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RESUMO 
 
 

Biofilmes associados a dispositivos médicos são responsáveis por 85% das infecções 
de corrente sanguínea relacionadas a catéteres (ICSRC). O objetivo deste trabalho foi 
testar duas formulações, como revestimento para catéteres venosos centrais (CVC), 
as quais tiveram a eficácia antimicrobiana e antiaderente avaliadas in vitro e a 
eficácia e biocompatibilidade, in vivo. A atividade antimicrobiana foi determinada por 
método turbidimétrico e a concentração inibitória mínima (CIM) foi estabelecida. A 
microscopia eletrônica de varredura (MEV) avaliou a propriedade antiaderente dos 
CVC revestidos com a formulação 1 (CVC-R1) e formulação 2 (CVC-R2), 
comparados aos não revestidos (CVC-NR). Implantes subcutâneos foram inseridos 
na área dorsal de ratos. O primeiro ensaio compreendeu análises hematológicas e 
microbiológicas (hemocultura e colonização das superfícies de CVC), a fim de avaliar 
a eficácia dos revestimentos. A biocompatibilidade foi avaliada no segundo ensaio 
pela observação das reações inflamatórias após 7 e 21 dias. Ambas formulações 
apresentaram atividade antimicrobiana frente a todas as cepas testadas. A 
desagregação do biofilme, com redução significativa da aderência microbiana, foi 
observada em ambos CVC revestidos. In vivo, foi observada maior eficácia 
antibiofilme de CVC-R2, com  redução da colonização por Staphylococcus aureus 
ATCC 25923. As reações teciduais provocadas por CVC-R1 e CVC-R2 foram mais 
pronunciadas inicialmente, contudo, ao longo do experimento, se tornaram 
estatisticamente semelhantes às do CVC-NR. Ambas as formulações foram 
biocompatíveis, com  maior velocidade de reparo tecidual no grupo CVC-R2. O uso 
de CVC- R1 e, especialmente de CVC-R2, pode diminuir a incidência de ICSRC. 
Acredita-se que CVC-R2 apresenta potencial para ser testado clinicamente. 
 
Palavras-chave: Aderência bacteriana. Biofilmes. Catéteres. Infecções relacionadas 
a catéter. Prevenção & 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. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 

 O aparecimento cada vez mais constante de bactérias resistentes a múltiplas 

drogas desperta grande preocupação na comunidade científica, uma vez que muitos 

dos tratamentos disponíveis têm se tornado inefetivos (CHIFIRIUC et al., 2012). O 

prognóstico desse quadro torna-se ainda pior quando são consideradas espécies 

bacterianas capazes de se organizarem em agregados denominados biofilmes 

(BURMOLE et al., 2010). 

 Bactérias formadoras de biofilmes têm alta tolerância aos agentes 

antimicrobianos e, portanto, são responsáveis por infecções notoriamente mais 

difíceis de serem erradicadas. Isso ocorre devido à inacessibilidade ou à baixa 

penetração com que as moléculas dos fármacos e as células do sistema imune 

atingem as estruturas do biofilme (CARSON, GORMAN e GILMORE, 2010). 

Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans e 

Staphylococcus coagulase-negativa são exemplos de micro-organismos formadores 

de biofilme e frequentemente envolvidos em casos graves de infecção (DWYER, 

2008). 

 Estima-se que cerca de 60% a 85% de todas as infecções bacterianas 

envolvam a fomação de biofilmes em tecidos – pele, mucosas, epitélio endotelial e 

dentes – ou em produtos designados como dispositivos médicos implantáveis 

(CHIFIRIUC et al., 2012). O termo “dispositivos médicos” abrange uma vasta gama 

de instrumentos de saúde utilizados direta ou indiretamente em Medicina, 

Odontologia, Fisioterapia e em práticas de laboratório para o diagnóstico, 

reabilitação, terapia e acompanhamento (MACHADO et al., 2011). Dentre os 

diferentes tipos de dispositivos médicos implantáveis, o catéter venoso central (CVC) 

merece destaque pela alta frequência com que é usado, podendo ser considerado 

como essencial para pacientes que recebem hemodiálise, quimioterapia e/ou 

nutrição parenteral (NEVES JÚNIOR et al., 2010).  

 Assim, biofilmes associados a esses dispositivos são considerados causa 

primária de infecções hospitalares, representando uma ameaça tanto ao hospedeiro, 

quanto à equipe de saúde. Dentre elas, merecem destaque as infecções sanguíneas 

relacionadas a catéter (ICSRC) (WANG et al., 2011; CHAUHAN et al., 2012; 
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COBRADO et al., 2013). 

 A eliminação destes biofilmes consiste em outra complicação. O único método 

eficaz e disponível até o momento envolve a remoção traumática do dispositivo 

contaminado. A realização deste procedimento invasivo implica em terapia 

farmacológica adicional e no aumento do tempo de internação, 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 prejuízos socioeconômicos relacionados às 

infecções causadas por bactérias formadoras de biofilme, torna-se necessária a 

elaboração de estratégias profiláticas eficientes que possam impedir a colonização 

dos dispositivos médico-hospitalares e, consequentemente, o surgimento de 

infecções de tratamento dificultoso (CHAUHAN et al., 2012). 

Inúmeros revestimentos antisépticos ou antibióticos para catéteres têm sido 

pesquisados na tentativa de reduzir a frequência de ICSRC (DWYER, 2008; 

FRANCOLINI e DONELLI, 2010; COENYE e NELIS, 2010; SIMÕES, 2011; 

COBRADO et al., 2013). No entanto, muitas das novas propostas não têm 

demonstrado eficácia clínica suficiente para serem utilizadas como substitutas para 

os catéteres tradicionais (DONELLI, 2006). Outras alternativas são o 

desenvolvimento de biomateriais com material anti-adesivo ou a incorporação de 

revestimentos  que reduzam a aderência bacteriana (CHIFIRIUC et al., 2012). 

Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar duas formulações 

inovadoras, uma composta por xilitol, triclosan e PHMB (formulação 1) e outra por 

xilitol e triclosan (formulação 2) como possíveis opções para revestimento de 

biomateriais. A realização do mesmo justifica-se pela busca de uma alternativa 

inédita e eficaz contra a formação de biofilmes em dispositivos médico-hospitalares.  
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2 REVISÃO 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 

função natural. 

Outro conceito para biomaterial corrobora a assertiva anterior: "uma 

substância que tenha sido projetada para assumir uma forma que, por si só ou como 

parte de um sistema complexo, é usada para direcionar, pelo controle das interações 

com componentes vitais, o curso de qualquer procedimento terapêutico ou 

diagnóstico" (WILLIANS, 2009). Por este motivo, os biomateriais têm um enorme 

impacto sobre o tratamento de lesões e doenças (KHUN, 2005). Portanto, a escolha 

de um biomaterial é de grande importância no momento de elaboração de um 

dispositivo médico, pois deve incorporar aspectos físicos, químicos e biológicos para 

ser empregado com sucesso. Em geral, estes constituintes devem provocar pouca 

ou nenhuma resposta imune do hospedeiro, sendo, portanto, biocompatíveis 

(VEPARI e KAPLAN, 2007). 

A biocompatibilidade, conceitualmente, é definida como a capacidade de um 

biomaterial, presente em próteses ou quaisquer outros dispositivos médicos, induzir 

uma resposta apropriada no hospedeiro após sua aplicação. É estabelecida com 

base na avaliação das respostas biológicas do indivíduo ao dispositivo implantado e 

permite  determinar se o mesmo não apresenta nenhum risco significativo ao 

usuário. Assim, antes de ser utilizado, um biomaterial necessita ser submetido a 

testes de biocompatibilidade, avaliando as condições que simulam seu uso clínico 

(ANDERSON, 2012).  

Deste modo, as reações imunológicas desencadeadas por biomateriais 

também são um ponto de consideração importante (FRANZ et al., 2011). Sobre este 

aspecto, Junge e colaboradores (2012) citaram que modificações do polímero 

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

O implante de um biomaterial é sempre acompanhado por lesão do tecido ou 

órgão, a partir da qual inicia-se uma resposta inflamatória ao biomaterial implantado, 

com a formação, inicialmente, de uma matriz provisória. Além disso, há o surgimento 

de uma reação imunológica adaptativa. Quando os dispositivos aplicados são 

degradáveis, a resposta imune também pode ser afetada pelos seus produtos de 

degradação (FRANZ et al., 2011). Isto se deve porque não existe um material 

adequado para todas as aplicações, conforme demonstrado no Quadro 1. 

A cada ano, milhões de vidas são salvas e a qualidade de vida dos indivíduos 

é melhorada  devido ao uso dos biomateriais. Esses representam, portanto,  um 

campo de contínuo crescimento, sendo uma área promissora para a pesquisa e 

inovação. Há ainda muitas dúvidas a cerca da resposta biológica dos biomateriais, 

as quais continuam a motivar a investigação neste sentido, bem como o 

desenvolvimento de novos produtos (KUHN, 2005). Dessa forma, tornam-se 

necessários novos estudos em torno das aplicações de biomateriais que 

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

 Dispositivos médicos 

Metal 

Áço inoxidável Próteses, fixação de fratura óssea, válvulas cardíacas e 

eletrodos 

Titânio e ligas de titânio Próteses, pontes e implantes dentários, stents coronários 

Ligas de cromo-cobalto Próteses, fixação de fratura óssea 

Ouro Obturações dentárias e coroas, eletrodos 

Prata Fios de marcapasso, materiais de sutura, amálgamas 

dentárias 

Platina Eletrodos, dispositivos de estimulação neural 

 

 

 

Cerâmicas  

Óxido de alumínio Implantes de quadril, implantes dentários, substituição 

coclear 

Zirconia Implantes de quadril 

Fosfato de cálcio Enxertos ósseos, revestimento das superfície das 

articulações 

Sulfato de cálcio Substitutos ósseos 

Carbono Revestimento de válvulas cardíacas, implantes ortopédicos 

Vidro Substitutos ósseos, fios de materiais odontológicos 

 

 

Polímeros 

 

Nylon Suturas cirúrgicas, segmentos gastrintestinais, tubos 

traqueais 

Silicone Articulações de dedos, pele artificial, implantes mamários, 

lentes intra-oculares, catéteres 

Poliéster Suturas absorvíveis, fixação da fratura, revestimentos para 

feridas, dispositivos de liberação de drogas 

Polietileno Implantes artificiais de quadril e joelho, tendões e 

ligamentos, enxertos sintéticos vasculares, próteses e 

implantes faciais 

Polimetilmetacrilato Cimento ósseo, as lentes intra-oculares 

Policloreto de vinil (PVC) Próteses faciais e tubos 

 

 

 

Materiais Naturais  

Colágeno e gelatina Cirurgia estética, curativos, engenharia de tecidos 

Celulose Dispositivo de liberação de drogas 

Quitina Curativos, dispositivos de liberação de drogas 

Cerâmicas ou  

cerâmicas desmineralizadas 

Substitutos de enxerto ósseo 

Alginato Encapsulação celular, dispositivo de liberação de drogas 

Ácido hialurônico Prevenção de aderências pós-operatória, lubrificante 

oftálmico e ortopédico, dispositivo de liberação de 

medicamentos 

Fonte: Adapatado de KUHN (2005). 

 



22 

 

  

Para Bath e Kumar (2013), o progresso atual na área da bioengenharia e na 

pesquisa de novos biomateriais permitirão a elaboração, no futuro, de diversos 

tecidos e órgãos para pacientes que se encontram nas filas de espera de 

transplantes. O objetivo da engenharia de órgãos é a construção de substitutos  

biológicos que irão restaurar e manter a função normal em tecidos doentes e feridos. 

Avanços recentes no estudo da biologia de células-tronco, biomateriais, entre outros, 

já resultaram na geração de bioengenharia de vasos sanguíneos, válvulas 

cardíacas, fígado, rins, bexigas e vias respiratórias (MURPHY e ATALA; 2012). 

No entanto, para Raman e colaboradores (2012), as pesquisas de avaliação 

dos dispositivos atuais encontram-se desatualizadas em relação às inovações que 

surgiram neste campo. Em levantamento realizado pelos mesmos autores, 

identificou-se cinco grupos principais de dispositivos médicos implantáveis como 

temas de interesse para a avaliação e publicação de revisões sistemáticas, sendo 

eles: cardiovasculares, vasculares intervencionistas, implantes ortopédicos, enxertos 

de reposição de pele e neuroestimuladores. 

Bath e Kumar (2013) citam um considerável progresso em métodos 

diagnósticos existentes e em novos métodos desenvolvidos para oferecer resultados 

mais rápidos e precisos. Com isso, afirmam que o progresso atual em biomateriais 

permitirá, dentro de poucos anos, cuidados à saúde disponíveis a um preço 

acessível e com melhor desempenho. 

 

 

2.1.1 Dispositivos implantáveis na área médica 

 

 

O avanço na área dos biomateriais permitiu a elaboração de diversos 

dispositivos de grande utilidade na área médica. Além de serem empregados no 

tratamento de patologias, traumas e outros, também se tornaram relevantes nas 

cirurgias (incluindo procedimentos estéticos), no setor farmacêutico, dentre outros 

(MAIA et al., 2010; MACHADO et al., 2011). Muitas utilidades podem ser descritas 

com relação aos dispositivos médicos implantáveis disponíveis atualmente (Figura 1) 

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

 

 

Quanto à aplicação, 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 seleção do material utilizado 

de acordo com a aplicação específica para a qual o dispositivo foi projetado.  

De acordo com a Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) (2009), 

todos os dispositivos médicos são regulados pelo Ministério da Saúde, nos termos 

do artigo 12 da Lei nº 6360, de 23 de setembro de 1976, publicada em 24 de 

Setembro de 1976, artigo que regulamenta a fabricação, o uso e a venda de 

dispositivos médicos no Brasil. 

Na indústria farmacêutica, a conjugação de fármacos com biomoléculas 

desempenha um papel importante na liberação controlada de princípios ativos. 

Deste modo, obtem-se formulações que resultarão em níveis sustentados da droga 

no organismo, levando a uma melhor eficácia da mesma (VILLANOVA, ORÉFICE e 

CUNHA, 2010). Neste mesmo sentido, outros desenvolvimentos são esperados na 

área, a fim de melhorar as opções disponíveis no mercado e o uso pelo consumidor 

(BHAT e KUMAR, 2013). 
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Na Odontologia, a utilização de implantes osseointegráveis beneficia 

pacientes com perda parcial ou total dos dentes e o sucesso do tratamento é 

dependente de um íntimo contato do tecido ósseo com o dispositivo implantado, pela 

osseointegração (FREIRE, QUEIROZ e OKAMOTO, 2010).  

Da mesma forma, percebe-se a importância dos mesmos em cirurgias 

plásticas reparadoras, como para a reconstrução facial em substituição aos 

materiais autogênicos ou mesmo em procedimentos estéticos, como o uso de 

próteses mamárias 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), já em estudo, visa oferecer a possibilidade de uma alternativa ainda mais 

mais bem sucedida para a reconstrução da mama (LIM et al., 2013). 

Outra área na qual os dispositivos médicos implantáveis são de grande 

importância é a Cardiologia. A American Heart Association (2012) ressalta três dos 

mais utilizados dispositivos implantados cirurgicamente, cuja função é normalizar a 

função cardíaca: marcapassos, dispositivos de assistência ventricular e cardioversor-

desfibrilador implantável. Oliveira e Parreira (2010) ressaltam o uso de catéteres. 

Dentre eles, o recurso de inserção de catéteres venosos periféricos (CVP) é visto 

como uma prática indispensável no contexto hospitalar, sendo considerado o mais 

comum procedimento invasivo realizado para administração de fluidos, nutrientes, 

medicação, sangue e derivados, além do seu papel na monitorização hemodinâmica 

dos pacientes. 

