1 269 19 0
85 1 311 11 0
46 1 256 8 "]
6 1 153 7 a
89 1 276 12 o
12 2 307 14 o
20 15 395 14 a
13 10 419 11 "]
20 4 408 15 0
21 9 300 14 6
26 1 257 12 "]
26 8 229 5 a
39 4 333 20 o
26 6 205 E o
15 6 350 18 a
23,67 7,57 253,83 12,73 0,87
20,75 7,48 89,24 6,74 1,74
3 1 293 13 o
6 3 229 11 o
3 2 227 18 2
2 o 267 20 1
9 3 205 22 o
a 1 120 5 1
6 2 130 o "]
a 3 143 2 2
1 1 158 2 3
3 o 141 1 10
3 2 182 10 a
3 2 144 3 "]
4 2 195 22 o
2 4 141 8 2
4 4 143 7 "]
17 10 172 21 3
13 8 167 15 1
9 E 245 24 "]
10 7 232 16 4
17 9 184 18 3
5 1 318 E 2
20 6 362 6 3
6 3 310 9 1
3 2 228 15 0
3 1 333 9 2
6,08 3,28 211,00 11,28 1,60
548 2,76 69,82 7,44 2,16

Mastdcitos Células gigantes

0

00 0000000000000 0000000000000000

0000000000000 000000000000

Coldgeno (%)
73,17
81,98
54,30
65,60
61,53
78,83
54,49
67,74
74,17
66,88
40,20
63,17
80,56
71,01
84,07
86,97
71,90
45,68
48,37
56,77
71,16
66,60
83,50
49,57
57,13
70,78
86,32
44,80
80,69
76,39
67,14
13,40

68,81
73,96
67,06
70,80
71,55
80,52
70,50
94,36
79,85
94,36
37,01
41,65
50,17
37,47
22,83
49,22
57,90
62,03
68,00
49,98
95,76
94,67
54,71
79,52
93,30

68,62
20,08

Area necrética
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE

100% AUSENTE

0% PRESENTE

AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE

100% AUSENTE
0% PRESENTE

ANALISES QUALITATIVAS

Infiltrado infl 6rio Extr: odeh
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE PRESENTE
AUSENTE PRESENTE
AUSENTE PRESENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE PRESENTE
AUSENTE PRESENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE

100% AUSENTE 83,4% AUSENTE
0% PRESENTE 16,6% PRESENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
100% AUSENTE 100% AUSENTE
0% PRESENTE 0% PRESENTE

*Animal 6: Captura de imagens microscoépicas prejudicada pela ma qualidade da lamina tecidual.
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Tabela com os parametros histopatolégicos obtidos apds avaliagdo microscoépica
do tecido ao redor dos fragmentos de catéter venoso central implantados nos
animais de experimentacdo durante o ensaio de biocompatibilidade tecidual (7 e

21 dias) - GRUPO 2 (CVC-R1).

GRUPO B - CR1

ANIMAL 1
(7 DIAS)

ANIMAL 2
(7 DIAS)

ANIMAL 3
(7 DIAS)

ANIMAL 4
(21D1AS)

ANIMAL5
(21 DIAS)

ANIMAL 6
(21 DIAS)

GBRL1a
GBR11b
GBR1 1f
GBRL1g
GBR11h
GBR1 28
GBR12b
GBR1 2c
GBR12e
GBR12h
GBR21a
GBR2 1b
GBR2 1e
GBR2 1f
GBR2 1g
GBR2 28
GBR2 2c
GBR22d
GBR22e
GBR2 2g
GBR3 1c
GBR3 1d
GBR3 1e
GBR3 1g
GBR3 1h
GBR3 22
GBR3 2b
GBR3 2c
GBR3 2e
GBR3 2f
MEDIA
DESVIO PADRAO

GBR4 1a
GBR4 1b
GBR4 1d
GBR4 1e
GBR4 1f
GBR4 2a
GBR4 2¢
GBR4 2d
GBR4 2¢
GBR4 28
GBR5 1a
GBRS 1b
GBRS 1d
GBRS 1e
GBRS 1g
GBRS 22
GBRS 2b
GBRS 2¢
GBRS 2f
GBRS 2h
GBR6 1c
GBR6 1d
GBR6 1e
GBR6 1f
GBR6 1h

MEDIA
DESVIO PADRAO

Polimorf

13,10
7,92

14
13
14
17
10
24

11

10

12,48
9,12

N o o0 oo 0N

[ S R R N A R o BB i

ol
B~

3,79

RFON N RN R WRE RO ONRERNONN®NN N RO

2,56
2,06

ENSAIO DE TOXICIDADE TECIDUAL

ANALISES QUANTITATIVAS

Fibroblastos Vasos sanguineos Mastocitos Células gigantes

203
223
134

240,00
76,57

242
84,36

10
16
6
18
1
7
1
1
18
5

13,80
8,83

12,32
6,28

™
"SMMDJ:LuthHHHNDHHDEmemDHDDDGU\me

3,52

000000000000 0KOO0RREOOOO0 OO

0,36
1,22

0

O 0 0000000000000 0000000000000000

00 0000000000000 00000000 00

Colageno (%)
77,29
84,56
75,14
70,33
80,61
66,62
72,61
73,58
68,52
63,72
53,21
52,15
56,48
59,90
53,97
63,57
35,51
65,45
39,42
63,58
73,86
69,28
55,77
61,06
54,30
71,88
74,15
68,95
60,90
66,94
64,44
11,11

62,21
60,23
59,39
73,30
62,32
80,18
84,55
88,39
80,08
78,48
52,97
69,14
67,85
61,30
60,53
62,61
80,79
81,23
75,34
77,62
86,18
72,48
84,55
77,11
50,63

73,20
10,60

Area necrética
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE

100% AUSENTE

0% PRESENTE

AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE
AUSENTE

100% AUSENTE
0% PRESENTE

ANALISES QUALITATIVAS

124

Infiltrado infl ério Extr odeh
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE PRESENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE

100% AUSENTE 96,7% AUSENTE
0% PRESENTE 3,3% PRESENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE PRESENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE PRESENTE
AUSENTE PRESENTE
AUSENTE AUSENTE
AUSENTE PRESENTE
AUSENTE AUSENTE
100% AUSENTE 84% AUSENTE
0% PRESENTE 16% PRESENTE

*Animal 6: Captura de imagens microscoépicas prejudicada pela ma qualidade da lamina tecidual.
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ANEXO |

Tabela com os parametros histopatolégicos obtidos apds avaliagdo microscoépica
do tecido ao redor dos fragmentos de catéter venoso central implantados nos
animais de experimentacdo durante o ensaio de biocompatibilidade tecidual (7 e
21 dias) - GRUPO 3 (CVC-R2).