Muitas outras utilidades e tipos de dispositivos médicos implantáveis 

poderiam ainda ser citadas, tais como peles artificiais, fixação óssea, substitutos de 

cartilagem, stents para o tratamento de aterosclerose, biosensores para glicose e 

colesterol, novos sistemas de liberação controlada de drogas (ex.: micro-agulhas), 

dentre outros (BHAT e KUMAR, 2013). Diante da ampla utilização 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) são dispositivos 

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

permitirem a coleta de amostras de sangue. 

 

 

 

Figura 2. Ilustração esquemática de um catéter venoso central. Fonte: STEPHAN (2011). 

  

 

Neves Júnior e colaboradores (2010) descreveram o CVC como um 

dispositivo médico de grande importância, disponível para uso em diferentes 

modalidades (Figura 3A), fabricado, geralmente, em silicone ou poliuretano, 

constituído de lúmen único ou múltiplo (Figura 3B), podendo ser parcial ou 

totalmente implantável. A escolha do CVC adequado, quanto ao material e a 

quantidade de lúmens, depende das necessidades do paciente e dos objetivos 

terapêuticos, devendo-se considerar alguns fatores, dentre os quais, destacam-se a 

finalidade, o período estimado de uso do catéter e a forma de manutenção do 

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

 

 

Baseado nesta informação,  convém ressaltar a importância indiscutível da 

utilidade de CVC para pacientes com neoplasias (adultos e crianças); pacientes com 

acesso venoso limitado; para aqueles que recebem infusões intravenosas contínuas 

ou prolongadas; pacientes em uso de quimioterapia múltipla ou agentes de suporte; 

e, ainda, para indivíduos que necessitam de coletas de sangue repetidas e/ou 

monitorização clínica (SCHIFFER et al., 2013).  

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

vaso sanguíneo (tunelizado, não tunelizado ou implantado); o local de inserção 

B 

A 
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(veias subclávia, femoral, jugular interna ou inserido perifericamente); e conforme 

sua composição, comprimento ou outra característica especial (presença ou 

ausência de uma braçadeira; impregnação com heparina, antibióticos ou anti-

sépticos; lúmens simples ou múltiplos) (SCHIFFER et al., 2013).  

Assim, apesar de sua utilidade, para Liango e colaboradores (2006), os 

catéteres apresentam inúmeras complicações relacionadas ao seu implante, 

manipulação e manutenção, de modo que infecções em catéteres de longa 

permanência constituem uma grave complicação associada ao aumento de 

morbimortalidade. Por exemplo, em pacientes imunodeprimidos aumentam-se os 

riscos e agravos adicionais; em pacientes em hemodiálise, a referida infecção é 

causa frequente de reinternações e correspondem à segunda causa de morte destes 

pacientes (FRAM et al., 2009). 

Nos Estados Unidos da América, mais de 5 milhões de CVC são implantados 

anualmente e um número estimado de 80 mil são infectados e relacionados 

diretamente a episódios 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 infecção, mais de 

35% evoluíram à óbito e, aqueles que sobreviveram, tiveram cerca de 40 mil dólares 

adicionados aos custos com internação por aumentarem o tempo de permanência 

em unidades de tratamento intensivo (UTI) de 8 para 20 dias (VAN PRAAGH et al., 

2011). 

A relevância médica que estes dispositivos adquiriram, seja para fins 

terapêuticos ou diagnósticos, é inegável, apesar de representarem um fator de risco 

para o surgimento de infecções (SIQUEIRA et al., 2011). Tais infecções 

caracterizam-se por serem causadas, muitas vezes, por patógenos multirresistentes 

aos tratamentos antimicrobianos, e apresentam, em grande parte dos casos, 

sintomas inespecíficos e evolução crônica (CHIFIRIUC et al., 2012). 

 

 

2.1.2 Biofilmes em biomateriais 

 

 

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

e biofilmes (complexos ecossistemas microbiológicos caracterizados pela adesão a 
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uma superfície sólida e pela produção de uma matriz de polímeros orgânicos, que 

envolve as células bacterianas e inclui polissacarídeos extracelulares - EPS, 

proteínas e DNA) (DWYER, 2008; LANDINI et al., 2010). Arranjados na forma de 

biofilme, os micro-organismos apresentam maior tolerância aos agentes 

antimicrobianos e resistem às propriedades antimicrobianas da defesa do 

hospedeiro (Figura 4), tornando-se difíceis de erradicar (BURMOLE et al., 2010; 

KHAN e AHMAD, 2012). 

 

 

 

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

 

 

Os biofilmes diferem significativamente em sua fisiologia, padrão de 

expressão gênica e até mesmo morfologia. A transição de células individuais à 

biofilme é regulada por uma variedade de estímulos ambientais e fisiológicos, tais 

como densidade de células bacterianas, disponibilidade de nutrientes e estresse 

celular (CAVA et al., 2011). 

Para Simões e colaboradores (2011), a ubiquididade das bactérias 

formadoras de biofilmes contribui para que as mesmas sejam uma causa 

significativa de problemas de saúde pública, na Medicina e também na indústria. No 

contexto da saúde, mais de 80% das infecções bacterianas em seres humanos 

envolve a formação de biofilmes. 

Carson, Gorman e Gilmore (2010) descreveram que dispositivos médicos, tais 
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como catéteres urinários ou venosos, tubos endotraqueais, válvulas cardíacas, 

marcapassos e stents sintéticos, são altamente susceptíveis à colonização, com 

formação de biofilme e consequente desenvolvimento de infecções microbianas. 

Isso ocorre porque estes dispositivos geralmente apresentam superfície hidrofóbica, 

rugosa ou porosa, com irregularidades e algumas imperfeições, o que oferece uma 

excelente base para o crescimento do biofilme (MORAES et al., 2013). A Figura 5,  

obtida por microscopia eletrônica de varredura (MEV), ilustra a superfície externa de 

um CVC e explicita as porosidades e microfissuras do material. 

A infecção ocorre, dentre outras causas, através da adesão de algumas 

células microbianas, presentes na pele ou membranas mucosas do paciente, 

durante a inserção do dispositivo. E assim, uma vez ligadas à superfície do 

biomaterial, a proliferação celular avança e provoca a eventual formação 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 diagnósticos e terapêuticos (SILVA, OLIVEIRA e RAMOS, 2009).  

 

 
 

Figura 5.   Superfície externa de catéter venoso central fotografada por microscopia eletrônica de  
varredura. Fonte: a autora.  
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2.1.2.1 Etapas da formação de biofilme 

  

 

 A aderência de micro-organismos à superfície de um material médico-

hospitalar é um passo essencial na instalação de diferentes infecções no 

hospedeiro; contudo, a estrutura física destes materiais e as interações moleculares 

que regem a aderência bacteriana nestas superfícies ainda são pouco conhecidas. 

Tanto interações específicas e não específicas podem desempenhar um papel 

importante na capacidade de uma célula bacteriana anexar ou impedir a aderência 

na superfície do biomaterial (KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004). 

Para que ocorra a adesão de um micro-organismo a uma determinada 

superfície, algumas propriedades das interfaces dos suportes (tensão superficial, 

entalpia superficial por unidade de área, composição da superfície, entre outras) 

precisam estar em conformidade com as características físico-químicas da superfície 

da célula, influenciando, de maneira determinante, o processo de adesão. As 

propriedades microbiológicas e as características do meio circundante, como 

temperatura, pH, força iônica e disponibilidade de nutrientes, também interferem na 

adsorção. Desta foma, o processo de formação de um biofilme bacteriano consiste 

em diferentes etapas, as quais possuem como pré-requisito, a adesão das células 

microbianas à superfície (ARAÚJO et al., 2010). 

Para alguns autores, o desenvolvimento de biofilmes pode ser visto como um 

processo marcado por cinco etapas: (I) adsorção reversível inicial de células à 

superfície sólida; (II) produção de uma matriz extracelular composta por substâncias 

poliméricas, resultando em um anexo irreversível; (III) desenvolvimento precoce da 

arquitetura do biofilme; (IV) maturação; e (V) dispersão 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 formação do biofilme bacteriano. (I) adsorção inicial da células à superfície 

sólida; (II) produção de uma matriz extracelular composta por substâncias poliméricas; (III) 
desenvolvimento da arquitetura do biofilme; (IV) maturação; e (V) dispersão de células 
individuais do biofilme. Fonte: Adaptado de JOO e OTTO (2012). 

 

 

Lasa e colaboradores (2005) descreveram a etapa inicial do processo de 

formação de biofilme como a aderência da bactéria a uma superfície, tanto a própria 

pele quanto um dispositivo médico, como o CVC. A capacidade de aderência dos 

micro-organismos tem grande importante na patogênese da infecção relacionada à 

catéter. Bactérias Gram-negativas utilizam-se de diferentes tipos de adesinas no 

processo primário de adesão; por exemplo, Pseudomonas aeruginosa e Vibrio 

cholerae possuem fímbrias do tipo IV, Salmonella enterica utiliza fímbrias do tipo I 

(entre outros tipos), enquanto Escherichia coli possui ambos os tipos de fímbrias (I e 

IV). Além disso, a motilidade parece ajudar a bactéria a alcançar a superfície 

hidrofóbica para posterior aderência. No entanto, de acordo com Abee e 

colaboradores (2011), a mobilidade não é um fator limitante para a bactéria aderir-se 

à superfície, apesar de auxiliar durante esta etapa.  

Diversas bactérias Gram-positivas como Staphylococcus spp. e 

Streptococcus spp., além de Micobacterium spp., são capazes de formar biofilmes 

auxiliadas por proteínas de superfície –  biofilm-associated proteins (BAP) e 

extracellular polymeric substances (EPS), por exemplo, que participam desta fase 

inicial de aderência. Staphylococcus aureus pode aderir-se a proteínas hospedeiras 

(fibronectina) comumente presentes nos catéteres. De igual forma, os estafilococos 
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coagulase-negativos aderem a superfícies de polímeros mais facilmente do que 

outros patógenos, como Escherichia coli ou o próprio Staphylococcus aureus. Além 

disso, certas cepas de estafilococos coagulase-negativos produzem um 

polissacarídeo extracelular frequentemente chamado de “muco” que, na presença de 

catéteres, potencializa a patogenicidade destas bactérias, permitindo que as 

mesmas resistam a mecanismos de defesa do hospedeiro, tornando-os menos 

suscetíveis a agentes antimicrobianos (através da formação de uma matriz que se 

junta aos antimicrobianos antes de seu contato com a parede celular do organismo). 

Certas espécies de Candida spp., na presença de fluidos que contenham glicose, 

podem produzir muco similar àquele bacteriano, o que explica potencialmente a 

elevada incidência deste patógeno entre pacientes que recebem fluidos de nutrição 

parenteral (O’GRADY et al., 2002). 

Uma vez aderidas à superfície , a próxima etapa de formação do biofilme 

consiste na divisão de células filhas, as quais se estendem em torno do local de 

ligação para formação de uma microcolônia produtora de substâncias como 

polissacarídeos, proteínas, lipídeos e DNA (WOOD, HONG e MA, 2011). 

Na fase posterior, as bactérias começam a se agregar e secretar uma matriz 

exopolissacarídea entre as quais é observada a presença de canais. A composição 

do exopolissacarídeo é diferente em cada bactéria: para Pseudomonas aeruginosa, 

observa-se a formação de alginato; para Staphylococcus aureus, de poli-N-

acetilglicosamina (LASA et al., 2005; STICKLER, 2008; ABEE et al., 2011). 

Na última etapa, algumas bactérias da matriz do biofilme se desprendem 

deste complexo com o objetivo de colonizar novas superfícies, encerrando as etapas 

de formação 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 

quorum sensing – um sistema de comunicação coordenado por meio de mediadores 

químicos (HØIBY et al., 2010) (Figura 7). Harmsem e colaboradores (2010) explicam 

que, embora os mecanismos por trás do quorum sensing não sejam totalmente 

compreendidos, o processo de comunicação permite que uma bactéria unicelular 

perceba quantas outras bactérias estão próximas a ela. Se uma bactéria pode 

perceber que é rodeada por uma densa população de outros agentes patogênicos, 

tende a se unir e contribuir para a formação de um biofilme. 
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2.2 INFECÇÕES HOSPITALARES 

 

 

Segundo a Portaria nº 2616/98 do Ministério da Saúde, considera-se infecção 

hospitalar (IH) toda infecção adquirida após a admissão do paciente, manifestada 

durante a internação ou após a alta; quando relacionada com a internação ou 

procedimentos hospitalares/ambulatoriais; ou quando manifestadas antes de 72 

horas da internação, porém associadas a procedimentos diagnósticos e/ou 

terapêuticos realizados durante este período (BRASIL, 1998). 

Atualmente, as IH são consideradas como um dos maiores problemas de 

saúde pública no Brasil e no mundo, e acometem, sobretudo, indivíduos submetidos 

a procedimentos invasivos diversos nos serviços assistenciais à saúde (BATISTA e 

RODRIGUES, 2012). Neste sentido, percebe-se que as infecções nosocomiais 

desafiam constantemente a qualidade desta assistência como um todo, já que são 

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 porquê das IH serem consideradas uma grave 

complicação em nível mundial (SANTOS, 2004). 

Cardoso, Coimbra Junior e Tavares (2010) corroboram tais informações ao 

afirmarem que estudos de morbidade hospitalar constituem importantes ferramentas 

na compreensão do perfil epidemiológico de grupos populacionais, tendo em vista 

que contribuem para a avaliação da gravidade das doenças, para a vigilância e 

controle de agravos e para o planejamento em saúde. 

Nogueira e colaboradores (2009) explicam que isso ocorre pelo fato de o 

ambiente hospitalar ser um local favorável à propagação de micro-organismos. 

Vários fatores contribuem neste sentido, como a aglomeração de pessoas com 

diferentes vulnerabilidades à infecção, intensa realização de procedimentos 

invasivos e amplo uso de antimicrobianos, os quais aumentam a possibilidade de 

resistência bacteriana. Os mesmos autores ainda ressaltam que o porte e a 

finalidade do hospital também influenciam na ocorrência de IH. Em hospitais de 

ensino, por exemplo, as taxas deste tipo de infecção são mais elevadas, sobretudo 

nos períodos que coincidem com o ingresso de novos profissionais que ainda não 

adquiriram habilidade técnica suficiente para realização dos procedimentos 

cirúrgicos. 
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Em levantamento entre pacientes internados em um hospital da Suiça, 

realizado por Gul e colaboradores (2013) no ano de 2011, observou-se que dentre 

400 indivíduos foram registradas 610 infecções nosocomiais. Deste grupo, 85 

indivíduos (21,3%) que manifestaram algum tipo de IH, foram a óbito. As IH mais 

frequentes envolviam: infecções do sistema urinário (45,8%), infecções em corrente 

sanguínea (32,9%), pneumonia (8,6%) e infecções de sítio cirúrgico (7,8%). Um total 

de 289 micro-organismos foram isolados a partir de 279 tipos de infecções 

nosocomiais, sendo os 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 intervenções foram 

realizadas em 188 pacientes com IH, incluindo a instalação de catéter venoso 

periférico ou central, ventilação mecânica e intubação traqueal. O desenvolvimento 

das IH se deu, em média, 20,88 ± 16,83 dias após a internação. 

No Brasil, Rulka, Lima e Neves (2012) identificaram alguns problemas com 

relação às IH: além dos dados serem pouco divulgados, muitas vezes os mesmos 

não são fornecidos pelos hospitais, dificultando o conhecimento dimensional do 

problema no país. Em estudo de caráter regional (feito no estado do Piauí, 

localizado na região Nordeste do Brasil) desenvolvido por Moura e colaboradores 

(2007), as informações obtidas foram condizentes aos dados de Siqueira e 

colaboradores (2011): as infecções sistêmicas ocuparam o segundo lugar como 

causa mais frequente de IH, juntamente com infecções dos tratos respiratório 

(primeiro lugar) e urinário (terceiro lugar).  

Por fim, cabe destacar que dentre as principais causas de IH, aquelas 

relacionadas à corrente sanguínea constituem uma das três mais frequentes, com 

taxa de mortalidade, nos Estados Unidos da América, superiores a 25% (SIQUEIRA 

et al., 2011). No Brasil, não foram encontrados dados recentes de IH no banco de 

dados do  Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), da ANVISA e do 

DATASUS, do Ministério da Saúde.  Um estudo realizado em 1995 avaliou a 

prevalência de IH em hospitais terciários das cinco regiões do país e constatou uma 

taxa correspondente a 15,5%. No entanto, não foram especificados os sítios das 

infecções (PRADE, OLIVEIRA e RODRIGUES, 1995).  
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2.2.1 Infecção de corrente sanguínea relacionada a catéter 

  

 

 A infecção de corrente sanguínea relacionada a catéter (ICSRC) é 

considerada o grande impedimento para o uso prolongado deste dispositivo e a 

principal complicação associada ao uso do mesmo (HORAN; ANDRUS; DUDECK, 

2008). Frequentemente, a formação de biofilme microbiano, resistente aos 

mecanismos de defesa do hospedeiro e também ao tratamento com antibióticos, é 

uma das causas mais comuns de disfunção/falha dos catéteres e, na maioria das 

vezes, resulta em casos severos de doenças infecciosas sistêmicas 

(KATSIKOGIANNI e MISSIRLIS, 2004; DWYER, 2008). 

De acordo com National Healthcare Safety Network dos Estados Unidos da 

América, na classificação das infecções de corrente sanguínea ocorridas no ano de 

2006, destacaram-se aquelas associadas ao uso de CVC, conforme disposto no 

quadro seguinte (Quadro 2) (KLEVENS et al., 2008). 

 

 

Quadro 2.   Classificação das infecções de corrente sanguínea ocorridas em 2006 nos Estados      
Unidos da América, quanto ao tipo de acesso. 

 

Tipo de acesso Incidência de 

infecções de corrente 

sanguínea (%) 

Fístula artério-venosa 0,5 

Enxerto 0,9 

Catéter venoso central de curta e longa permanência 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 número de lumens, o tipo de infusão, a técnica de inserção e o sítio 

de inserção. No entanto, quanto ao sítio de inserção, não há consenso na literatura 
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de qual é o mais associado à infecção (GE et al., 2012; MARIK, FLEMMER e 

HARRISON, 2012).  

Uma ICSRC pode originar-se por diferentes mecanismos, quer seja pela 

colonização direta do catéter ou por disseminação no sangue ou mesmo por 

contaminação da infusão utilizada. O desenvolvimento do quadro infeccioso pode 

envolver a colonização prévia do dispositivo ou a disseminação de um patógeno 

previamente presente no sangue para o catéter (Figura 7) (GARCIA-RODRIGUEZ, 

GÓMEZ e ALTÉS, 2010).  

 

 

 

Figura 7.   Esquema das vias de colonização de um catéter. As vias de colonização de um catéter 

podem ser: (1) colonização da superfície do catéter no ponto em que atravessa a pele; (2) 
pelas conexões, contaminando a luz do dispositivo; (3) pela presença de um patógeno 
prévio na corrente sanguínea (e posterior contaminação do catéter); (4) pela administração 
de infusões contaminadas. Fonte: GARCIA-RODRIGUEZ, GÓMEZ e ALTÉS (2010). 

 

 

Destas causas, a mais comum, representando 70 a 90% dos casos, envolve a 

colonização direta da parte externa do catéter no ponto em que atravessa a pele 

(LEÓN e ARIZA, 2004). No entanto, a contaminação também pode ocorrer por meio 

do lúmem no momento de manipulação das conexões (BOUZA, LINARES e 

PASCOAL, 2004). Em ambos os casos, existem diferentes fatores que facilitam a 

aderência bacteriana à superfície do catéter, tais como condições próprias do 

hospedeiro (formação de um leito protéico composto, dentre outros, por colágeno e 

fibrinogênio que facilitam a aderência do micro-organismo); fatores bacterianos 
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(capacidade de formar biofilme) e material do catéter (polivinil e polietileno são mais 

propensos à colonização) (GARCIA-RODRIGUEZ, GÓMEZ e ALTÉS, 2010). 

 

 

2.2.1.1 Espécies microbianas frequentemente envolvidas em ICSRC 

 

 

 Durante a sua hospitalização, o paciente fica exposto a inúmeras espécies de 

bactérias e fungos, as quais representam potenciais agentes etiológicos causadores 

de ICSRC, bem como de outras IH. A probabilidade de ocorrer uma infecção 

resultante dessa exposição dependerá em parte, da espécie do agente patogênico, 

da sua resistência aos agentes antimicrobianos e da sua virulência e, por outro lado, 

de outros fatores como método de transmissão, condições do ambiente hospitalar e 

vulnerabilidade do indivíduo (RULKA, LIMA e NEVES, 2012). 

Destacam-se as bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e 

Staphylococcus epidermidis como espécies frequentemente associadas às infecções 

nosocomiais oriundas de dispositivos médico-hospitalares (OTTO, 2008). Tal 

constatação é justificada pelo fato destas infecções ocorrerem, comumente, por 

espécies capazes de formar biofilmes, como aquelas do gênero Staphylococcus 

(JOO e OTTO; 2012). De modo complementar, tratando-se do perfil de resistência 

dos micro-organismos isolados a partir de ICSRC, no estudo realizado por Klevens e 

colaboradores (2008) constataram que 42% das infecções envolviam 

Staphylococcus aureus resistentes à meticilina (SARM ou MRSA, do inglês 

methicillin resistant Staphylococcus aureus) e 39% de Enterococcus spp resistentes 

à vancomicina (ERV). 

Os dados supra-citados estão de acordo com os obtidos por Grothe e 

colaboradores (2010), cujo estudo consistiu em um levantamento dos principais 

micro-organismos isolados da corrente sanguínea em pacientes em uso de CVC. De 

128 micro-organismos isolados, 49% eram Gram-positivos, dos quais 56,6% eram 

Staphylococcus aureus sensíveis à meticilina (SASM ou MSSA, do inglês 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 proporção 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 

infecções hospitalares causadas por este patógeno também apresentam índices 

elevados, apresentando taxas de 40% a 80%, sobretudo em UTIs. Segundo Moura e 

colaboradores (2007), os índices de mortalidade são 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 informações ao descreverem 

que os micro-organismos mais comumente associados às ICSRC são 

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 incidência destas 

infecções por outras bactérias multi-resistentes, como ERV e Pseudomonas 

aeruginosa resistente à ceftazidima. Esmanhoto e colaboradores (2013), ao 

identificarem os microrganismos presentes na pele pericateter, na ponta do cateter e 

na corrente sanguínea de pacientes em hemodiálise por cateter venoso central, 

demonstraram que, além de Staphylococcus aureus (76%), Pseudomonas 

aeruginosa (40%) e Acinetobacter baumannii (34%) também foram frequentemente 

isolados. 

Garcia-Rodriguez, Gómez e Altés (2010) referem-se a um perfil diferente de 

micro-organismos responsáveis por bacteriemia secundária a infecção por catéter, 

onde bacilos Gram-negativos demonstram uma maior importância em pacientes de 

UTIs, por estarem submetidos a ventilação mecânica e com alto grau de colonização 

orotraqueal. Ressaltam ainda, que as leveduras do gênero Candida também estão 

se convertendo em patógenos emergentes no contexto clínico. 

 

 

2.2.1.2 Estratégias para prevenção de ICSRC 

 

 

A vigilância é o componente essencial em um programa de controle de 

infecções e também fundamental para a melhoria da qualidade da assistência 

médico-hospitalar. As precauções padrões consistem, principalmente, na estratégia 
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primária de prevenção da transmissão de infecções e devem ser aplicadas durante 

todo o contato com os pacientes (GIAROLA et al., 2012).  

Fram e colaboradores (2009) incluiram como estratégia primária medidas 

básicas como higiene das mãos antes e após o contato com o paciente; utilização 

de luvas, máscaras, óculos de proteção e aventais quando houver risco de contato 

com material biológico; cuidados com perfurocortantes; limpeza ambiental; 

processamento adequado de materiais e equipamentos; e, imunização dos 

profissionais da saúde. 

Especificamente com relação aos catéteres, conforme recomendações 

nacionais e internacionais, a inserção deste dispositivo deve ser realizada com 

técnica asséptica prévia e com a utilização de barreira máxima: máscara, avental, 

luvas e campos estéreis. A antissepsia da pele antes da inserção do catéter e antes 

das trocas de curativo deve ser realizada com clorexidina alcoólica 2% ou 

polivinilpirrolidona. O curativo no local de inserção do catéter deve ser feito com 

gaze ou curativo transparente estéril semipermeável, protegido durante o banho do 

paciente e trocado sempre que o mesmo estiver úmido, solto ou sujo. Além disso, a 

observação do sítio de inserção do catéter deve ser sempre feita pelos profissionais 

responsáveis (FRAM et al., 2009; MERMEL et al., 2009; BOUALLÈGUE et al., 2013). 

Conforme recomendações da ANVISA (2009), cinco cuidados básicos devem 

ser executados no manejo do paciente com CVC, os quais incluem a higienização 

das mãos, precauções máximas de barreira na passagem do catéter, antissepsia 

com clorexidina, escolha do sítio de inserção adequado (preferencialmente para a 

veia subclávia nos casos de catéteres não tunelizados) e reavaliação diária da 

necessidade de manutenção do catéter, com pronta remoção daqueles 

desnecessários. Leblebicioglu e colaboradores (2013) complementam estes 

cuidados básicos pela recomendação do uso de gaze estéril ou curativo estéril 

transparente para cobrir o local de inserção do catéter e desinfectar conectores que 

compõem o dispositivo. 

Caso o catéter esteja colonizado e o paciente ainda não possa, entretanto, ter 

o mesmo removido, uma terapia antibiótica aplicada diretamente no catéter pode ser 

utilizada como estratégia para salvar o dispositivo. Conhecida como ALT (do inglês, 

antibiotic lock therapy), tal procedimento apresenta bons resultados e consiste na 

infusão de uma solução antimicrobiana concentrada, com ou sem heparina, no 

lúmem do catéter para efeito de esterilização 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 complicações e evitar a remoção do catéter (ABAD e SAFDAR, 

2011). 

Semelhante ao ALT, a terapia com infusão de etanol, denominada ELT (do 

inglês, ethanol lock therapy), consiste no preenchimento e fechamento de lúmen do 

catéter com solução de etanol com a finalidade de prevenir ou tratar infecções 

relacionadas ao catéter. As vantagens da ELT incluem a prevenção/erradicação do 

patógeno colonizador, independentemente da sensibilidade destes micro-

organismos aos antimicrobianos. Uma solução de etanol a 70%  é adequada para a 

erradicação de infecção e a inibição do crescimento de bactérias formadoras de 

biofilmes (BELL et al., 2004; VALENTINE, 2011; PIERONI et al., 2013). 

Diante de todas as estratégias de prevenção e de erradicação das ICSRC, 

Stefanidis (2010) considera que programas de educação baseados na combinação 

de medidas preventivas específicas podem reduzir significativamente a ocorrência e 

implicações oriundas destas infecções, ainda que novas medidas pautadas no 

desenvolvimento biotecnológico nesta área sejam esperadas.  

Para Betjes (2011), além de medidas preventivas, modificações no material a 

partir do qual o CVC é feito, poderia influenciar na aderência das bactérias à 

superfície, afetar a formação do biofilme e diminuir o risco de desenvolvimento de 

ICSRC no paciente. Desta forma, uma maior ênfase é dada sobre a necessidade de 

se estabelecer uma proteção antimicrobiana eficaz para aumentar a segurança no 

uso destes dispositivos (CARSON, GORMAN e GILMORE, 2010; CHAUHAN et al., 

2012). 

Por este motivo, uma série de estratégias antibiofilme 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 subcutâneos já foram 

utilizados com êxito para avaliar a eficácia 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 polímero 

híbrido que poderia ser utilizado com distribuição controlada e sustentada de 

fármacos, a fim de combater e prevenir infecções relacionadas ao catéter e, desta 
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forma, também diminuir o desenvolvimento de resistência bacteriana. 

 

 

2.2.1.2.1 Catéteres revestidos disponíveis no mercado 

 

 

A maioria dos catéteres são fabricados com silicone devido a sua flexibilidade, 

baixa toxicidade e inércia fisiológica. No entanto, os micro-organismos conseguem 

aderir facilmente a este material tornando-se capazes de provocar infecções 

(FUNDEANU et al., 2008). Na tentativa de diminuir este risco, estratégias de 

tratamento nos catéteres são oportunas, a fim de se evitar a colonização dos 

mesmos por bactérias formadoras de biofilme. Estas estratégias incluem 

impregnação com antimicrobianos ou o uso de revestimentos especiais (DING et al., 

2012).  

Dentre os catéteres impregnados com antimicrobianos, existem aqueles que 

são revestidos apenas externamente (primeira geração) ou externa e intermanente 

(segunda geração) com clorexidina e sulfadizina de prata (CH-SS), ou com 

minociclina e/ou rifampicina ou ainda, tratados com prata. Estes últimos incluem 

tanto a prata, quanto a platina, carbono e íons 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 redução de sua 

colonização com consequente diminuição na incidência de ICSRC. O mesmo foi 

observado para aqueles revestidos com minociclina e rifampicina. No entanto, o uso 

de CVC com revestimento de prata não demonstrou diminuição significativa na 

incidência das ICSRC (BETJES, 2011); contudo, metanálises demonstraram que 

quando a clorexidina aparece em associação com a sulfadiazina de prata como 

revestimento de um CVC, há uma redução na ocorrência destas infecções (CASEY 

et al., 2008; HOCKENHULL et al., 2008; WANG et al., 2010). 

Com relação aos CVCs revestidos com antimicrobianos, Novikov e 

colaboradores (2012) descreveram que os dispositivos disponíveis comercialmente 

podem ser colonizados por bactérias presentes na microbiota do paciente durante 

seu uso clínico, provavelmente por conta de limites no espectro de atividade 
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antimicrobiana. Sendo assim, alguns destes dispositivos podem apresentar benefício 

limitado, apesar das vantagens mais óbvias contra patógenos microbianos 

específicos, se comparados a um CVC padrão. 

A escolha de que tipo de catéter usar deve ser guiada por fatores que incluem 

a eficácia, o custo, as infecções prévias envolvidas além do risco de resistência 

microbiana a diferentes fármacos. Isso deve ser levado em conta porque a 

resistência é um problema intrínseco aos catéteres revestidos com antimicrobianos e 

que não pode ser negligenciada (ABAD e SAFDAR, 2011). 

A fim de se evitar o revestimento de catéteres por antimicrobianos e assim, 

diminuir problemas de patógenos resistentes a eles, estratégias de mudanças 

estruturais no material empregado na fabricação do catéter já foram feitas e testadas 

quanto ao impedimento da aderência 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 método para obter um revestimento de poliacrilamida a partir de 

superfícies de borracha de silicone, após a remoção de moléculas de baixo peso 

molecular, tais como oligómeros de silano. No entanto, a complexidade para se 

produzir tal polímero poderia conduzir à dificuldade na caracterização do material e 

em grande variação de lote para lote com relação à espessura e qualidade do 

revestimento (DING et al., 2012). 

Ding e colaboradores (2012) sugeriram o uso de revestimentos nos catéteres 

por um polímero de caráter hidrofóbico que poderia ser útil para erradicar MRSA e 

evitar eficientemente a incrustação dos mesmos na superfície do dispositivo, inibindo 

a formação de biofilme. Percebe-se, portanto, que existe uma necessidade premente 

de desenvolver um revestimento de catéter não-tóxico e eficaz para a prevenção das 

ICSRC. 