ENSAIO DE TOXICIDADE TECIDUAL

ANALISES QUANTITATIVAS ANALISES QUALITATIVAS.
GRUPO C - CR2 leados Polimorf leados Fibrobl Vasos sanguil Mastocitos Células gigantes Coldgeno (%) Area necrética  Infiltrado inflamatério Extravasamento de hemdceas

GCR11a 5 7 337 3 0 0 74,00 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR11b 15 14 360 5 0 0 88,00 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR11d 13 8 258 3 0 0 78,70 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR11f 19 2 443 16 0 0 83,00 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 1 GCR11h 9 7 385 E 0 o 69,70 AUSENTE AUSENTE PRESENTE
(7 DIAS) GCR12a 58 7 468 31 0 o 91,80 AUSENTE AUSENTE PRESENTE
GCR12b 57 4 516 25 0 0 88,20 AUSENTE AUSENTE PRESENTE
GCR12e 21 6 528 13 0 ] 68,60 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR12f 48 9 475 ] 0 ] 89,90 AUSENTE AUSENTE PRESENTE
GCR12g 45 1 482 11 1 ] 87,80 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR21a 38 5 391 22 0 ] 89,90 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR21b 38 7 369 18 0 ] 84,20 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR2 1c 59 6 443 50 0 ] 93,80 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR2 1f 56 3 395 ] 0 ] 77,90 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 2 GCR2 1h 53 2 463 14 o a 60,80 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(7 DIAS) GCR2 2a 9 4 424 15 o a 96,20 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR2 2b 23 6 347 17 0 0 93,00 AUSENTE AUSENTE PRESENTE
GCR2 2f 24 2 456 28 0 0 79,70 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR22g 9 3 457 18 0 0 85,00 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR2 2h 33 3 491 30 0 0 92,30 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR3 1b 18 3 159 7 0 0 38,20 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR3 1e 17 5 339 16 1 0 44,40 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR3 1f 59 10 394 9 9 0 50,70 AUSENTE AUSENTE PRESENTE
GCR31g 15 15 205 0 0 ] 48,50 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 3 GCR3 1h 12 8 209 8 1 a 79,80 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(7 DIAS) GCR3 2a 56 25 483 10 o a 82,70 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR3 2b 56 29 368 4 0 ] 57,90 AUSENTE AUSENTE PRESENTE
GCR3 2d 77 3 551 20 0 ] 82,60 AUSENTE AUSENTE PRESENTE
GCR3 2g 17 8 413 13 0 ] 70,20 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR3 2h 24 3 440 22 4 0 49,20 AUSENTE AUSENTE AUSENTE

MEDIA 32,77 717 401,63 14,97 0,53 0 75,92 100% AUSENTE 100% AUSENTE 73,4% AUSENTE

DESVIO PADRAO 20,54 6,36 96,19 10,59 1,78 0 16,45 0% PRESENTE 0% PRESENTE 26,6% PRESENTE
GCR41a 12 6 159 3 0 0 66,30 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR4 1b ] 12 218 9 0 0 55,60 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR4 1c 5 8 104 4 0 0 61,60 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR4 1d 12 2 245 18 1 0 41,90 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 4 GCR4 1e 9 6 227 11 12 o 72,10 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(21 D1AS) GCR4 2a 8 2 187 15 o a 36,90 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR4 2b 13 2 335 40 0 ] 59,50 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR4 2¢ 7 0 199 21 0 ] 51,20 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR4 2f 7 1 94 5 2 ] 61,40 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR4 2h 1 2 231 25 0 ] 69,50 AUSENTE AUSENTE AUSENTE

ANIMAL 5 - - - - - - - -

(21 DIAS) GCRS 2b 6 2 168 3 2 o 71,90 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCRS 2¢ 18 2 237 10 2 0 66,20 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCRS 2e 6 0 248 1 6 0 58,20 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCRS 2f 15 1 214 16 7 0 69,50 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCRS 2g 30 3 249 9 0 0 71,80 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR6 1a 16 2 335 42 0 0 83,80 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR6 1b 13 5 365 40 2 ] 85,50 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR6 1d ] 5 403 37 ] ] 95,60 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR6 1e ] 11 329 18 1 ] 81,40 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 6 GCR6 1h 1 o 99 10 9 a 46,90 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(21 D1AS) GCR6 2a 6 o 286 13 o a 86,80 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR6 2b 9 0 220 5 0 ] 73,00 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR6 2¢ 13 0 216 7 0 ] 82,50 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR6 2e 14 4 281 21 2 ] 65,00 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GCR6 2h 14 1 392 33 ] ] 75,90 AUSENTE AUSENTE AUSENTE

MEDIA 10,36 3,08 241,64 17,24 2,56 ) 67,64 100% AUSENTE 100% AUSENTE 100% AUSENTE

DESVIO PADRAO 5,99 3,35 85,02 12,40 3,83 ) 14,40 0% PRESENTE 0% PRESENTE 0% PRESENTE

*Animal 5: Captura de imagens microscoépicas prejudicada pela ma qualidade da lamina tecidual.
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ANEXO J

Tabela com os parametros histopatolégicos obtidos apds avaliagdo microscoépica
do tecido ao redor dos fragmentos de catéter venoso central implantados nos
animais de experimentacdo durante o ensaio de biocompatibilidade tecidual (7 e
21 dias) - GRUPO 4 (CONTROLE).

ENSAIO DE TOXICIDADE TECIDUAL

ANALISES QUANTITATIVAS ANALISES QUALITATIVAS
GRUPO D - CONTROLE leados Polimorfe leados Fibroblastos Vasos sanguil acitos Células gij Coldgeno (%) Areanecrética  Infiltrado inflamatorio Extravasamento de hemaceas
GDR1 - - - - - - -
ANIMAL 1 GDR1 - - - - - -
(7 DIAS) GDR1 - - - - - -
GDR1 - - - - -
GDR1 - - - - - - - - -
GDR2a 1 0 162 ] ] 68,66 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 2 GDR2b 4 o 186 0 o o 76,85 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(7 DIAS) GDR2c 10 2 187 17 o o 59,46 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR2e 4 0 150 0 ] ] 65,60 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDRzh 12 2 160 2 ] ] 60,50 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR3c 0 o 110 3 0 0 49,35 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 3 GDR3e 1 0 112 0 o o 61,07 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(7 DIAS) GDR3f 2 0 125 4 0 0 52,67 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR3g 0 o 146 0 0 0 64,17 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR3h 1 o 161 1 o o 64,57 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR4a 7 0 194 10 o o 60,09 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 4 GDR4b 16 0 168 7 o o 44,36 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(7 DIAS) GDR4c 11 2 190 12 ] ] 41,23 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR4d 14 4 209 10 0 0 55,43 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDRde 6 3 220 14 ] ] 60,15 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR3a 5 3 136 5 ] ] 41,13 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL S GDRSb 11 1 204 15 0 0 46,92 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(7 DIAS) GDRS5c 5 0 132 6 0 0 64,17 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDRSd 5 0 164 3 o o 61,96 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR5g 3 0 236 9 ] ] 59,68 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
MEDIA 5,90 0,85 167,60 6,00 0,00 0 57,90 100% AUSENTE 100% AUSENTE 100% AUSENTE
DESVIO PADRAO 4,87 1,31 35,38 5,47 0,00 0 9,39 0% PRESENTE 0% PRESENTE 0% PRESENTE
GDR6a 4 0 110 0 ] ] 70,56 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 6 GDRBb ] 1 183 13 3 ] 48,58 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(21 DIAS) GDREe 10 1 210 19 2 o 57,70 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDRef 1 o 136 B o o 25,17 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR6g o ) 84 o 0 0 21,60 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR7b 1 0 91 3 ] ] 25,40 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 7 GDR7c 3 o 124 ] ] ] 28,17 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(21 DIAS) GDR7d 0 o 113 2 0 0 55,66 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR7f 2 0 128 12 ] ] 24,50 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR7g 4 o 102 2 1 ] 34,45 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR8b 1 0 171 ] ] 79,20 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 8 GDR3c 4 o 103 2 o o 72,72 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(21 DI1AS) GDR8d 0 0 208 27 3 o 78,38 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR8e 2 2 184 5 2 ] 82,10 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR8h 2 1 186 3 ] ] 59,04 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDRSb 4 2 145 11 0 0 47,67 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 9 GDR3c 3 0 214 19 1 o 67,82 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(21 D1AS) GDRSd 5 o 188 14 1 ] 73,64 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR9e 2 2 134 13 0 0 67,93 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDRSf 1 1 176 o o 66,62 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR10a 2 0 193 5 2 o 76,84 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
ANIMAL 10 GDR10b 2 0 188 o o 73,65 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
(21 D1AS) GDR10c 4 2 215 9 ] ] 49,19 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR10d 4 2 230 21 3 0 72,47 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
GDR10h 6 2 228 8 ] ] 65,09 AUSENTE AUSENTE AUSENTE
MEDIA 2,92 0,64 163,92 88 0,72 0 56,98 100% AUSENTE 100% AUSENTE 100% AUSENTE
DESVIO PADRAO 2,29 0,86 45,71 7,04 1,10 0 19,85 0% PRESENTE 0% PRESENTE 0% PRESENTE

*GDR1: 6bito durante experimento por causa ndo determinada.
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ABSTRACT

Objectives: To investigate the in vitro and in vivo efficacy and the tissue reaction
of an anti-biofilm coating formulation composed by an anti-adherent substance —
xylitol and antimicrobial substances — triclosan and polyhexamethylene biguanide
(PHMB), in alcoholic vehicle.

Methods: The antimicrobial activity against six microorganisms frequently
involved in episodes of catheter-related bloodstream infections (CRBSIs) was
analyzed by means of turbidimetric method. The scanning electron microscopy
(SEM) was used to evaluate the anti-adherent property of central venous catheter
(CVC) fragments, impregnated with anti-biofilm coating (I-CVC) in comparison
with non-coated CVC fragments (NC-CVC). Two in vivo assays using
subcutaneous implantation of NC-CVC and I-CVC in the dorsal area of rats were
performed. The first one comprised hematological and microbiological
(hemoculture and colonization of external and internal surface of CVC fragments)
analysis. The second one comprised the evaluation of a tissue response by

examining the inflammatory reactions after 7 and 21 days.
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Results: The anti-biofilm formulation presented antimicrobial activity against all
tested strains. A biofilm disaggregation with significant reduction of
microorganism’s adherence in I-CVC fragments was observed for one Gram-
positive, one Gram-negative and one yeast strain, in anti-adherent assay. In vivo
efficacy results demonstrated a reduction in the colonization by Staphylococcus
aureus ATCC 25923, mainly in an external surface of I-CVC in comparison with
NC-CVC. All animals presented a negative hemoculture (without microbial
growth). No significant tissue reaction was observed, which demonstrated that the
anti-biofilm formulation could be considered biocompatible.

Conclusions: The use of I-CVC could decrease the probability of development of
localized or systemic infections. The biofilm disaggregation observed is important
for the effectiveness of antimicrobial therapies.

Key-words: Anti-biofilm coating. Bacterial adhesion. Catheter-related bloodstream

infections. Central venous catheter.

INTRODUCTION

Catheters are quickly colonized with microorganisms due to the ability of the
bacteria to organize themselves into matrix-enclosed aggregates or microcolonies,
also termed biofilms (BURM@LLE et al., 2010; HANDRUP et al., 2012). Device-
associated biofilms are responsible for about 85% of catheter-related bloodstream
infections (CRBSISs) in intensive-care units (DONELLI, 2006; VENKATESH et al.,
2009), which are difficult to eradicate due to the fact that antibiotic penetration
through all layers of the biofilm is difficult, making them ineffective (CHAUHAN et
al., 2012; DWYER, 2008 GIACOMETTI et al., 2006; HANDRUP et al., 2012). The
typical organisms involved in such infections include Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans and coagulase-negative
Staphylococcus (DWYER, 2008).

It is estimated that 150 million intravascular devices are used in the USA
per year, out of which 5 million are central venous catheters (CVCs)
(FRANCOLINI; DONELLI, 2010; WORTHINGTON; ELLIOTT, 2005). CVC biofilms
are responsible for between 200,000 and 400,000 cases of nosocomial
bacteremia annually in the USA — 80,000 in intensive care units alone, with an
estimated cost ranging between $296 million and $2.3 billion (RAAD et al., 2008;
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WORTHINGTON; ELLIOTT, 2005).

In recent decades, the continual increase in the use of CVCs has been
associated with early (localized trauma, hematoma, vessel perforation) or late
onset complications (thrombosis and, more commonly, infections). The infections
can be local or systemic (DONELLI, 2006; WORTHINGTON; ELLIOTT, 2005).

Antiseptic and antibiotic-coated CVCs have been investigated to reduce the
incidence of CRBSIs (COBRADO et al.,, 2012; DWYER, 2008). However, these
coatings have not demonstrated enough clinical efficiency to be considered
definitive for use as substitutes for conventional catheters (DONELLI, 2006). On
the other hand, a number of anti-biofilm strategies have recently emerged from in
vitro studies (CHAUHAN et al., 2012; COENYE; NELIS, 2010; FRANCOLINI;
DONELLI, 2010; SIMOES, 2011). Two main strategies have been employed for
the prevention of CRBSIs. One of them consists of the development of
biomaterials with anti-adhesive properties by using physico-chemical methods and
the other one is the incorporation of coating biomaterials, which significantly
reduces the microbial adherence (CHIFIRIUC et al., 2012).