 

 

2.3 REVESTIMENTO ANTIBIOFILME INOVADOR 

 

 

Biomateriais com características anti-infecciosas tornaram-se uma estratégia 

primária para prevenção de infecções associadas aos dispositivos médico-

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

A capacidade de colonização de um micro-organismo diminui à medida em 

que este não consegue se fixar na superfície do material ou tecido. Esta adesão é 

mediada, geralmente, ou por interações físico-químicas com o material ou pela 

produção de proteínas específicas pela célula bacteriana, como as adesinas (VAN 

OSS, 1991; FOKA et al., 2012). A redução da infectabilidade de certos dispositivos, 

como catéteres, pode ser alcançada por meio do impedimento da adesão bacteriana 

na superfície dos mesmos. Sendo assim, uma ampla variedade de abordagens foi 

desenvolvida para a disponibilização de biomateriais dotados desta característica, 

conforme demonstrado na Figura 8 (CAMPOCCIA, MONTANARO e ARCIOLA; 

2013). 

Dessa forma, o interesse no desenvolvimento de abordagens anti-infecciosas 

alternativas para a prevenção e/ou tratamento de infecções relacionadas aos 

dispositivos médico-hospitalares tem sido crescente nos últimos anos (ARTINI, 

2012). Uma estratégia bem sucedida não deve afetar processos essenciais para a 

sobrevivência das bactérias, pois assim, o aparecimento de mutantes de escape 

seria rapidamente favorecido. Abordagens inovadoras, no entando, devem ser 

voltadas contra fatores de virulência dos micro-organismos, de forma a diminuir sua 

capacidade de infecção, sem afetar sua viabilidade (BOLES e HORSWILL, 2008 e 

ARTINI et al., 2012). 

 



 

  

 

 

  
 
 
Figura 8.   Estratégias para evitar a formação de biofilme microbiano em dispositivos médicos implantáveis: impregnação da superfície do catéter com 

substâncias antimicrobianas que danifiquem estruturas vitais ou exterminem as bactérias; rompimento da organização da matriz do biofilme 
e/ou do quorum sensing; modulação da resposta imune do hospedeiro, favorecendo o combate aos patógenos; e, interferência na atividade 
do micro-organismo patogênico, inclusive por meio da inserção de outro micro-organismo, o qual evita a formação daquele biofilme. Fonte: 
CAMPOCCIA, MONTANARO e ARCIOLA; 2013. 

 



45 
 

  

Neste contexto, Papa e colaboradores (2013) avaliaram a capacidade anti-

infecciosa de uma proteína – serratiopeptidase –, secretada por Serratia 

marcescens, em prejudicar algumas propriedades de virulência de Staphylococcus 

sp., tais como a fixação em superfícies inertes e a adesão/invasão em células 

eucarióticas. Como resultado, descobriu-se que culturas de Staphylococcus aureus 

tratadas com serratiopeptidase apresentaram alterações em algumas de suas 

proteínas, conhecidas por realizar uma variedade de funções, inclusive, de 

aderência, dependendo da sua localização citoplasmática ou superfície. Os 

resultados sugeriram que esta estratégia poderia ser utilizada como um potencial 

"agente anti-infeccioso" capaz de prejudicar a capacidade de bactérias patogênicas 

de aderir a próteses, 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 

força adesiva e coesiva do biofilme. As análises demonstraram que tal serina-

protease é capaz de degradar, pelo menos, 75 proteínas, incluindo algumas que 

participam da formação do biofilme microbiano (proteína de adesão extracelular, 

matriz protéica de ligação, proteína de ligação de fibronectina extracelular A, entre 

outras). 

 

 

2.3.1 Agentes com ação antiaderente 

 

 

 A resistência microbiana aos fármacos presentes atualmente no mercado é 

uma das principais dificuldades para um tratamento de sucesso. Dentro deste 

contexto, tem-se tornado essencial a intensificação de pesquisas para a 

identificação de novas estratégias para se prevenir e/ou tratar as doenças 

infecciosas. O conhecimento da aderência de micro-organismos a diferentes 

superfícies, e de mecanismos que impeçam essa colonização, compreende uma 

abordagem bastante promissora (OFEK, HASTY e SHARON, 2003). Paralelamente, 

tem-se a Biotecnologia, um ramo da ciência que vem contribuindo sistematicamente 

para o desenvolvimento de produtos, técnicas e biofármacos de grande aplicação na 

vida contemporânea. 
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 O xilitol (1,2,3,4,5-penta-hidroxipentano), uma das substâncias de interesse 

deste estudo, tem demonstrado ser capaz de atuar de maneira diferenciada em 

relação aos antimicrobianos clássicos, ao impedir a aderência de importantes micro-

organismos patogênicos. Os estudos mais recentes sobre o xilitol se concentram em 

sua capacidade antiaderente e em sua atuação sobre a expressão de genes 

relacionados à síntese de matriz extracelular, de forma a ocasionar a dispersão de 

biofilmes microbianos (KUROLA et al., 2009; WRIGHT et al., 2010; KUROLA et al., 

2011; LEE, CHOI e KIN, 2012). As primeiras pesquisas sobre aplicações de xilitol, 

iniciadas na década de 60, compreendiam suas propriedades antidiabéticas 

(DOMAREVA, 1967; GOTO, 1967) e anticariogênicas (MÄKINEN, 1976; 

GALLAGHER e PEARCE, 1977). O efeito não cariogênico é uma consequência do 

fato do Streptococcus mutans não fermentar o xilitol, ou seja, não utilizá-lo como 

fonte de carbono. Assim, não há a acidificação do pH bucal, o que contribuiria para o 

crescimento deste micro-organismo. Mäkinen (2000b) reforçou, em seu trabalho, a 

atividade anticariogênica do xilitol, ao estudar recém-nascidos cujos familiares 

mascavam gomas contendo este açúcar. Foi constatado que tal hábito evitava que 

os recém-nascidos apresentassem cáries, uma vez que o xilitol, além de não 

contribuir para a alteração do pH, impedia a aderência da bactéria nos dentes. O 

mecanismo de ação do xilitol, neste caso, pode ser explicado pela habilidade das 

moléculas pentitóis de alterarem a aderência associada às estruturas da superfície 

dos patógenos. A estrutura molecular do xilitol está apresentada na Figura 9. 

 

 

 
Figura 9. Estrututa molecular do xilitol (1,2,3,4,5-penta-hidroxipentano). Fonte: KIRILIN et al., 2012.  

 

 

 Várias são 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 aderência. Katsuyama e 
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colaboradores (2005a) avaliaram a formação de biofilme de Staphylococcus aureus, 

através de MEV, na presença de 500 substâncias previamente selecionadas. 

Observou-se que o xilitol inibiu a formação de glicocálix – principal estrutura 

responsável pela resistência aos fármacos e que impede o sistema imunológico de 

reconhecer as bactérias como estranhas ao organismo. Este estudo demonstrou que 

o xilitol, em sinergismo com outras substâncias, é capaz de inibir a formação do 

biofilme microbiano, apresentando-se como alternativa útil (sem uso de antibióticos) 

para proteger a pele da colonização por Staphylococcus aureus. Söderling e Hietala-

Lenkkeri (2010) constataram que 4% de xilitol foi capaz de inibir, in vitro (superfície 

de vidro lisa), a aderência de seis cepas de Streptococcus spp. orais. Estes autores 

observaram também que este mecanismo antiaderente não era dependente da 

inibição do crescimento microbiano. 

Ammons e colaboradores (2009) trataram, in vitro, biofilmes de Pseudomonas 

aeruginosa provenientes de ferimentos clínicos com 2,0% de lactoferrina e 5,0% de 

xilitol, isoladamente ou em combinação. 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 

substâncias. Foi sugerido pelos autores que o resultado obtido após o tratamento 

combinado seria devido à ruptura estrutural do biofilme e desestabilização 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 proveniência clínica) e sugerimos que o mesmo poderia ser utilizado 

como adjuvante terapêutico para a prevenção e/ou tratamento de infecções 

recorrentes do trato gastrintestinal (SILVA et al., 2011). Ainda nesta linha de 

pesquisa, observamos o bloqueio da aderência de Pseudomonas aeruginosa ATCC 

9027 por xilitol, nestas mesmas três concentrações (SOUSA et al., 2011). Em ambos 

os estudos, foi comprovado que o xilitol não 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 é pouco estudada. 

Pizzo e colaboradores (2000) investigaram os efeitos dos carboidratos mais 

consumidos na dieta sobre a adesão de Candida albicans, Candida tropicalis e 

Candida krusei à células HeLa. A aderência de Candida albicans e Candida 

tropicalis foi significativamente favorecida pela incubação em meio definido contendo 
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uma alta concentração (500 mM) de frutose, glicose, maltose e sacarose (p<0,001). 

Por outro lado, a presença de xilitol reduziu significativamente a adesão de Candida 

albicans (p<0,001) e a presença de sorbitol resultou em apenas um aumento 

marginal na adesão destas leveduras. Estes autores sugeriram que o consumo 

frequente de carboidratos, como frutose, glicose, maltose e sacarose poderia 

representar um fator de risco para candidose oral e, ainda, que a substituição destes 

açúcares por xilitol ou sorbitol poderia ser considerada para o controle da 

colonização por Candida sp. 

 O mecanismo pelo qual o xilitol impede a aderência de micro-organismos 

ainda não foi totalmente esclarecido. Algumas evidências demostram que o xilitol 

pode formar complexos com íons cálcio devido à sua estrutura particular – 

sequência de grupos hidroxila de cadeia aberta –, o que provoca o deslocamento de 

moléculas de água do ambiente (alteração do equilíbrio osmótico) e a alteração das 

interações moleculares que regem a aderência bacteriana (MÄKINEN, 2000a). Outra 

especulação sobre um possível mecanismo de ação do xilitol gira em torno do 

bloqueio que o mesmo provoca sobre os receptores de lectinas. As lectinas 

bacterianas, presentes na superfície de muitos micro-organismos patogênicos, são 

mediadoras da adesão dos mesmos à glicoproteínas ou glicolípidos expressos nas 

superfícies dos tecidos do hospedeiro (SHARON e OFEK, 2000). Ainda, o xilitol 

poderia regular a expressão de diferentes genes, que interferem direta ou 

indiretamente no processo de aderência microbiana, como demonstrado na Tabela 

1. 
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Tabela 1. Interferência do xilitol na expressão de diferentes genes. 

Micro-organismos Gene-alvo Função gênica Referência 

 

 

Streptococcus 

mutans 

↓ gtfD  Aderência celular e formação 

de biofilme 

Shemesh et al., 2006 

↓ vicR  Regulador de resposta global Shemesh et al., 2006 

↓ gtfB Controle da produção de 

glucano insolúvel na superfície 

das bactérias 

Lee et al., 2009 

Streptococcus 

pneumoniae 

↓ cpsB Formação de cápsula Kurola et  al., 2009 

↓ lytA Formação de biofilme Kurola et  al., 2011 

↓ diminuição da expressão gênica. gtfD e gtfB: genes codificadores das glicosiltransferases; vicR: 
gene do sistema regulador; cpsB: gene codificador do polissacarídeo capsular; lytA: gene codificador 
da autolisina. 

 

 

 Em vários 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 substâncias no combate à proliferação microbiana. Não 

diferentemente, optamos por combiná-lo com susbtâncias de conhecida capacidade 

antimicrobiana, a fim de formular um revestimento antibiofilme, para materiais 

médicos-hospitalares, de amplo espectro de ação. 

 

 

2.3.2 Agentes com ação antimicrobiana 

 

 

 Antimicrobianos são definidos como compostos de origem natural ou sintética, 

com toxicidade seletiva para os micro-organismos, sobre os quais possuem 

mecanismo de ação sítio-específica microbicida ou microbiostática. 

 O (cloridrato de) triclosan (éter 2,4,4'-tricloro-2'-hidroxi-difenilico) teve a sua 

eficácia antimicrobiana descrita pela primeira vez em 1974 (VISCHER e REGOS, 

1974) e a mesma continua sendo observada, como descrito recentemente em ensaio 

clínico randomizado, duplo-cego e controlado (TURTIAINEN et al., 2012). É um 

agente com ação antimicrobiana, de amplo espectro de ação e baixa citotoxicidade, 

cujo principal sítio de atuação é a membrana citoplasmática da bactéria (AQUINO et 
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al., 2004; WELK et al., 2005; LUBARSKY et al., 2012). Sua ação antimicrobiana está 

também relacionada a sua capacidade de bloquear a síntese de ácidos graxos por 

meio de inibição enzimática, impedindo a multiplicação de bactérias Gram-positivas e 

Gram-negativas, fungos filamentosos e leveduras. Acredita-se que este mecanismo 

de ação do triclosan sobre os micro-organismos é baseado na inibição competitiva do 

enoil-acil transportador da proteína redutase, um componente na via de biossíntese 

de lipídeos (VERMEIREN, DEVLIEGHERE e DEBEVERE, 2002; LUBARSKY et al., 

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

 

 

 

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

2013. 

 

 

 O triclosan é um agente antimicrobiano adicionado a muitos produtos de 

consumo para reduzir ou evitar a multiplicação microbiana, tais como roupas, 

utensílios de cozinha e móveis, além de ser adicionado a sabões antibacterianos, 

cremes dentais e alguns cosméticos (SOARES, 2013). No ambiente hospitalar, o 

triclosan tem sido utilizado para controlar a propagação de MRSA (JONES et al., 

2000; COIA et al., 2006); para limpeza da pele em procedimentos pré-operatórios 

(COIA et al., 2006) e para prevenir a contaminação do ferimento em suturas 

cirúrgicas (MING, ROTHENBURGER e YANG, 2007). 

 Segundo Jones e colaboradores (2000), embora existam preocupações a 

cerca do uso generalizado de triclosan por causa da pressão seletiva para o 

surgimento de cepas resistentes, a aceitação e a aplicação do triclosan são baseadas 

nos testes de segurança e eficácia antimicrobiana documentados. Estes autores 

sugerem que 1% de triclosan oferece o equilíbrio ideal entre eficácia e baixo risco. 

Alguns estudos verificaram a existência de resistência 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 relevância clínica destes resultados ainda 

não é conhecida, já que as falhas clínicas ocorridas nos últimos 30 anos de uso do 

triclosan não foram diretamente relacionadas à resistência ao mesmo (JONES et al., 

2000). 

 Outra substância de conhecida e eficaz atividade antimicrobiana é a 

polihexametileno biguanida (PHMB), uma mistura sintética heterodispersa de 

polímeros, quimicamente estável e não volátil (Figura 11). As biguanidas, em especial 

a PHMB, foram por muito tempo usadas como agentes antimicrobianos na 

preservação de cosméticos e de produtos farmacêuticos, bem como agentes 

antissépticos (CUNHA et al., 2001).  

 

 

 

Figura 11.    Estrututa molecular da polihexametileno biguanida (PHMB) (C8H18N5)n. Fonte: EVANS e   
HOWE, 2013. 

 

 

 A PHMB apresenta ação antimicrobiana frente a micro-organismos 

patogênicos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Pseudomonas 

aeruginosa, e a endosporos de bactérias termorresistentes (Bacillus spp.) e vírus. 

Seu amplo espectro de ação aliado à baixa toxicidade e alta compatibilidade aos 

tecidos, resulta em uma melhor relação custo-benefício quando comparada aos 

antissépticos à base de quaternário de amônio (FENG et al., 2011). 

 O mecanismo de ação desta sustância envolve uma rápida atração da PHMB 

catiônico, pela superfície bacteriana negativamente carregada, a qual provoca uma 

falha no mecanismo de defesa do micro-organismo, atribuída à separação de fases 

dos fosfolípideos e subsequente ruptura da membrana citoplasmática dos mesmos. 

Esta ruptura pode então levar à perda de substâncias macromoleculares (como, por 
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exemplo, os nucleotídeos), de íons (sódio e potássio) e à precipitação de substâncias 

celulares (MAILLARD, 2002; FENG et al., 2011). 

 Andriessen e Eberlein (2008) avaliaram a eficácia de soluções de limpeza, 

contendo PHMB, no tratamento de humanos portadores de úlceras venosas na perna 

e concluíram que a PHMB contribuiu significativamente na cicatrização das feridas 

locais, impedindo infecções secundárias e contribuindo para a diminuição 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 lesões oriundas de queimaduras e contaminadas com 

Pseudomonas aeruginosa. A PHMB preveniu a penetração e a multiplicação 

sistêmica desta bactéria, mas não foi eficiente para eliminá-la totalmente nas escaras. 

Muller e Kramer (2008) estudaram a atividade antimicrobiana e o efeito citotóxico de 

vinte agentes antibacterianos e sugeriram a PHMB como um dos mais 

biocompatíveis. 

 Apesar da eficácia antimicrobiana já conhecida do triclosan e da PHMB, pouco 

se sabe sobre a ação destas substâncias na arquitetura de um biofilme (LUBARSKY 

et al., 2012). Em geral, os antimicrobianos tornam-se ineficazes frente a micro-

organismos arranjados em biofilmes devido à dificuldade de penetração nas camadas 

de matriz extracelular e de microcolônias aderidas (CHAUHAN et al., 2012).  

 Portanto, nossa hipótese é que, em sinergismo com uma substância inibidora 

da formação do biofilme, o triclosan e a PHMB apresentariam a eficácia 

antimicrobiana desejada. 
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3 OBJETIVOS 

 

 3.1 GERAL 

  

 Determinar a eficácia antimicrobiana e antibiofilme – in vitro e in vivo – e a 

biocompatibilidade tecidual de duas formulações alcoólicas compostas pelos 

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

 

 

 3.2 ESPECÍFICOS 

 

 Verificar a eficácia antimicrobiana in vitro das duas formulações propostas, 

através da determinação da concentração inibitória mínima (CIM), frente a 

micro-organismos comumente relacionados à ICSRC; 

 Realizar o teste de aderência in vitro, a fim de verificar a eficácia antibiofilme 

das duas formulações propostas frente a uma cepa Gram-positiva 

(Staphylococcus aureus ATCC 25923), uma cepa Gram-negativa (Escherichia 

coli clínica) e uma cepa fúngica (Candida albicans ATCC 10231), através da 

avaliação de fragmentos de CVCs por MEV;  

 Avaliar a eficácia antimicrobiana in vivo de fragmentos de CVCs revestidos 

com as duas formulações propostas, através de análises hematológicas e 

microbiológicas frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923; 

 Verificar a biocompatibilidade tecidual das duas formulações propostas, 

através de análises hematológicas e histopatológicas, após inserção 

subcutânea de fragmentos de CVCs revestidos com as mesmas; 

 Propor um revestimento para dispositivos médico-hospitalares, capaz de 

impedir o desenvolvimento de biofilmes microbianos na superfície destes, 

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

 

 

 Os experimentos foram realizados no Núcleo de Identificação e Quantificação 

Analítica (NIQUA) localizado na Faculdade de Farmácia (FF) da Universidade 

Federal de Juiz de Fora (UFJF). As análises de MEV foram executadas no 

Laboratório de Ultraestrutura Celular Hertha Meyer do Instituto de Biofísica Carlos 

Chagas Filho da Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ) e no Centro de 

Microscopia Eletrônica de Varredura do Museu Nacional da UFRJ. As análises 

hematológicas e microbiológicas foram realizadas no Laboratório de Análises 

Clínicas Maurílio Baldi do Hospital Universitário 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 episódios 

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 clínica, 

isoladas no Laboratório de Análises Clínicas Maurílio Baldi do Hospital Universitário 

da UFJF: Acinetobacter baumannii, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa. 

Estas cepas foram mantidas em meio de cultura adequado para conservação (Skim 

Milk) e armazenadas em freezer -20ºC. Foram também cultivadas em meio de 

cultivo Tryptone Soy Agar (TSA) a 37ºC por 24 horas, sendo posteriormente 
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armazenadas em geladeira (4ºC). Repiques da cultura foram realizados em 

intervalos regulares de 15 dias e, após o 6º repique, nova alíquota do Skim Milk foi 

utilizada para recuperação da cepa. 

 

 

4.3 FORMULAÇÕES 

 

 

Foram testadas duas formulações para revestimento de dispositivos médico-

hospitalares. A formulação 1 compreendia em uma solução composta por 3,0% de 

silicone, 5,0% de xilitol e 10% de uma solução pré-formulada (0,15% de triclosan, 

0,2% de PHMB, 0,3% de cloreto de benzalcônio, 1,0% de silicone volátil, 0,1% 

essência, 8,25% água destilada e 90,0% de álcool etílico) em quantidade suficiente 

de Genesolv®. A formulação 2 compreendia em uma solução 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 princípios 

ativos em determinado substrato, após rápida e completa evaporação. O triclosan foi 

o princípio ativo escolhido como antimicrobiano da formulação 2 devido a 

comprovada atividade, frente a micro-organismos de interesse, em pequenas 

concentrações (PI 0305735-6) (SANTOS, 2003). As concentrações dos princípios 

ativos foram determinadas baseadas em estudos prévios (SANTOS, 2003; SILVA et 

al., 2011; SOUSA et al., 2011) e na resolução RDC n°30, de 4 de julho de 2011, da 

ANVISA (ANVISA, 2011).   A Figura 12 demonstra os fragmentos de CVC (1 cm e 2,5 

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

 

 

Figura 12.    Imagens ilustrativas dos fragamentos de catéter venoso central (CVC) antes e após ao 

revestimento com as formulações-teste. A) CVC não revestido (CVC-NR), B) CVC 
revestido com a formulação 1 (CVC-R1) e C) CVC revestido com a formulação 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 formulações propostas. Na sequência, fragmentos estéreis de CVCs 

foram revestidos com estas formulações (imersão nas formulações-teste durante 1 

minuto e posterior secagem completa – por evaporação – em placas de Petri) para 

determinação da atividade antiaderente (antibiofilme) in vitro e para realização dos 

ensaios de eficácia in vivo e de biocompatibilidade tecidual. Todo o delineamento 

experimental do presente estudo está apresentado na Figura 13. 

 

 

 

 

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 microdiluição, através da qual foi estabelecida a 

CIM por método turbidimétrico. Uma suspensão microbiana de cada uma das 6 

cepas foi preparada com solução fisiológica estéril (cloreto de sódio - NaCl 9,0 g/L), 

a 25% de transmitância, com o auxílio de um espectrofotômetro (λ=580nm). A 

suspensão microbiana padronizada foi submetida a diluições seriadas, em solução 

fisiológica estéril, as quais foram incubadas em meio ágar apropriado – TSA para 

bactérias e Sabouraud Dextrose Agar (SDA) para levedura. Após o período de 

incubação (24 horas, 37°C para bacterias / 48 horas, 25°C para levedura), foi 

realizada a contagem das unidades formadoras de colônias (UFCs), a fim de se 

obter a concentração de 2x103 UFC/mL em cada poço da microplaca (adaptado de 

USP, 1985; CANDAN et al., 2003).  

Para o controle negativo, foram adicionados 100µL de caldo estéril aos poços 

das microplacas enquanto, para o controle positivo, foram empregados 100 µL de 

caldo inoculado. Para a maioria das cepas bacterianas, o Mueller Hinton Broth 

(MHB) foi utilizado, com exceção 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 poços dos grupos-teste, foram acrescentados 100 µL de caldo inoculado e 100 

µL das formulações propostas em diferentes concentrações (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 fármaco de referência para as cepas bacterianas, 

enquanto a nistatina foi empregada como fármaco de referência para a cepa fúngica 

(0,2; 2; 20; 200 e 2000 U/mL). As microplacas foram então incubadas nas condições 

de tempo e temperatura supra-citadas. 

A CIM foi determinada através da observação da turvação dos poços, após o 

período de incubação. Após este período, 20 µL das substâncias que não 

apresentaram turvação 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 bacteriostática/fungistática. Todo o 

procedimento foi realizado em triplicata. 

Para o ensaio de atividade antimicrobiana, as formulações propostas foram 

empregadas sem silicone e sem Genesolv® (somente com os princípios ativos) uma 

vez que tais substâncias são empregadas somente como veículo para incorporação 

e solvente carreador, respectivamente, durante o revestimento de biomateriais 

(Genesolv®, inclusive, é muito volátil e dissipa completamente). 

 

 

 4.4.1.2 Atividade antiaderente 

  

 

 Uma suspensão 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 clínica) e uma cepa fúngica (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, não 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 formulações propostas. 

Todos os tubos foram incubados (24 horas, 37°C para bactérias / 48 horas, 25°C 

para levedura) sob agitação (100 rpm) e circulação de ar (adaptado de FERREIRA 

et al., 2009; SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2011). 

Após este período, os fragmentos de CVC foram removidos e mantidos 

individualmente em tubos contendo 10 mL de tampão 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 glutaraldeído 2,5% por 24 horas. Em 

seguida, as amostras foram lavadas (2 vezes) com 1,5 mL de tampão fosfato 0,1M 

pH=7,4 e desidratadas com concentrações crescentes de etanol (50% a 100%), com 

intervalo de 20 minutos entre cada troca. Os fragmentos de CVC foram então secos 

à 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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superfície externa dos mesmos foi analisada em microscópio eletrônico de varredura 

em alto vácuo, no modo de elétrons secundários (adaptado de FERREIRA et al., 

2009; SILVA et al., 2011; SOUSA et al., 2011). 

 Para o ensaio de atividade antimicrobiana, as formulações propostas foram 

empregadas sem silicone, devido ao fato de esta substância prejudicar a 

visualização adequada das amostras na análise por MEV. 

 

 

 4.4.2. Ensaios in vivo 

 

 

Todos os procedimentos foram aprovados pela Comissão de Ética na 

Experimentação Animal (CEEA-UFJF) – protocolo n° 037/2011 (Anexo A) –  e estão 

de acordo com os Princípios Éticos na Experimentação Animal adotados pelo 

Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 

Os animais foram alojados em gaiolas individuais adequadas, em ambiente 

com temperatura (22ºC ± 2ºC) e umidade (65 a 75%) controladas e sob ciclo claro-

escuro de 12 horas. Durante todo o período experimental, os animais foram 

alimentados com água e ração ad libitum. 

 

 

 4.4.2.1 Avaliação da eficácia antimicrobiana/antibiofilme 

 

 

A eficácia antibiofilme das formulações 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 JÚNIOR et al., 2010), foi o que apresentou, no teste de aderência in vitro, 

melhor adesão e formação de biofilme nos fragmentos de CVC utilizados.  

No primeiro dia de experimento, os fragmentos de CVC não revestidos (CVC-

NR), os revestidos com a formulação 1 (CVC- R1) e aqueles revestidos com a 

formulação 2 (CVC- R2), todos com 2,5 cm de comprimento, foram imersos em 

tubos individuais contendo 5,0 mL de uma suspensão de Staphylococcus aureus 

ATCC 25923 (108 UFC/mL) e 5% de glicose, durante 30 minutos. Após este período, 
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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, distribuídas aleatoriamente em 7 grupos. Os 

Grupos A, B e C (5 animais/grupo) compreendiam em controles relativos – inserção 

de fragmentos de CVC-NR, CVC- R1 e CVC- R2, respectivamente, sem imersão 

prévia na suspensão microbiana. Os Grupos D, E e F (7 animais/grupo) 

compreendiam nos grupos-teste – inserção de fragmentos de CVC-NR, CVC- R1 e 

CVC- R2, respectivamente, com imersão prévia na suspensão microbiana. O Grupo 

G, com 5 animais não manipulados, consistia no controle absoluto. Um número 

maior de animais foi utilizado nos grupos experimentais (D, E e F) em relação aos 

demais grupos uma vez que o delineamento do estudo já considerava 2 tipos de 

controle (relativo - grupos A, B e C e absoluto - grupo G) e permitiu, portanto, 

priorizar a observação de um maior número de animais que representavam o real 

objetivo do estudo – eficácia 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 à tricotomia na região dorsal. Em seguida, a região foi 

desinfectada com gaze estéril embebida em clorexidina 2% (degermante) seguida 

por 0,5% de clorexidina alcoólica. Uma incisão de 1 cm de largura, padronizada a 2 

cm de distância da espinha dorsal, foi feita em cada animal e o respectivo fragmento 

de CVC (2,5 cm) foi inserido na loja cirúrgica subcutânea (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 incisão (1 cm) e da inserção do fragmento de catéter venoso  

central (CVC) (2,5 cm) na loja cirúrgica subcutânea no dorso do animal. O círculo preto 
indica a loja cirúrgica, a seta azul indica a incisão e a seta vermelha indica o catéter 
implantado. Fonte: a autora. 

 

 

Durante todo o período experimental, o ganho de peso e o consumo de ração 

foram avaliados. Análises macroscópicas (presença de edema, eritema, secreção e 

febre), considerando Grau 0: nenhuma reação, Grau 1: reação discreta, Grau 2: 

reação moderada e Grau 3: reação intensa, foram realizadas. No sétimo dia, foram 

obtidas amostras de sangue para análises hematológicas (hemograma completo) e 

microbiológicas (hemocultura). Para as análises hematológicas foi utilizado um 

contador automatizado (Cell Dyn 3500, Abbott, USA).  Para as hemoculturas, 500 µL 

de sangue total foram inseridos em 4,5 mL de Brain Heart Infusion (BHI). Na 

sequência, os fragmentos de CVC foram removidos e submetidos a análise 

microbiológica: a) rolamento do fragmento de CVC em placa de Petri contendo ágar 

sangue, para a avaliação da contaminação da superfície externa e, b) injeção de 1 

mL de caldo tioglicolato na face interna do fragmento CVC, em tubo contendo 4 mL 

do mesmo meio de cultura, para a avaliação da contaminação da superfície interna. 

As placas de Petri e os tubos foram incubados a 37°C durante 24 horas e, após este 

período, o crescimento bacteriano foi avaliado. A hemocultura e a contaminação da 

superfície interna foram avaliados pela presença ou ausência de turvação nos meios 

de cultivo. A contaminação da superfície externa foi avaliada com base na seguinte 

escala: contagem do número de UFC de 0 a 100 colônias, + = 100 a 300 colônias, 

++ = mais de 300 colônias, +++ = colônias incontáveis e ++++ = colônias confluentes 

(adaptado de KOCKRO et al., 2000). Os micro-organismos detectados foram 
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posteriormente identificados pelo Laboratório de Análises Clínicas Maurílio Baldi do 

Hospital Universitário da UFJF. Os fragmentos de CVC também foram submetidos à 

análise por MEV, para visualização da formação ou desagregação do biofilme. No 

entanto, as hemáceas e outras células oriundas do sangue dos animais impediram a 

visualização das células microbianas, o que invalidou a utilização deste parâmetro 

de análise. 

 

 

 4.4.2.2 Avaliação da biocompatibilidade tecidual 

 

 

A biocompatibilidade dos fragmentos de CVC (1 cm) revestidos com as 

formulações estudadas foi testada com 7 e 21 dias. Estes momentos de avaliação 

são os convecionalmente utilizados para estudos de biocompatibilidade (OKINO 

NETO, MOURA e DAVIDOWICZ, 2010, MIYAGAKI, 2011), uma vez que as 

possíveis reações celulares e teciduais ocorrem neste período.  