The emergence of alarming levels of antibiotic resistance urged us to look
at alternative strategies for the prevention of CRBSIs (RAAD et al., 2008;
VENKATESH et al., 2009). Xylitol, a five-carbon polyalcohol, has been studied due
to its anti-adherent propriety against some microorganisms (AMMONS et al.,
2009; SAJJAN et al., 2004; SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2011). Moreover,
there is a plenty of studies with 2,4,4' trichloro-2'-hydroxydiphenyl (triclosan) and
polyhexamethylene biguanide (PHMB) - wused as antiseptic for various
applications in medicine — that proved their broad spectrum of antibacterial activity
against both Gram-positive and Gram-negative bacteria and Candida albicans
(BUTCHER, 2012; LUBARSKY et al., 2012; WELK et al., 2005). However, those
three substances have not yet been studied together for preventing biofilms.

Thus, the purpose of this study was to investigate the in vitro and in vivo
efficacy as well as the tissue reaction of an innovative anti-biofilm formulation
composed by xylitol, triclosan and PHMB in alcoholic vehicle, as a new option for
CVC coating.
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MATERIAL AND METHODS

Anti-biofilm formulation

The formulation of interest in this study, which was proposed for use as a
CVC coating, was composed of 3.0% silicone, 5.0% xylitol and 10.0% pre-
formulated antimicrobial solution (0.15% triclosan, 0.2% PHMB, 0.3%
benzalkonium chloride, 1.0% volatile silicone, 0.1% essence, 8.25% distilled water

and 90.0% ethyl alcohol) in sufficient quantity of Genesolv®.

Antimicrobial activity assay

The antimicrobial efficacy of the anti-biofilm formulation was evaluated in
vitro against some microorganisms frequently involved in CRBSIs episodes. Three
strains from the American Type Culture Collection (ATCC) (Candida albicans
ATCC 10231, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 and Staphylococcus aureus
ATCC 25923) and three clinical strains — isolated from hospitalized patients by the
Clinical Analysis Laboratory of the University Hospital of the Federal University of
Juiz de Fora, Minas Gerais, Brazil (Acinetobacter baumannii, Escherichia coli and
Pseudomonas aeruginosa) were used.

The antimicrobial activity was determined by means of turbidimetric method,
and the minimum inhibitory concentration (MIC) was established. A microbial
suspension of each strain was prepared with sterile saline (sodium chloride - NaCl
9.0 g/L), for 25% transmittance (A=580nm). The standardized microbial
suspension was submitted to serial dilution with sterile saline and incubated in
appropriate agar. After the incubation period (24 hours at 37°C for bacteria / 48
hours at 25°C for yeast), the colony-forming units (CFU's) were counted in order to
obtain 2x10° CFU/mL concentration in each microplate well (adapted from USP,
1985; NCCLS, 2003).

For the negative control, 100 uL of sterile broth was used, while, for the
positive control, 100 pL of inoculated broth was employed. Mueller Hinton Broth
(MHB) was employed as the culture medium for bacterial strains and Sabouraud
Dextrose Broth (SDB) for yeast, except for Staphylococcus aureus ATCC 25923
for which Tryptone Soy Broth (TSB) was used. In order to prepare the test-groups,
100 pL of inoculated broth and 100 pL of different concentrations from the test-
formulation (400; 600; 1,000; 1,500; 2,000; 4,000; 20,000; 40,000 and 200,000
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mg/L) were used. As reference drugs, chloramphenicol (0.025; 0.25; 2.5; 25 and
250 mg/L) was used for bacterial strains and nystatin (0.2; 2; 20; 200 and 2000
U/mL) for Candida albicans ATCC 10231. The microplate was incubated in the
time-temperature conditions described above.

After the incubation period, the MIC was determined by observing the
turbidity of the microplate wells. The antimicrobial activity was defined as
bactericidal/fungicidal or bacteriostatic/fungistatic after inoculation with 20 L of
the contents of wells not presenting turbidity in 4 mL of sterile culture medium. All
procedures were performed in triplicate.

For the antimicrobial activity assay, a formulation without both silicone and
Genesolv® was used since these substances were employed in anti-biofilm

formulation only as incorporation vehicle and carrier solvent, respectively.

Anti-adherent activity assay

A microbial suspension of each strain was prepared as described above —
for the antimicrobial activity assay (adapted from USP, 1985; NCCLS, 2003) — in
order to obtain 10®° CFU/mL in each tube. One Gram-positive strain
(Staphylococcus aureus ATCC 25923), one Gram-negative strain (clinical
Escherichia coli) and one yeast strain (Candida albicans ATCC 10231) were
tested. For the negative control, 1.5 mL of sterile TSB (bacteria) or SDB (yeast)
were used. For the positive control, 1.5 mL of inoculated broth, 5% glucose and a
sterile non-coated CVC fragment (1cm) were employed. In order to evaluate the in
vitro anti-adherent efficacy of the anti-biofilm formulation, the test-groups were
prepared with 1.5 mL of inoculated broth, 5% glucose and a sterile CVC fragment
(1cm) impregnated with such formulation. Before the anti-adherent assay, sterile
CVC fragments were immersed in the anti-biofilm formulation for 1 min and then
kept in sterile plates until completely dry. All these systems were incubated at
37°C for 24 h (bacteria) and 25°C for 72 h (yeast) under agitation (100 rpm) and
air circulation (adapted from FERREIRA et al., 2009; SILVA et al., 2010; SOUSA
et al., 2011).

The CVC fragments were removed and individually kept in tubes. Then,
10.0 mL of 0.1M phosphate buffer pH 7.4 were added to the tubes, which were
sonicated (5 min) at 40 £ 6 kHz. After sonication, the CVC fragments were fixated
with 2.5% glutaraldehyde for 24 h and then washed (two times) with 0.1M
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phosphate buffer pH 7.4, dehydrated with increasing concentrations of ethanol (50
to 100%) — with an interval of 20 minutes between each exchange — and dried at
room temperature. Finally, the slides were metalized with 2 nm of gold for two
minutes, and subsequently analyzed by scanning electron microscopy (SEM)
(adapted from FERREIRA et al., 2009; SILVA et al., 2010; SOUSA et al., 2011).
For the anti-adherent assay, a formulation without silicone was used due to

the fact that it blurs the visualization of catheter fragments by SEM.

In vivo assays
All procedures were approved by the local ethics committee (Ethical
Committee for Animal Research — CEEA/UFJF) for animal experimentation
(protocol n° 037/2011) and were in agreement with the Ethical Principles in Animal
Research adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation (COBEA).
The animals were individually kept in appropriate cages, at a controlled
temperature (22°C = 2°C) and humidity (65 to 75%) in the room and at light-dark

cycle of 12 hours with water and food ad libitum.