 Foram utilizadas 38 ratas Wistar (Rattus norvegicus), adultas, com peso 

variando entre 150 e 200 gramas, distribuídas aleatoriamente em 4 grupos. O Grupo 

1 foi composto por 6 animais com CVC-NR inseridos na região dorsal, o Grupo 2 por 

6 animais com inserção CVC-R1, o Grupo 3 por 6 animais com inserção CVC-R2, e, 

o Grupo 4 (grupo-controle) foi composto por 10 animais não manipulados. Neste 

ensaio, um maior número de animais foi utilizado no Grupo 4 pois este representava 

o único controle de todo o ensaio. Além disso,  foi possível analisar dois fragmentos 

de CVC, em lojas cirúrgicas diferentes, em cada animal dos grupos-teste (1, 2 e 3), o 

que nos permitiu otimizar o número 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 à tricotomia na região dorsal; seguida pela desinfecção 

com gaze estéril embebida em clorexidina 2% (degermante) e, posteriormente, em 

0,5% de clorexidina alcoólica. Duas incisões de 1 cm de largura (uma à direita e 

outra à esquerda), padronizada a 2 cm de distância 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 cirúrgicas subcutâneas. 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 período experimental, o ganho de peso e o consumo de ração 

foram verificados. Análises macroscópicas (presença de edema, eritema, secreção e 

febre), considerando Grau 0: nenhuma reação, Grau 1: reação discreta, Grau 2: 

reação moderada e Grau 3: reacção intensa, foram realizadas. No último dia, foram 

obtidas amostras de sangue para análise hematológica (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 período mínimo de 24 horas. Seções (4 µm 

de espessura) foram cortadas e coradas com hematoxilina e eosina para análise 

histopatológica. As lâminas foram analisadas sob microscópio óptico e as imagens 

capturadas por uma câmara de vídeo acoplada ao mesmo. Foi realizada a análise 

de cinco campos microscópios aleatórios de cada amostra de tecido da lâmina 

histológica (ampliação de 400x). As imagens foram analisadas por meio dos 

softwares ImageJ e  Image-Pro Plus (Media Cybernetics), com auxílio de marcação 

digital, sendo submetidas à contagem de células mononucleares, 

polimorfonucleares, fibroblastos, vasos sanguíneos e mastócitos. A área de 

colágeno foi avaliada quantitativamente (porcentagem). A presença de células 

gigantes, área de necrose e infiltrado inflamatório foi avaliada qualitativamente 

(adaptado de SILVA et al., 2009).  

 

 

 4.4.2.3 Análise estatística 

 

 

A análise estatística descritiva foi realizada para o ganho de peso, o consumo 

de ração, e os parâmetros hematológicos e histopatológicos. Análise de variância 

(ANOVA) seguida por post hoc de Tukey foi utilizada para avaliar a diferença entre 

as médias dos resultados dos grupos de estudo. O teste t de Student para amostras 

pareadas foi utilizado para a comparação dos parâmetros 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 significância foi de p <0,05. 
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5 RESULTADOS 

 

 

5.1 ENSAIOS IN VITRO 

 

 

5.1.1 Atividade antimicrobiana 

 

 

 Ambas as formulações apresentaram atividade antimicrobiana frente a todas 

as cepas testadas –  Candida albicans ATCC 10231, Klebsiella pneumoniae ATCC 

700603, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Acinetobacter baumannii clínica, 

Escherichia coli clínica e Pseudomonas aeruginosa clínica – uma vez que, em 

determinadas concentrações, não foi observada a turvação característica de 

crescimento microbiano. O controle positivo apresentou turvação, indicativo de 

crescimento microbiano; enquanto o controle negativo se manteve límpido. Os 

resultados de CIM de ambas as formulações e dos fármacos de referência, assim 

como o tipo de atividade antimicrobiana encontrada, frente a estes micro-

organismos, estão apresentados na Tabela 2. 

 Frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, Acinetobacter baumannii 

clínica e Escherichia coli clínica, ambas as formulações apresentaram tanto a 

atividade bactericida quanto a atividade bacteriostática. Frente a Candida albicans 

ATCC 10231 e Klebsiella pneumoniae ATCC 700603, apenas a atividade 

bactericida/fungicida foi observada, para ambas as formulações. O comportamento 

foi diferente exclusivamente frente a cepa Pseudomonas aeruginosa clínica: a 

formulação 1 apresentou somente atividade bactericida, enquanto a formulação 2 

demonstrou apenas atividade bacteriostática. 

 



 

  

Tabela 2.   Concentração inibitória mínima (CIM) e tipo de atividade antimicrobiana demonstrada pelas formulações e pelos fármacos de referência, 

frente alguns micro-organismos frequentemente envolvidos em infecções de corrente sanguínea relacionadas à catéter (ICSRC). 
 

 

   
MICRO-ORGANISMOS 

FORMULAÇÃO 1 FORMULAÇÃO 2 
FÁRMACOS DE REFERÊNCIA 

(CLORANFENICOL e NISTATINA*) 
 

Atividade 
Bactericida / 
Fungicida*  

Atividade 
Bacteriostática / 

Fungistatica* 

Atividade 
Bactericida / 
Fungicida*  

Atividade 
Bacteriostática / 

Fungistatica* 

Atividade 
Bactericida / 
Fungicida*  

Atividade 
Bacteriostática / 

Fungistatica* 

Candida albicans  

ATCC 10231* 
CIM = 2% - CIM = 0,4% - CIM = 2 U/mL 

 
- 
 

Klebsiella pneumoniae  
ATCC 700603 

CIM = 2% - CIM = 0,04% - CIM = 0,025 % 
 

CIM = 0,00025 % 
 

Staphylococcus aureus 
 ATCC 25923 

CIM = 0,1% CIM = 0,04% CIM = 0,06% CIM = 0,04% 
 

CIM = 0,000025 % 
 

 
- 
 

Acinetobacter baumannii 
clínica 

CIM = 0,2% CIM = 0,04% CIM = 0,06% CIM = 0,04% - 
 

CIM = 0,000025 % 
 

Escherichia coli 

clínica 
CIM = 2% CIM = 0,2% CIM = 0,06% CIM = 0,04% - 

 
CIM = 0,025 % 

 

Pseudomonas aeruginosa  
clínica 

CIM = 4% - - CIM = 20% - 
 

CIM = 0,025 % 
 

* para cepa fúngica. 
- ausência de atividade frente ao micro-organismo testado.  
CIM = concentração inibitória mínima dentro do intervalado testado (formulações-teste: 0,04 - 20%; cloranfenicol: 0,0000025 - 0,025%; nistatina: 0,2 - 
2000 U/mL).  
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5.1.2 Atividade antiaderente 

 

 

 Na superfície externa dos fragmentos de CVC-NR foram encontrados 

biofilmes de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Figura 15) e de Escherichia 

coli clínica (Figura 16) bem formados e aderidos. Observa-se um comportamento 

diferente para a cepa Candida albicans ATCC 10231 (Figura 17), já que foram 

visualizadas apenas colônias isoladas aderidas. A inibição da aderência das 

colônias e da formação 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/antibiofilme de ambas as formulações-teste. 

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

 

 

Figura 15. Eletromicrografias da superfície externa de fragmentos de CVC-NR, CVC-R1 e CVC-
R2 após contato com Staphylococcus aureus ATCC 25923. A-C (aumento X2.000) e D-
F (aumento x5.000). As barras representam 2 μm (D), 5 μm (E, F) e 10 μm (A-C). CVC-
NR: catéter venoso central não revestido; CVC-R1: catéter venoso central revestido 
com a formulação 1 e CVC-R2: catéter venoso central revestido com a formulação 2. 
Fonte: a autora. 
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Figura 16. Eletromicrografias da superfície externa de fragmentos de CVC-NR, CVC-R1 e CVC-

R2 após contato com Escherichia coli clínica. A-C (aumento x500 e x1.000) e D-F 
(aumento x5.000 e x7.500). As barras representam 2 μm (E), 5 μm (D, F), 10 μm (B, C) 
e 50 μm (A). CVC-NR: catéter venoso central não revestido; CVC-R1: catéter venoso 
central revestido com a formulação 1 e CVC-R2: catéter venoso central revestido com a 
formulação 2. Fonte: a autora. 

 

 

Figura 17. Eletromicrografias da superfície externa de fragmentos de CVC-NR, CVC-R1 e CVC-

R2 após contato com Candida albicans ATCC 10231. A-C (aumento x3.500) e D-F 
(aumento x5.000). As barras representam 5 μm (A-F). CVC-NR: catéter venoso central 
não revestido; CVC-R1: catéter venoso central revestido com a formulação 1 e CVC-
R2: catéter venoso central revestido com a formulação 2. Fonte: a autora. 
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5.2 ENSAIOS IN VIVO 

 

 

5.2.1 Avaliação da eficácia antimicrobiana/antibiofilme 

 

 

 Durante os 7 dias de experimento, o ganho de peso e consumo de ração 

foram estatisticamente semelhantes entre os 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 secreção ao redor do implante, sendo que a febre no animal do grupo D durou 5 

dias (Anexo B). Através de uma análise qualitativa e comparativa entre os 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 contaminação, 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 contaminação, respectivamente) e a 

maioria dos animais (5 de cada grupo), dos grupos A e D (CVC-NR, sem e com 

prévia contaminação, respectivamente) apresentaram tais características (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 imersão prévia dos fragmentos em suspensão 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 suspensão 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 inflamação significativa do tecido. Os 
tecidos dos animais dos Grupos B e E apresentaram menor grau de inflamação, com 
presença de exsudato. Os fragmentos de CVC dos Grupos C e F foram retirados sem 
nenhum sinal de inflamação. A seta azul indica a presença de pus, a seta verde indica 
a presença de exsudato e a seta vermelha indica a presença de inflamação tecidual. 
Fonte: a autora. 

 
 

Tabela 3. Ganho de peso e consumo de ração dos animais durante a avaliação da  eficácia 

antimicrobiana/antibiofilme. 
 

Parâmetros 
Grupo 

A 
Grupo 

 B 
Grupo 

 C 
Grupo  

D 
Grupo  

E 
Grupo 

 F 
Grupo  

G 

 
Ganho de peso (%) 

 
5,5 ± 9 7,3 ± 2,2 1,6 ± 10 -0,2 ± 10,7 10,2 ± 5,6 2,3± 2,5 6,8 ± 1,8 

 
Consumo de ração 

(g/dia) 
 

19,2 ± 6 21,9 ± 2,7 18,5 ± 6,3 17,0 ± 7 20,7 ± 2 18,9 ± 1,6 21,1 ± 2,8 

Resultados expressos como média ± desvio padrão (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 
não manipulados). 

 

 Nenhum dos animais apresentou contaminação sanguínea sistêmica, uma 

vez que todas as hemoculturas foram negativas (não houve crescimento 

microbiano). A Tabela 4 demonstra os resultados dos parâmetros hematológicos 

analisados. 
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Tabela 4. Parâmetros hematológicos dos animais durante a avaliação da eficácia  

antimicrobiana/antibiofilme. 
 

Parâmetros 
Grupo 

 A 
Grupo 

 B 
Grupo 

 C 
Grupo  

 D 
Grupo  

 E 
Grupo 

 F 
Grupo  

 G 

Hematimetria 
(x106/mm3) 

7,7 ± 1,3 7,5 ± 1,5 7,4 ± 0,4 6,3 ± 0,8  
a,b 

8,2 ± 0,6  
a 

8,2 ± 0,9 
 b 

7,1 ± 1,3 

Hemoglobina 
(g/dL) 

14,5 ± 2,4 14,1 ± 2,8 14,2 ± 1 11,9 ± 1,3 
c,d 

15,8 ± 1,4 
 c 

16 ± 1,9  
d 

14,5 ± 2,7 

Hematócrito 
(%) 

44,2 ± 7,8 42,5 ± 8,2 42,8 ± 2,3 35,9 ± 4,2 
e,f 

46,6 ± 4  
e 

46,4 ± 5,4  

f 
41,5 ± 7,7 

        
Leucometria Global 

(x103/mm3) 
9,9 ± 2,5 8,1 ± 3,1 7,7 ± 2,6 6,9 ± 2,5 9 ± 3,1 7,3 ± 1,8 7,3 ± 1,8 

Segmentados 
(%) 

39 ± 19 29 ± 10 22 ± 3 25 ± 5 23 ± 6 33± 25 24 ± 5 

Linfócitos 
(%) 

52 ± 17 67 ± 11 68 ± 6 69 ± 8 72 ± 7 63 ± 24 70 ± 5 

Monócitos 
(%) 

6 ± 5 2 ± 2  3 ± 1 4 ± 3 3 ± 2 2 ± 2 3 ± 2 

Eosinófilos 
(%) 

2 ± 1  

g 
2 ± 1  

h 
8 ± 2  

g-L 
2 ± 2  

i 
2 ± 1  

j 
2 ± 1 

k 
3 ± 1  

L 
Basófilos 

(%) 
0 ± 1 0 ± 0  0 ± 1  0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 

        
Plaquetas 
(x103/mm3) 

788 ± 466 864 ± 136 831 ± 128 913 ± 300 1092 ± 187 1242 ±605 837 ± 151 

Resultados expressos como média ± desvio padrão (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  (ap=0,029; bp=0,022; cp=0,020; dp=0,013; 
ep=0,037; fp=0,044 e g-Lp<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 
não manipulados). 

 
 
 

A hematimetria, a hemoglobina e o hematócrito 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 parâmetros 

foram semelhantes aos encontrados para os animais do grupo G (controle). Em 

relação à série branca, foi encontrado maior número de eosinófilos no grupo C 

(CVC-R2) no que nos demais grupos (p<0,001 para todas comparações) (Tabela 

4). 
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 A Tabela 5 demonstra os resultados da análise microbiológica das 

superfícies externa e interna dos fragmentos de CVC implantados nos animais de 

experimentação. 

 Dentre os grupos A, B e C, aqueles que compreendiam em controles 

relativos, foi observada uma colonização 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 superfície externa. Além disso, 20% 

dos animais apresentaram Citrobacter sp e Enterococcus faecalis na superfície 

interna de CVC-NR. Os animais do Grupo B (CVC-R1) apenas apresentaram 

colonização na superfície interna (40% apresentaram Staphylococcus aureus) 

enquanto os animais do Grupo C não apresentaram nenhuma colonização em 

ambas as superfícies. 

 Entre os grupos experimentais, cujos fragmentos de CVC foram incubados 

anteriormente com Staphylococcus aureus ATCC 25923, foi observada uma 

diferença de intensidade na colonização de ambas as superfícies dos catéteres. 

Todos os animais do grupo D (CVC-NR) apresentaram colonização externa por 

Staphylococcus aureus com diferenças no número de colônias: 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 incontável (+++); e, 14,3% dos animais apresentaram crescimento 

confluente (++++). A superfície interna de 85,7% dos animais foi colonizada por  

Staphylococcus aureus enquanto 14,3%, além de colonização por Staphylococcus 

aureus, apresentou também Klebsiella spp. O Grupo E (CVC-R1) apresentou, na 

superfície externa, 85,7% dos animais com menos de 100 UFC e 14,3% com 100 

a 300 UFC (+) de Staphylococcus aureus; enquanto a superfície interna já 

apresentou 28,6% de animais sem nenhum crescimento. No Grupo F (CVC-R2), 

57,1% dos animais não apresentaram colonização na superfície externa enquanto 

nenhum animal apresentou crescimento na superfície interna dos fragmentos de 

catéteres. 
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Tabela 5. Resultados da análise microbiológica das superfícies externa e interna de fragmentos de 
 catéter venoso central (CVC) implantados nos animais durante o ensaio de avaliação da    

eficácia antimicrobiana/antiaderente: detecção e identificação de micro-organismos 
colonizadores. 