Efficacy evaluation

The bacteria Staphylococcus aureus ATCC 25923 was used in the efficacy
evaluation. Sterile CVC fragments (2.5cm) were previously immersed in the anti-
biofilm formulation, proposed for usage as CVCs coating for 1 min and kept in
sterile plates until completely dry. On the first day, non-coated CVC fragments
(NC-CVC) and CVC fragments impregnated with such formulation (I-CVC) were
immersed in individual tubes containing 5.0 mL of a microbial suspension of
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (10® CFU/mL) and 5% glucose, for 30 min.
After this period, the fragments were removed and kept in sterile plates until
completely dry.

Wistar rats (n=29, female, 150 to 200g) were randomized into 5 groups.
Groups A and B comprised relative-control groups, Groups C and D were
experimental groups and Group E was an absolute-control group. Group A
consisted of 5 animals with NC-CVC insertion and Group B comprised 5 animals
with [-CVC insertion, both without previous immersion of CVC fragments into the
microbial suspension. Group C consisted of 7 animals with NC-CVC insertion and

Group D comprised 7 animals with I-CVC insertion, both with previous immersion
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of CVC fragments into the microbial suspension. Group E was composed of 5
unmanipulated animals. On the first day, the animals were anesthetized with
ketamine and xylazine (90 mg/kg and 10 mg/kg, respectively, via the
intraperitoneal route) (HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007) and subjected to hair
removal on the dorsal area, followed by disinfection with 2% degerming
chlorhexidine followed by 0.5% alcoholic chlorhexidine. CVC fragments were
inserted in each surgery hole. At the end of 7 days, the animals were euthanized
by anesthetic overdose (adapted from KOCKRO et al., 2000).

Macroscopic analysis (weight gain, feed intake, presence of edema,
erythema, discharge and fever) were performed during the 7 days of the
experiment. Blood samples were obtained in order to conduct hematological
(completed hemogram) and microbiological (hemoculture) analysis. For the
hemocultures, 500 pL of total blood was inserted in 4.5 mL of Brain Heart Infusion
(BHI). The CVC fragments were removed and submitted to microbiological
analysis: a) for the evaluation of external surface contamination, the scrolling of
fragment CVC in Petri dishes containing blood agar was conducted; and, b) for the
evaluation of internal surface contamination, 1 mL of thioglycollate medium was
injected into the CVC fragment and collected into a tube containing 4 mL of the
same cultivation media. The Petri dishes and tubes were incubated at 37°C for 24
h and, after this period, the bacterial growth was assessed. The hemoculture and
the internal surface contamination were evaluated by the presence or absence of
cultivation media turbidity. The external surface contamination was evaluated
based on the following scale: counting the number of CFU’s until 100 colonies, + =
100 to 300 colonies, ++ = more than 300 colonies, +++ = uncountable colonies
and ++++ = confluent colonies (adapted from KOCKRO et al., 2000). The
microorganisms detected were subsequently identified by the Clinical Analysis
Laboratory of the University Hospital of the Federal University of Juiz de Fora,

Minas Gerais, Brazil.

Tissue reaction evaluation

For the tissue reaction assay (7 and 21 days), sterile CVC fragments (1cm)
were previously immersed in the anti-biofilm formulation, proposed for usage as
CVC coating, for 1 min and kept in sterile plates until completely dry.

Wistar rats (n=22, female, 150 to 200g) were randomized into 3 groups.
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Group 1 consisted of 6 animals with NC-CVC insertion; Group 2 comprised 6
animals with I-CVC insertion; and Group 3 (control-group) was composed of 10
unmanipulated animals. On the first day, the animals were anesthetized with
ketamine and xylazine (90 mg/kg and 10 mg/kg, respectively, via the
intraperitoneal route) (HAJIGHAHRAMANI; VESAL, 2007) and subjected to hair
removal on the dorsal area, followed by disinfection with 2% degerming
chlorhexidine and then by 0.5% alcoholic chlorhexidine. Two incisions (one on the
right and one on the left) were made in each animal — 2 implanted CVC fragments
were inserted in each animal. At the end of 7 days, half the animals of each group
were euthanized by anesthetic overdose. The other half was euthanized at the end
of 21 days (adapted from SILVA et al., 2009).

Macroscopic analysis (weight gain, feed intake, presence of edema,
erythema, discharge and fever) was performed during the 7 days of the
experiment. Blood samples were obtained in order to conduct hematological
analysis (completed hemogram). The samples of the skin surrounding the CVC
fragment implant were removed and fixed in 10% buffered formalin for a minimum
of 24 hours. Sections (4 pm thick) were cut and stained with hematoxylin and
eosin for histopathologic analysis. Five aleatory fields were counted out of each
sample in order to obtain an average of all group counting at the end.
Mononuclear cells, polymorphonuclear cells, fibroblasts, blood vessels, mast cells,
collagen area and extracellular matrix area were quantitatively analyzed, while the
presence of giant cells, necrotic area and inflammatory infiltration were

qualitatively analyzed (adapted from SILVA et al., 2009).

Statistical analysis

A descriptive analysis for weight gain, feed intake, hematological
parameters and quantitative histopathologic parameters of in vivo assays, was
performed. The difference in significance between the result averages among the
study groups was obtained by ANOVA, followed by Tukey post hoc test. Student's
t-test for paired samples was used in in vivo tissue reaction assay for the
comparison of parameters between 7 and 21 days. The Statistical Software
Package for the Social Sciences (SPSS) 14.0 was used. The limit of significance

was p<0.05.
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RESULTS

Antimicrobial activity assay
The anti-biofilm formulation presented antimicrobial activity against all
tested strains. Results are shown in Table 1.

Table 1. Antimicrobial activity and minimum inhibitory concentration (MIC) of the anti-biofilm
formulation against some of microorganisms frequently involved in CRBSIs episodes.

Pseudomonas aeruginosa

ANTI-BIOFILM REFERENCE DRUGS
FORMULATION* Chloramphenicol / Nystatin*
Bactericidal / Bacteriostatic / Bactericidal / Bacteriostatic /
MICROORGANISMS Fungicidal* Fungistatic* Fungicidal* Fungistatic*
activity activity activity activity
(mg/L) (mg/L) (mg/L or **U/L) (mg/L)
Candida albicans _ _ - )
ATCC 10231* MIC = 20,000 - MIC = 2,000
Klebsiella pneumoniae _ _ _
ATCC 700603 MIC = 20,000 - MIC = 250 MIC = 2.5
Staphylococcus aureus _ _ _
ATCC 25923 MIC = 1,000 MIC = 400 MIC = 0.25 -
. clinical ) MIC = 2,000 MIC = 400 - MIC = 0.25
Acinetobacter baumannii
clinical =~ MIC = 20,000  MIC = 2,000 : MIC = 250
Escherichia coli
clinical MIC = 40,000 - - MIC = 250

* for yeast strain
- formulation (or drug reference) did not show bactericidal/fungicidal (or bacteriostatic/fungistatic)
activity against specific microorganism.