   

Grupos 
Superfície externa dos  

fragmentos de CVC 
Superfície interna dos  

fragmentos de CVC 

  
Grupo A  

 
CVC-NR 

 

20% Staphylococcus aureus (+) 
20% Pseudomonas aeruginosa (++++) 

60% negativo 

20% Citrobacter spp. + Enterococcus faecalis 
80% negativo 

 
Grupo B 

 

CVC-R1 
 

100% negativo 
40% Staphylococcus aureus 

60% negativo 

 
Grupo C 

 
CVC-R2 

 

100% negativo 100% negativo 

 
Grupo D 

 
CVC - NR 

previamente 
contaminado 

 

28,6% Staphylococcus aureus (<100 UFC) 
14,3% Staphylococcus aureus (+) 

42,8% Staphylococcus aureus (+++) 
14,3% Staphylococcus aureus (++++) 

 

85,7% Staphylococcus aureus  
14,3% Staphylococcus aureus + Klebsiella spp. 

 
Grupo E 

 
CVC - R1 

previamente 
contaminado 

 

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

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

28,6% negativo 

 
Grupo F 

 

CVC - R2 
previamente 
contaminado 

 

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

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

100% negativo 

Resultados expressos em porcentagem de animais por grupo. 
Negativo =  sem crescimento microbiano; até 100 unidades formadoras de colônia (UFC) = <100 
UFC; + = de 100 a 300 colônias; + + = mais de 300 colônias; + + + = colônias incontáveis e + + + + 
= colônias confluentes. 
 

 

 A Figura 19 demonstra as placas de ágar sangue utilizadas para avaliação 

da contaminação da superfície externa dos fragmentos de CVC, enquanto a 

Figura 20 demonstra os tubos de tioglicolato usados para verificação da 

contaminação da superfície interna dos mesmos. 
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Figura 19. Fotografias das placas de ágar sangue utilizadas para avaliação da contaminação 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 imersão 
prévia dos fragmentos em suspensão 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 suspensão bacteriana. A seta vermelha indica a presença de crescimento 
microbiano e a seta azul indica a ausência do mesmo. Fonte: a autora. 

  
 
 
 

 

Figura 20. Fotografias dos tubos de tioglicolato utilizados para avaliação da contaminação 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 imersão 
prévia dos fragmentos em suspensão 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 suspensão bacteriana. A seta vermelha demonstra a turvação do meio de 
cultura, o que indica crescimento microbiano. A seta azul demonstra o meio de cultura 
límpido, sem crescimento de micro-organismos. Fonte: a autora. 
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5.2.2 Avaliação da biocompatibilidade tecidual 

 

 

 Durante os 7 primeiros dias de experimento, o ganho de peso e consumo 

de ração foram estatisticamente semelhantes entre os grupos experimentais e o 

grupo controle. Após o 7° até o 21° dia do experimento, embora o consumo de 

ração 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 

secreção em torno do fragmento de CVC impantado, nem sinais de febre. Através 

da análise 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 

que 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 secreção, enquanto nos animais dos grupos 2 (CVC-R1) e 3 (CVC-R2) 

notou-se a presença de edema em torno do implante. Nenhum dos animais 

apresentou sinais de febre (Anexo E). 
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Tabela 6.  Ganho de peso  e consumo de ração  dos animais durante o ensaio de  

biocompatibilidade tecidual. 
 

 
7 DIAS 

 
Parâmetros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 

 
Ganho de peso (%) 

 
6 ± 4,8 4,2 ± 4,6 10,6 ± 1,8 10 ± 2,4 

 
Consumo de ração (g/dia) 

 
16 ± 2,9 11,9 ± 7,3 16,2 ± 0,8 18,1 ± 1,3 

 
21 DIAS 

 
 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
 

Ganho de peso (%) 
 

23,1 ± 2,5 a 23,7 ± 6,9 b 43,2 ± 12,2 a,b,c 23,2 ± 6,7 c 

 
Consumo de ração (g/dia) 

 
20,5 ± 2,3 20,7 ± 0,5 18,6 ± 0,9 19,1 ± 2,4 

Resultados expressos como média ± desvio padrão (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  

(ap=0,038; bp=0,045 e cp=0,022). Grupo 1=CVC-NR; Grupo 2=CVC-R1; Grupo 3=CVC-R2 e 

Grupo 4=controle absoluto (animais não manipulados). 

 

 

 A Tabela 7 demonstra os resultados dos parâmetros hematológicos 

observados nos animais de experimentação. 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 

plaquetas 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 

plaquetas 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 exceção do grupo 1 (CNR-NR) que 

apresentou níveis maiores (p=0,027).  

 Aos 21 dias de ensaio, os níveis de células vermelhas e de plaquetas 

tornaram-se semelhantes entre todos os grupos. No final do experimento, notou-

se diferença estatística apenas na contagem diferencial de leucócitos: o grupos 1 

(CVC-NR) e 2 (CVC-R1) apresentaram maior contagem de segmentados – 

p=0,043 e p=0,037 respectivamente –, em relação ao grupo 4 (controle), 
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enquanto o grupo 3 (CNR-R2) se manteve estatisticamente igual  ao mesmo. 

Proporcionalmente, a contagem de linfócitos do grupo 1 (CNR-NR) foi 

estatisticamente inferior ao do grupo controle (p=0,019). As demais comparações 

foram estatisticamente semelhantes. 

A comparação realizada entre o período inicial (7 dias) e o período final (21 

dias) do experimento demonstra que, mesmo que o contato com os CVC 

revestidos ocorra por um tempo maior, os parâmetros hematológicos não 

apresentaram diferenças significativas. Apenas foram encontradas diferenças 

estatísticas na hematimetria dos animais do grupo 2 (CVC-R1), que se 

demonstrou menor inicialmente (p=0,030), e na contagem de monócitos dos 

animais do grupo 4 (controle), que se mostrou também menor nos primeiros 7 

dias de experimento (p=0,015). 

 

 



 

  

Tabela 7.  Parâmetros hematológicos dos animais no ensaio de biocompatibilidade tecidual. 

 

 
Parâmetros 

 
 

 

7 DIAS 
 

  

21 DIAS 
 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 

Hematimetria 
(x106/mm3) 

8,1 ± 0,5 7,1 ± 0,1 a * 7,6 ± 0,1 8,1 ± 0,5 a  7,9 ± 0,8 8,3 ± 0,4 * 7,7 ± 1  7,4 ± 0,5 

Hemoglobina 
(g/dL) 

15,2 ± 0,2 14,1 ± 0,6 14,8 ± 0,2 15,2 ± 0,7  14,9 ± 0,9 15,1 ± 0,7 13,9 ± 2,6 13,8 ± 1,0 

Hematócrito 
(%) 

44,2 ± 1,8 40,4 ± 0,9 42,5 ± 0,2 43,8 ± 1,9  44,1 ± 3,6 45 ± 2,7 41 ± 8,4 41 ± 3,1 

          

Leucometria Global 
(x103/mm3) 

6,1 ± 1,6 5,8 ± 2,7 4,7 ± 2,1 6,4 ± 2,9  6,6 ± 3,8 6,8 ± 2,1 6,1 ± 3,1 6,1 ± 1,4 

Segmentados 
(%) 

29 ± 9  27 ± 6 23 ± 5 19 ± 9  28 ± 13 e 27 ± 2 f 17 ± 1  15 ± 2 e,f 

Linfócitos 
(%) 

66 ± 10  67 ± 8  73 ± 3  77 ± 10  64 ± 9 g 68 ± 3  76 ± 1  77 ± 3 g 

Monócitos 
(%) 

3 ± 3  5 ± 4  3 ± 2  2 ± 1 #  5 ± 1 3 ± 1 3 ± 1 5 ± 4 # 

Eosinófilos 
(%) 

2 ± 1 2 ± 1  1 ± 1  3 ± 2  3 ± 1 3 ± 1 4 ± 1 3 ± 2 

Basófilos 
(%) 

0 ± 0 0 ± 0 1 ± 1 0 ± 0  1 ± 1 0 ± 0 0 ± 0  0 ± 0 

          

Plaquetas 
(x103/mm3) 

999 ± 74 b,c 499 ± 42 b,d 910 ± 127 d 624 ± 183 c  744 ± 257 915 ± 19 942 ± 48 827 ± 152 

Resultados expressos como média ± desvio padrão (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 – 
comparação entre grupos, no mesmo tempo (

a
p=0,050; 

b
p=0,016; 

c
p=0,027; 

d
p=0,042; 

e
p=0,043; 

f
p=0,037 e 

g
p=0,019). Médias seguidas pelo mesmo 

símbolo diferem entre si pelo teste t de Student para amostras emparelhadas – comparação 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 não manipulados). CVC-NR: catéter venoso central não 
revestido; CVC-R1: catéter venoso central revestido com a formulação 1 e CVC-R2: catéter venoso central revestido com a formulação 2. 
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Na Tabela 8 são apresentados os resultados da análise histopatológica, 

após avaliação microscópica e a Figura 21 reúne imagens microscópicas 

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 número de fibroblastos (p=0,013 e p<0,001, 

respectivamente), vasos sanguíneos (p=0,009 e p=0,002, respectivamente) e 

maior área de colágeno (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 número de células mononucleares (p<0,001) e 

polimorfonucleares (p=0,001) em relação ao grupo 4 (controle), porém sem 

diferença estatística ao encontrado para o grupo 1 (CVC-NR). 

Do 7° ao 21° dia, encontrou-se um maior número de fibroblastos (p=0,002) 

e área de colágeno (p=0,005), e também de mononucleados (p<0,001) e 

polimorfonucleados (p=0,033), no grupo 2 (CVC-R1) em relação ao grupo 4 

(controle); enquanto o grupo 3 (CVC-R2) apresentou, também em relação ao 

grupo 4 (controle), um maior número de fibroblastos (p=0,002), vasos sanguíneos 

(p=0,004), mononucleados (p<0,001) e polimorfonucleados (p=0,004). Contudo, 

no final do experimento, ambos os grupos experimentais apresentaram os 

parâmetros histopatológicos semelhantes ao grupo 1 (CVC-NR), com exceção do 

grupo 2 (CVC-R1) que continuou apresentando maior número de mononucleados 

(p=0,002). Células gigantes, área necrótica e infiltrado inflamatório foram 

ausentes nos quatro grupos, durante todo o ensaio. 

Após a análise comparativa dos parâmetros encontrados no período inicial 

(7 dias) com aqueles encontrados no período final (21 dias) do experimento, 

observou-se que no grupo 2 (CVC-R1) o número de polimorfonucleados (p=0,014) 

e de mastócitos (p=0,001) diminuiu ao longo do tempo, enquanto a área de 

colágeno aumentou (p=0,009) no final do ensaio. Já no grupo 3, notou-se uma 

redução significativa no número de mononucleados, polimorfonucleados e 

fibroblastos (p<0,001, p=0,004 e p<0,001, respectivamente) e um aumento no 

número de mastócitos (p=0,020) ao longo do experimento. 



 

  

Tabela 8.   Parâmetros histopatológicos obtidos após avaliação microscópica do tecido ao redor dos fragmentos de catéter venoso central implantados 
nos animais durante o ensaio de biocompatibilidade tecidual. 

 

 
Parâmetros 

 
 

 

7 DIAS 
 

  

21 DIAS 
 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 
 

Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 

Mononucleados 23,7 ± 20,8a,* 13,1 ± 7,9b 32,8 ± 20,5b,c,® 5,9 ± 4,9a,c,¶ 
 6,1 ± 5,5a,* 12,5 ± 9,1a,b 10,4 ± 6c,® 2,9 ± 2,3b,c,¶ 

Polimorfonucleados 7,6 ± 7,5d,# 4,8 ± 3,8∆ 7,2 ± 6,4e,‡ 0,9 ± 1,3d,e 
 3,3 ± 2,8d,# 2,6 ± 2,1e,∆ 3,1 ± 3,4f,‡ 0,6 ± 0,9d,e,f 

Fibroblastos 253,8 ± 89,2f,g 240 ± 76,6h,i  401,6 ± 96,2f,h,j,Ω 167,6 ± 35,4g,i,j 
 211 ± 69,8 242 ± 84,4g 241,6 ± 85h,Ω 163,9 ± 45,7g,h 

Vasos sanguíneos 12,7 ± 6,7k 13,8 ± 8,8L 15 ± 10,6m 6 ± 5,5k,L,m 
 11,3 ± 7,4 12,3 ± 6,3 17,2 ± 12,4i 8,8 ± 7i 

Mastócitos 0,9 ± 1,7n 2,9 ± 3,5n,o,p,● 0,5 ± 1,8o,↑ 0 ± 0p,§  
 1,6 ± 2,2 0,4 ± 1,2j,● 2,6 ± 3,8j,k,↑ 0,7 ± 1,1k,§ 

Colágeno (%) 67,1 ± 13,4 64,4 ± 11,1q, 76 ± 16,5q,r 57,9 ± 9,4r 
 68,6 ± 20,1 73,2 ± 10,6L, 67,7 ± 14,4 57 ± 19,9L 

Células gigantes Ausente Ausente Ausente Ausente 
 

Ausente Ausente Ausente Ausente 

Área necrótica Ausente Ausente Ausente Ausente 
 

Ausente Ausente Ausente Ausente 

Infiltrado inflamatório Ausente Ausente Ausente Ausente 
 

Ausente Ausente Ausente Ausente 

Resultados expressos como média ± desvio padrão (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 – 
comparação entre grupos, no mesmo tempo – 7 dias (

a,e
p=0,001; 

b,c,d,f,h,j,p,r
p<0,001; 

g,m
p=0,002; 

i
p=0,013; 

k
p=0,031; 

L
p=0,009; 

n
p=0,004 e 

q
p=0,005) e 21 dias (

a,g,h
p=0,002; 

b,c
p<0,001; 

d
p=0,001; 

e,k
p=0,033; 

f,i
p=0,004; 

j
p=0,007 e 

L
p=0,005). Médias seguidas pelo mesmo símbolo 

diferem entre si pelo teste t de Student para amostras emparelhadas – comparação entre tempos, no mesmo grupo (*
,®,Ω

p<0,001; 
#
p=0,017; 

∆
p=0,014; 

●
p=0,001; 


p=0,009; 

‡
p=0,004; 

↑
p=0,020; 

¶
p=0,007; 

§
p=0,012). Grupo 1=CVC-NR; Grupo 2=CVC-R1; Grupo 3=CVC-R2 e Grupo 

4=controle absoluto (animais não manipulados). CVC-NR: catéter venoso central não revestido; CVC-R1: catéter venoso central revestido com a 
formulação 1 e CVC-R2: catéter venoso central revestido com a formulação 2.  

 



 

  

 

Figura 21.   Imagens representativas da análise microscópica realizada no tecido ao redor dos implantes de catéter venoso central. CVC-NR: catéter 
venoso central não revestido, CVC-R1: catéter venoso central revestido com a formulação 1, CVC-R2: catéter venoso central revestido 
com a formulação 2 e  CONTROLE: tecido de animais não manipulados.  Através de análise qualitativa das imagens observa-se um 
processo inflamatório 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 símbolos identificam os principais parâmetros analisados: quadrado 
preto = mononucleado, círculo preto = polimorfonucleado, seta preta = fibroblastos, seta branca = vaso sanguíneo e triangulo branco = 
colágeno. Aumento de 40X. Fonte: a autora. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 Catéteres cobertos ou impregnados de agentes antimicrobianos podem 

diminuir o risco de ICSRC e os custos hospitalares associados ao tratamento 

destas infecções, apesar do custo adicional para aquisição deste tipo de catéter. 

O presente estudo propôs duas formulações inovadoras para o revestimento de 

CVC com prováveis capacidades antiaderente e antimicrobiana na prevenção de 

ICSRC. 