Anti-adherent activity assay

Regarding Staphylococcus aureus ATCC 25923 and clinical Escherichia
coli strains, a biofilm formation on the NC-CVC fragment surface was observed,
while for Candida albicans ATCC 10231 strain, only isolated UFC's were attached.
For all microorganisms tested, a biofilm disaggregation with significant reduction in
microorganisms  adherence was noted in I-CVC fragments. SEM

photomicrographies are shown in Figure 1.
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I-CVC

Z ¢

X2,000 10pm!

Figure 1. SEM photomicrographies of external surface of CVC fragment in anti-adherent test: A—
D: Staphylococcus aureus ATCC 25923, E-H: clinical Escherichia coli, and I-L:
Candida albicans ATCC 10231. Bar represents 2 ym (C and H), 5 um (D, G, I, J, Kand

L), 10 ym (A, B and F) and 50 ym (E).
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In vivo assays

Efficacy evaluation

During the 7 days of the experiment, weight gain and feed intake were
statistically similar between the experimental and control groups (Table 2). None
of the animals showed edema around the CVC fragment implant. Only one animal
from Group A (NC-CVC) and one animal from Group C (NC-CVC previously
contaminated) presented fever, with signs of tremor and secretion around the
implant, being that the fever of the Group C animal lasted 5 days. By a
comparative analysis among groups, it was observed that the erythema around
the CVC fragment implant of the Group C animals was more pronounced and
enduring than that of Group A, B and D animals.

None of the animals showed systemic blood contamination, since all
hemocultures were negative. Table 2 presents the results of weight gain, feed
intake and hematological analysis and Table 3 shows the results of the
microbiological analysis of the external and internal surfaces of the CVC fragment
introduced.

Table 2. Weight gain, feed intake and hematological parameters of the animals studied in in vivo
efficacy assay:

PARAMETERS GROUPA GROUPB GROUPC GROUPD GROUPE
Weight gain (%) 55+9 73122 -0.2+10.7 10.2+5.6 6.8+1.8
Feed intake / day (g) 19.2+6 219+27 177 20.7+2 21.1+28
Red blood cells (millions/mm?®) 7.7+1.3 75+15 6.3+0.8% 82+06°% 7.1+13
Hemoglobin (g/dL) 145+24 141+28 11.9+13° 158+14° 145227
Hematocrit (%) 442+78 425+82 359+42° 466+4° 415+77
Global leukometry (x1000/mm® 9.9+ 2.5 8.1+3.1 6.9+25 9+3.1 7.3+1.8
Neutrophil (%) 39+19 29+10 25+5 2316 24 +5
Lymphocyte (%) 52 +17 67 +11 69+8 72+7 705
Monocyte (%) 65 2+2 4+3 312 3+2
Eosinophil (%) 2+1 2+1 2+2 2+1 3x1
Basophil (%) 01 00 00 00 00
Platelet (x1000/mm®) 788 +466 864 + 136 913+300 1092 +187 837 +151

Means followed by the same letters differ by ANOVA followed by Tukey post hoc test (°p=0.029,
®p=0.020 and °p=0.037). Group A: NC-CVC (relative-control groups), Group B: I-CVC (relative-
control groups), Group C: NC-CVC previously contaminated, Group D: I-CVC previously
contaminated, Group E: absolute-control group.
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Table 3. Results of microbiological analysis of CVC fragments in external and internal surfaces
realized in in vivo efficacy assay: detection and identification of microorganisms.

CVC FRAGMENT

CVC FRAGMENT

GROUPS EXTERNAL SURFACE INTERNAL SURFACE
Group A 20% Staphylococcus aureus (+) 20% Citrobacter sp + Enterococcus faecalis
NC-CVvC 20% Pseudomonas aeruginosa (++++) 80% negative
60% negative
Group B 40% Staphylococcus aureus
100% negative
[-CVC 60% negative
Group C 28.6% Staphylococcus aureus (<100 colonies)
0
NC-CVvC 14.3% Staphylococcus aureus (+) 85.7% Staphylococcus aureus
previously

contaminated

Group D

I-CVC
previously
contaminated

42.8% Staphylococcus aureus (+++)

14.3% Staphylococcus aureus (++++)

85.7% Staphylococcus aureus (<100 colonies)

14.3% Staphylococcus aureus (+)

14.3% Staphylococcus aureus + Klebsiella sp

57.1% Staphylococcus aureus
14.3% Staphylococcus aureus + Klebsiella sp

28.6% negative

Results expressed as percentage of animals per group.
Negative = without microbial growth.

Until 100 colonies = number of CFU’s; + = 100 to 300 colonies; ++ = more than 300 colonies; +++
= uncountable colonies and ++++ = confluent colonies

Tissue reaction evaluation

Weight gain and feed intake were statistically similar between the

experimental and control groups during the entire experiment (21 days) (Table 4).

During the first 7 days, none of the animals showed edema and secretion around

the CVC fragment implant, nor presented signs of fever. By a comparative

analysis between groups, it was observed that the erythema around the CVC

fragment implant of the Group 2 (I-CVC) animals was more pronounced than that
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of the Group 1 (NC-CVC) animals. After the 7" day and until the 21 day — the last
day of the experiment - the intensity of the erythema around the CVC fragment
implant became similar in both groups. The Group 1 (NC-CVC) animals also
presented secretion and the Group 2 (I-CVC) animals also presented edema
around the insertion. None of the animals presented signs of fever.

Results of weight gain, feed intake and hematological analysis are shown in

Table 4, while results of histopathologic parameters are shown in Table 5.

Table 4. Weight gain, feed intake and hematological parameters of animals studied in in vivo
tissue reaction assay:

7 DAYS 21 DAYS

PARAMETERS GROUP1 GROUP2 GROUP3 GROUP1 GROUP2 GROUP3
Weight gain (%) 6+4.8 42+4.6 10+ 2.4 231+25 237+69 23.2%6.7
Feed intake / day (g) 16 £2.9 11.9+73 181+13 205+23 20.7+05 19.1+24
Red blood cells (millions/mm?®) 81+05 7.1+01°% 81+05% 79+08 83+04* 7.4%05
Hemoglobin (g/dL) 152+02 141406 152+0.7 149409 151407 13.8+1.0
Hematocrit (%) 442+18 404+09 438+19 441+36 45427 41+3.1
Global leukometry (x1000/mm®) 6.1 + 1.6 5.8+2.7 6.4+29 6.6 +3.8 6.8+2.1 6.1+1.4
Neutrophil (%) 29+9 27+6 19+9 28 +13 ¢ 27+2° 15 +2 ¢
Lymphocyte (%) 66 + 10 67 +8 77 +10 64+9' 68 + 3 77+3"
Monocyte (%) 3+3 5+4 241" 5+1 3+1 5+4"
Eosinophil (%) 2+1 2+1 3+x2 3x1 3x1 3+2
Basophil (%) 00 00 00 1+1 00 00
Platelet (x1000/mm®) 999+ 74" 499+42° 624+183° 744+257 915+19 827 +152

Means followed by the same letters differ by ANOVA followed by Tukey post hoc test (°p=0.050,
®n=0.016, °p=0.027, “p=0.043, ®p=0.037 and 'p=0.019). Means followed by the same symbols differ
by Student's t-test for paired samples (comparison between parameters of 7 and 21 days)
(*p=0.030 and *p=0.015). Group 1: NC-CVC, Group 2: I-CVC, Group 3: control-group.
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Table 5. Results of histopathologic parameters of tissue around the implanted CVC fragments
realized in in vivo tissue reaction assay:

7 DAYS 21 DAYS
PARAMETERS GROUP 2 GROUP 3 GROUP1  GROUP 2 GROUP 3
Monggllljgear 237+208%  13.1+7.9 50+492" 6155 125+91" 2942317
POIymorc%rrlgnuc'ear 48+38" 09+13° 33x28%" 26+21'4 0.6+09"
Fibroblasts 2538+89.2° 240+766° 167.6%354°° 2114698 242+844"™ 1639+457"
Blood vessels 12.7+67°  138+88' 6+55°%  113%74 12363 8.8+7
Mast cells 29+35%Y  gs0f8 16+22  04+12Y 0.7+1.1°
Collagenarea (%)  §71+134  644+111* 57.9:+94  68.6+201 732+106"* 57+19.9"
mg(rti?;?g;%%) 328+136 356+11.2° 42.1+94 31.3+20.1 26.8+106°% 43+19.9°
Giant cells Absent Absent Absent Absent Absent
:rz(;r%% Absent Absent Absent Absent Absent
Inflammatory Absent Absent Absent Absent Absent Absent

Infiltration (%)

Means followed by the same letters differ by ANOVA followed by Tukey post hoc test (°p=0.001,
®p<0.001, °p=0.002, “p=0.013, ®p=0.031, 'p=0.009, %=0.004, "p<0.001, 'p=0.002, 'p<0.001,
%p=0.001, 'p=0.033, ™p=0.002, "p=0.005 and °p=0.005). Means followed by the same symbols differ
by Student's t-test for paired samples (comparison between parameters of 7 and 21 days)
(*p<0.001, #p:0.017, 4p=0.014, ¥p=0.001, *p=0.009, ®p=0.009, “p:0.007 and §p:0.012). Group 1:
NC-CVC, Group 2: I-CVC, Group 3: control-group.

At day 7 of the assay, there was a higher number of inflammatory cells in
Group 1 (NC-CVC) compared to Group 3 (control) (p=0.001 and p<0.001 for
mononuclear and polymorphonuclear cells, respectively). Compared to control
(Group 3), both Group 1 (NC-CVC) and Group 2 (I-CVC) showed a greater
number of fibroblasts (p=0.002 and p=0.013, respectively) and blood vessels
(p=0.031 and p=0.009, respectively). Group 2 also presented a higher number of
mast cells compared to Group 1 (p=0.004) and the control-group (p<0.001).

At day 21 of the assay, Group 2 presented more mononuclear cells than
Group 1 (p=0.002) and the control-group (p<0.001). However, both experimental-
groups even showed a greater number of polymorphonuclear cells compared with
the control-group (p=0.001 and p=0.033 respectively for Groups 1 and 2). Group 2
also presented a higher number of fibroblasts and collagen area (p=0.002 and

p=0.005) and a lower extracellular matrix area (p=0.005) in relation to Group 3.
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The blood vessel and mast cell counts were statistically similar between the
groups.

From days 7 to 21, the polymorphonuclear cell (p=0.014) and mast cell
(p=0.001) counts decreased for Group 2. There was an increase in collagen area
and a reduction of extracellular matrix area (p=0.009 for both). None of the groups
presented giant cells, necrotic area and inflammatory infiltration.

Comparing Group 1 (conventional CVC) with Group 2 (innovative CVC), few
differences were observed: on the first 7 days, only the mast cell count was
statistically different (p=0.004) and on the 21* day the statistical difference was
only observed in the mononuclear cell count (p=0.002). All other inflammatory
parameters analyzed were similar. Representative images of rat tissues are

demonstrated in Figure 2.

CONTROL

Figure 2. Representative image of rat tissues: NC-CVC images showed more pronounced
inflammatory process compared to I-CVC and control images, both for 7 and 21 days.
Different symbols identify the main cells: black square = mononuclear cells, black circle
= polymorphonuclear cells, black arrow = fibroblasts, white arrow = blood vessel, black
triangle = extracellular matrix area and white triangle = collagen area. Magnification:
40X.

DISCUSSION
The anti-biofilm formulation showed significant antimicrobial activity since it

presented bactericidal/fungicidal MIC against all tested strains. Triclosan and
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PHMB were included in the coating formulation due to its already well-known
broad-spectrum antibacterial/antifungicidal and favourable safety profile
(BUTCHER, 2012; GAO; CRANSTON, 2010; LEAPER et al., 2011; LUBARSKY et
al., 2012; WELK et al., 2005). Such agents are widely used for the prevention and
therapy of bacterial infections, especially for the antisepsis of mucous membranes
and wounds (KOBURGER et al., 2010).

Triclosan was originally introduced as a non-specific biocide but it has been
shown to affect bacterial membranes as a consequence of the specific inhibition of
the fatty acid biosynthesis (LUBARSKY et al., 2012). PHMB has been shown to
interact with membrane phospholipids and to impair the integrity of the outer
membrane of Gram-negative bacteria (MAILLARD, 2002). It is polymeric and
potent with large spectral activity against bacteria but with low toxicity to eukaryotic
organisms (GAO; CRANSTON, 2010).

The biofilm disaggregation proven by the SEM images can be explained
due to the presence of xylitol in the coating formulation. There are several studies
on the anti-adherent property of xylitol conducted with Gram-positive bacteria
(RUIZ et al., 2011; TAPIAINEN et al. 2004), Gram-negative bacteria (AMMONS et
al.; SILVA et al. 2011) and yeasts (ICHIKAWA et al., 2008). Kurola and colleagues
(2011) verified that xylitol was effective in controlling the biofilm formation of
twenty Streptococcus pneumoniae strains isolated from children’s mouth and
inhibited the expression of a gene involved in the biofilm formation. Sousa et al.
(2011) showed that 0.5, 2.5 and 5.0% xylitol inhibited significantly the adherence
of Pseudomonas aeruginosa strains (ATCC 9027 and clinic) both by counting the
number of colony-forming units released from specimen-test and by scanning
electron microscopy microphotographies. One of the strains of our study —
Staphylococcus aureus ATCC 25923 — was also assessed by Ferreira and
colleagues (2009) who observed, through SEM photomicrographies, that 1, 5 and
10% xylitol demonstrated the anti-adherent property against such strain.

The prevention of biofilm formation is relevant since the eradication of
microorganisms, arranged in biofilm form, is difficult due to the inherent tolerance
to host defenses and antibiotic therapies. In addition, biofilms facilitate the spread
of antibiotic resistance by promoting horizontal gene transfer (FUX et al., 2005).
According to Giacometti and colleagues (2006), the microorganism’s resistance in

biofilm formation often leads to the failure of conventional antibiotic therapy and
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the consequent necessity of removing the infected devices.

Regarding the in vivo efficacy test, statistical difference in the red series
(red blood cells, hemoglobin and hematocrit) of groups C (NC-CVC) and D (I-
CVC) was observed. However, both groups were statistically similar to relative
controls (with insertion of uncontaminated CVC fragments) and absolute controls,
which eliminates the importance of this finding for the present study. The
hemoculture results showed no episodes of bloodstream infection in any group,
which indicates no case of generalized infection. This result is relevant since
hemoculture is the method commonly employed, causing bacteremia and sepsis
(STOJANOVIC et al., 2006). Crump e Collignon (2000) suggested that nearly all
catheters placed for longer periods (usually more than 8 days) will present
microorganisms embedded in a biofilm which will proliferate to sufficient numbers
for systemic sepsis to result. The occurrence and rate of this proliferation depend
on microbial virulence factors, host factors and characteristics of the catheter. The
Guidelines for the Prevention of Intravascular Catheter-Related Infections
(O'GRADY et al., 2002) suggests an increased risk for CRBSI after 5 to 7 days,
but indicates that catheter replacement at scheduled time intervals is an ineffective
method to reduce infection rates. Because of that, we choose a period of 7 days
for bacteremia evaluation and suggested the use of potentially anti-biofilm
impregnated catheters as an efficient alternative to prevent CRBSI episodes.

Microbiological analysis of internal and external surface of the CVC
fragments showed a decrease in the I-CVC colonization. Moreover, the absence of
biofilm formation in the I-CVC was observed by SEM, which demonstrates the
coating advantage. Even few adhered colonies will still cause some kind of
infection in the patient, which will probably be local since, until the 7th day the
hemoculture was negative. This infection would be easily combated by host
defenses or by an appropriate antibiotic therapy, if necessary. Moreover, the
colonization by exogenous microorganisms observed to be more pronounced in
Group A (NC-CVC) compared to Group B (I-CVC) is another factor which
indicates the anti-biofilm coating efficacy. The use of I-CVC would control the
number of infections in the hospital environment and also contribute to effective
treatment thereof.

Kockro and colleagues (2000) utilized SEM and microbiological culture to

investigate how surface colonization, by Staphylococcus epidermidis ATCC 35984
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and clinical Staphylococcus aureus, is prevented by rifampin-impregnated silicone
catheter. The SEM demonstrated that, in contrast to the unloaded catheters tested
as control, initial bacterial adherence on impregnated catheter surface was
reduced to a few single cells, which did not show visible signs of proliferation.
Although rifampin incorporation into silicone polymers was not able to prevent
initial bacterial adhesion completely, subsequent colonization could be prevented.
The same result was found in our study: the significant decrease in microbial
adherence — demonstrated by SEM images and by external surface of I-CVC
analysis (in vivo efficacy assay) — together with the biofilm disaggregation could
prevent the colonization continuity and increase the catheterization and the
effectiveness of parallel therapies.

Regarding the in vivo tissue reaction assay, it was observed that, after 21
days, the neutrophil counting was higher in NC-CVC and I-CVC groups (p=0.043
and p=0.037 respectively) compared to control (Group 3), and the lymphocyte
count was lower in NC-CVC group (p=0.019). Cases of neutrophilia are caused by
bacterial infections or inflammation conditions, since neutrophils are the first body
defense cells to arrive in inflamed areas (MUNFORD; PUGIN, 2001). However,
this parameter should not be considered isolated as a sign of tissue reaction. We
have to consider that, the neutrophil and lymphocyte counts of the I-CVC group, in
comparison with the NC-CVC group — the conventional CVC currently used — were
statistically similar, as well as all other inflammatory parameters. Statistical
difference between those groups was only observed for mast cells (7 days) and
mononuclear cells (21 day). Thus, we can consider the anti-biofilm formulation as
being biocompatible.

Muller and Kramer (2008) studied the microbicidal activity and the cytotoxic
effect of twelve antibacterial agents and suggested PHMB as one of the most
suitable biocompatible agents. Triclosan has been shown to be a safe antibacterial
agent in terms of systemic toxicity and has a low potential for allergic reactions
(LEAPER et al., 2011). Concerning other types of coated CVC, the study by Oda
and colleagues (1997) reported a case of anaphylactic shock which occurred
during the placement of a chlorhexidine and silver sulfadiazine coated CVC. They
suggested that a small amount of chlorhexidine released from the catheter could
be the cause of such shock.

Raad and colleagues (2008) compared catheters impregnated with a)



146

minocycline and rifampicin, b) silver-platinum and carbon and c) chlorhexidine and
silver sulfadiazine, with non-coated catheters, using an in vitro established biofilm
colonization model. Catheters impregnated with minocycline and rifampicin
demonstrated superior anti-adherence activity and more prolonged antimicrobial
durability, against multidrug-resistant bacteria (Staphylococcus aureus and Gram-
negative bacteria), when compared with other anti-infective catheters.

Impregnated catheters with antimicrobial or antiseptic agents can potentially
decrease the risk for CRBSI and hospital costs (O’GRADY et al., 2002). However,
according to Cobrado and colleagues (2012), catheters impregnated with
chlorhexidine and silver sulfadiazine appear to be effective in reducing
colonization and infection, but hypersensitivity reactions have been documented;
silver-impregnated catheters are not associated with a lower rate of colonization
and; despite catheters coated with minocycline and rifampicin significantly
decreasing the incidence of CRBSIs, some concern may still exist regarding the
development of antimicrobial resistance.

We presented a new option for CVC coating since some impregnated
catheters, although efficient, have already showed hypersensitivity reactions
(chlorhexidine and silver sulfadiazine catheters) (ODA et al., 1997) or antimicrobial
resistance (minocycline and rifampicin catheters) (GILBERT and HARDEN, 2008).
In the present study, besides two potent antimicrobial agents - important to
increase the spectrum and durability of action and to avoid resistance cases— an
anti-adherent substance also was used. Both activities act synergistically

preventing biofilm formation and vascular catheter infections.

CONCLUSION

The anti-biofilm formulation proposed for use as a device coating seems to
play an important role in the prevention of CVC related infections. The biofilm
disaggregation increases the effectiveness of an adjuvant antimicrobial therapy, if
necessary, since the drug is able to fight planktonic microorganisms.

Besides being efficient, the anti-biofilm formulation could be considered
biocompatible, thus feasible for therapeutic use in clinics and hospitals. Future
studies should focus on improving the in vivo antimicrobial efficacy through testing
different concentrations of active substances. Clinical studies should also be

conducted.
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