 Tanto a formulação 1 quanto a formulação 2, cujos princípios ativos 

compreendiam em xilitol + triclosan + PHMB e xilitol + triclosan, respectivamente, 

apresentaram significante atividade antimicrobiana, tanto bacteriostática quanto 

bactericida, frente a todas as cepas testadas. O triclosan e a PHMB foram 

incluídos nas formulações devido ao amplo espectro antibacteriano e antifúngico 

já conhecido destas substâncias, além do perfil de segurança favorável (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 não específico, contudo 

seu mecanismo de ação tem sido relacionado ao fato de tal substância afetar as 

membranas bacterianas como consequência da inibição específica da biossíntese 

de ácidos graxos (LUBARSKY et al., 2012). A PHMB é conhecido por interagir 

com fosfolípideos da membrana de bactérias Gram-negativas prejudicando a 

integridade da mesma. É um agente potente, com grande atividade espectral 

antibacteriana, mas com baixa toxicidade para organismos eucarióticos (GAO e 

CRANSTON, 2010).  

 Somente frente à cepa Pseudomonas aeruginosa clínica o comportamento 

foi diferente: a formulação 1 apresentou CIM bactericida menor (CIM=4%) que a 

formulação 2, cuja atividade foi bacteriostática e com CIM=20%. Isso se deve, 

possivelmente, à presença de PHMB na formulação 1 que confere o caráter 

bactericida a mesma pelo seu próprio mecanismo de ação: ruptura da membrana 

plasmática dos microrganismos (MAILLARD, 2002; FENG et al., 2011).  

 Apesar da formulação 1 contemplar a associação de dois antimicrobianos, 

no intuito de potencializar a ação antibacteriana e antifúngica do revestimento, foi 

a formulação 2 que apresentou menor CIM, tanto bactericida/fungicida quanto 
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bacteriostática/fungiostática, frente a todos os micro-organismos testados. No 

entanto, esta assertiva só é válida quando consideramos as formulações 

completas, já que as CIM apresentadas na Tabela 2 representam a CIM das 

formulações, e não dos princípios 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 formulação 1 foram 0,00015% e 

0,0002%, respectivamente; enquanto a CIM bacteriostática do triclosan e do 

PHMB foram 0,00006% e 0,00008%, respectivamente. Já o triclosan, na 

formulação 2, apresentou CIM bactericida de 0,0006% e bacteriostática de 

0,0004%. Estas CIM dos princípios ativos tornam-se equiparáveis à CIM 

bacteriostática apresentada pelo cloranfenicol, fármaco de referência, para a 

referida cepa (0,000025%). Posteriormente, in vivo, a eficácia antimicrobiana da 

formulação 2 (1% de triclosan) foi superior a da formulação 1 (0,015% de triclosan 

e 0,02% de PHMB) uma vez que, in vivo torna-se necessário uma maior 

concentração de ativo, do que a CIM determinada in vitro, a fim de evitar 

interferências pelas variávies fisiológicas existentes. 

 A multirresistência às diferentes drogas por cepas microbianas tem 

estimulado investigações envolvendo compostos com efeito potencializador de 

antimicrobianos ou que atuam sinergicamente. Alguns estudos demonstraram os 

resultados de algumas dessas associações. Tanaka e colaboradores (2002) 

sugerem a efetividade da combinação de Tris (hidroximetil-aminometano) e/ou 

ácido 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 ação de determinadas drogas. O Tris potencializa 

os efeitos do EDTA nos micro-organismos, por interferir na síntese do 

peptideoglicano, bloqueando a utilização de compostos necessários a biossíntese 

da parede bacteriana. Observou-se que os aminoglicosídeos, 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 associações de metabólitos naturais extraídos das plantas 

Zanthoxylum tingoassuiba e Dictyoloma vandellianum com antimicrobianos 

sintéticos e constatou, na maioria das vezes, um efeito sinérgico e potencializador 

da ação antimicrobiana. Como exemplo, o óleo essencial de Zanthoxylum 
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tingoassuiba potencializou a ação de fluoroquinolonas diminuindo os valores de 

CIM em no mínimo 02 vezes. 

 No presente estudo, a associação de triclosan com PHMB foi menos 

vantajosa que o uso isolado de triclosan, possivelmente pela diferença de 

concentração destas substâncias em cada formulação. A formulação 1, onde 

observa-se a associação dos dois antimicrobianos, possui apenas 0,015% de 

triclosan (10% de uma solução pré-formulada com 0,15% de triclosan) enquanto a 

formulação 2 continha 1% de triclosan. 

 Paralelamente à avaliação antimicrobiana, foi realizado o teste de 

aderência, ou seja, de avaliação da capacidade antibiofilme das duas 

formulações, já que na maioria das vezes os micro-organismos se encontram 

aderidos nos dispositivos médico-hospitalares na forma de biofilme. Esta 

capacidade de aderência tem grande importante na patogênese das ICSRC. 

Biofilmes formados em catéteres são responsáveis 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 formulações 

demonstraram eficácia antibiofilme frente a Staphylococcus aureus ATCC 25923, 

Escherichia coli clínica e Candida albicans ATCC 10231. A avaliação qualitativa 

das imagens obtidas por MEV demonstrou que, apenas frente à cepa Gram-

negativa, no menor aumento, foram ainda visualizados bacilos aderidos no 

fragmento de CVC revestido com a formulação 1 (CVC-R1). No entanto, na 

imagem de maior aumento, é possível observar a inibição do biofilme já que foram 

encontrados apenas raros bacilos aderidos de forma planctônica. Esta inibição 

por si só já é considerada relevante, uma vez que infecções clínicas oriundas de 

biofilme são difíceis de serem erradicadas. Os micro-organismos arranjados em 

biofilme ficam embebidos em uma matriz extracelular a qual dificulta a penetração 

dos antibióticos (protegendo o biofilme) o que torna, na maioria dos casos, o uso 

de antimicrobianos ineficaz (DWYER, 2008; LANDINI et al., 2010; CAVA et al., 

2011). Ainda, embora as bactérias tenham a capacidade de liberar antígenos que 

estimulam a produção de anticorpos pelo hospedeiro, os micro-organismos 

envolvidos em biofilme são resistentes a estes anticorpos (DWYER, 2008). Além 

destes fatores, deve-se também considerar que os biofilmes facilitam a 
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propagação de resistência à antibióticos por permitir a transferência horizontal de 

genes (FUX et al., 2005). Giacometti e colaboradores (2007) afirmam que a 

resistência dos micro-organismos quando formados em biofilme muitas vezes leva 

à falha da terapia convencional e à consequente necessidade de remoção dos 

dispositivos médico-hospitalares infectados. 

 A inibição da formação do biofilme causada por ambas as formulações-

teste, mesmo que algumas formas microbianas ainda possam estarem aderidas 

isoladamente, demonstra a capacidade dos catéteres revestidos em reduzir a 

chance de ocorrência de infecções sistêmicas. Tal capacidade antibiofilme é 

oriunda da presença de xilitol nas formulações e, possivelmente, pela sua 

capacidade em atuar por diferentes mecanismos de ação (formação de 

complexos com íons Ca+2, bloqueio de receptores de lectinas, inibição da 

expressão gênica 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 formação do biofilme de 20 cepas de Streptococcus 

pneumoniae isoladas da boca de crianças, através da inibição da expressão de 

do gene lytA  envolvido na formação de biofilmes. Sousa e colaboradores (2011) 

demonstraram que 0,5; 2,5 e 5,0% de xilitol foi capaz de inibir significativamente a 

aderência de cepas, ATCC e clínica, de Pseudomonas aeruginosa, tanto através 

da contagem do número 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 concentrações 1,0; 5,0 e 10;0%. 

O mecanismo capaz de explicar como o xilitol é eficaz no impedimento da 

aderência de micro-organismos ainda não foi totalmente esclarecido. Algumas 

hipóteses têm sido sugeridas: Kontiokari e colaboradores (1998) verificaram que 

5% de xilitol impedia a aderência de Streptococcus pneumoniae à superfície de 
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células epiteliais e atribuíram ao resultado encontrado possivelmente a 

capacidade do xilitol em inibir o movimento das lectinas bacterianas. Assim, as 

lectinas presentes na superfície de muitas bactérias patogênicas tornam-se 

incapazes de mediar a ligação do micro-organismo às glicoproteínas ou 

glicolipídeos expressos na superfície dos tecidos do hospedeiro. Além disso, na 

presença de hidratos de carbono solúveis, especialmente xilitol, ocorre uma 

perturbação do metabolismo bacteriano que pode resultar na separação de 

bactérias, já aderidas, do tecido celular (SHARON e OFEK, 2000). Katsuyama e 

colaboradores (2005a, 2005b) observaram, através de MEV, a capacidade de 

diversas substâncias, entre elas o xilitol, em impedir a formação do biofilme de 

Staphylococcus aureus. O xilitol (5%) atuou sinergicamente com farnesol (0,02%) 

– sesquiterpeno comumente encontrados em óleos essenciais, com potencial 

antimicrobiano – ao inibir a formação do glicocálix bacteriano, principal estrutura 

responsável pela resistência aos fármacos e que impede o reconhecimento dos 

micro-organismos, como estranhos ao organismo, pelo sistema imunológico. Por 

fim, alguns estudos têm demonstrado que o xilitol pode regular a expressão de 

genes, por exemplo, através da: diminuição da expressão de gtfD, gene 

responsável pela codificação de enzimas importantes na aderência celular e 

formação de biofilmes de Streptococcus mutans (SHEMESH et al., 2006); 

diminuição da expressão de gtfB, gene que controla a produção de glucanos 

extracelulares insolúveis na superfície da bactéria Streptococcus mutans (LEE et 

al., 2009); diminuição da expressão de cpsB, gene responsável pela formação da 

cápsula de Streptococcus pneumoniae (KUROLA et al., 2009); e, diminuição da 

expressão de lytA, gene que controla a formação do biofilmme de Streptococcus 

pneumoniae (KUROLA et al., 2009). 

O sinergismo da atividade antimicrobiana oriunda das substâncias 

anteriomente discutidas, triclosan e PHMB, juntamente com a capacidade 

antiaderente do xilitol, representam uma importante estratégia a ser considerada 

na obtenção de formulações para revestimento de materiais médico-hospitalares. 

Uma vez atestada, in vitro, a eficácia antimicrobiana e antibiofilme das 

formulações, tornou-se indicado avaliar a eficácia in vivo e a biocompatibilidade 

das mesmas. 

Durante o ensaio de avaliação da eficácia in vivo dos catéteres revestidos, 

não foi observada nenhuma diferença no consumo de ração e no ganho de peso 
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entre os animais pertencentes aos grupos experimentais e aos grupos-controle 

(Tabela 3). As alterações comportamentais (como, a alteração do apetite) 

juntamente com a observação de sinais fisiológicos (por exemplo, a perda de 

peso) são bons indicadores de estresse crônico, desconforto ou dor (RIVERA, 

2002). No referido ensaio, os animais pertencentes ao grupos com catéteres 

revestidos (CVC-R1 e CVC-R2) não apresentaram diferença no estado geral e 

nenhum sinal de estresse em comparação com os animais pertencentes ao grupo 

controle e aos grupos com catéteres não revestidos (CVC-NR). 

A observação macroscópica dos tecidos retirados demonstrou que os 

tecidos ao redor de CVC-R2 apresentaram sinais de inflamação diminuídos em 

comparação com os tecidos ao redor de CVC-R1 e CVC-NR, sendo que o 

fragmento de CVC não revestido foi o que mais provocou inflamação local, com 

sinais visíveis de secreção purulenta, exsudato sanguinolento e edema (Figura 

19). Estes resultados foram posteriormente explorados no ensaio de 

biocompatibilidade que avaliou, além destes sinais, parâmetros microscópicos. Os 

resultados obtidos com as análises hematológicas demonstraram que as 

diferenças estatísticas encontradas na série vermelha (células vermelhas do 

sangue, hemoglobina e hematócrito) dos grupos experimentais (CVC-R1 e CVC-

R2 em relação a CVC-NR) não foram estatisticamente significantes em relação 

aos grupos controle-relativo (com inserção de fragmentos de CVC não 

contaminados) e ao grupo controle-absoluto. Os resultados da série branca 

demonstraram uma eosinofilia no Grupo C (CVC-R2, não previamente 

contaminado) em relação aos demais grupos. A eosinofilia pode representar uma 

resposta alérgica ou uma reação inflamatória tissular (CHAUFFAILLE, 2010); no 

entanto, esta resposta não foi necessariamente provocada pelo revestimento 

(formulação 2), já que biomateriais exógenos implantados (corpo estranho) 

podem produzir reações deste tipo (FRANZ et al., 2011). 

Os resultados negativos das hemoculturas indicaram que não houveram 

episódios de infecção da corrente sanguínea 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 não houve infecção 

generalizada, em nenhum grupo, durante todo o experimento. Este resultado é 

relevante uma vez que a hemocultura é o método tradicionalmente empregado 

para avaliação de episódios de bacteremia e sepse. Crump e Collignon (2000) 
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sugeriram que grande parte dos catéteres inseridos por longos períodos 

(geralmente mais do que 8 dias) irão apresentar micro-organismos embebidos em 

uma matriz, caracterizando um biofilme microbiano, suficientemente resistente e 

capaz de causar uma sepse sistêmica. A ocorrência e a taxa dessa proliferação 

depende de fatores de virulência microbianos, de fatores do hospedeiro e das 

características do dispositivo médico-hospitalar. As Diretrizes para a Prevenção 

de Infecções 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 após 5 a 7 

dias de cateterismo e, ainda, sugerem que a substituição do catéter em intervalos 

de tempo programados é uma medida ineficaz para redução das taxas de 

infecção. Por estes motivos, optou-se por um período de 7 dias para avaliação da 

bacteremia e, após este período, foi observado que a utilização de catéteres 

impregnados com formulações antibiofilme representa uma alternativa eficaz para 

prevenir episódios de ICSRC. 

A análise microbiológica das superfícies, tanto interna quanto externa, dos 

fragmentos de CVC, demonstrou uma diminuição na colonização de CVC-R1 e de 

CVC-R2, em comparação com CVC-NR. Ainda que os revestimentos não tenham 

impedido totalmente esta colonização, pode-se observar uma diminuição na 

intensidade de colonização nos catéteres revestidos (de forma mais pronunciada 

no CVC-R2 do que no CVC-R1) em relação aos fragmentos sem nenhum 

tratamento. Com as imagens obtidas por MEV (in vitro), torna-se possível afirmar 

que as colônias ainda encontradas aderidas nos catéteres revestidos estão 

presentes na forma planctônica, e não organizadas em biofilme, o que indica a 

vantagem do revestimento antiaderente/antimicrobiano. Mesmo se estas colônias 

causarem algum tipo de infecção no paciente, esta, provavelmente, será local e 

não sistêmica – uma vez que, até o sétimo dia, a hemocultura foi negativa – a 

infecção seria facilmente combatida por defesas do hospedeiro ou por algum 

tratamento antibiótico adequado, se necessário. 

Kockro e colaboradores (2000) investigaram, de forma semelhante ao 

presente estudo, a colonização da superfície de fragmentos de catéteres 

impregnados com rifampicina, por Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e 

Staphylococcus aureus clínico, através de MEV e de cultura microbiológica. Foi 

observada uma redução na adesão bacteriana inicial (apenas algumas células 
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individuais) na superfície dos fragmentos de catéter impregnados em contraste 

com fragmentos de catéteres não impregnados. Os autores sugeriram que, 

embora a incorporação de rifampicina em polímeros de silicone não tenha sido 

suficiente para prevenir completamente a aderência microbiana inicial, a 

colonização subsequente nestes fragmentos revestidos poderia ser evitada, o que 

impediria a continuidade da colonização/infecção e aumentaria a eficiência do 

cateterismo e das terapias paralelas. 

Ao observarmos os grupos experimentais, cujos fragmentos de CVC foram 

inseridos sem contaminação prévia, verificou-se que a formulação 2 (Grupo C) 

impediu totalmente a colonização por micro-organismos exógenos tanto na face 

externa quanto na interna (ausência de crescimento), enquanto a formulação 1 

(Grupo B) impediu totalmente a colonização apenas na face externa. Os animais 

do Grupo A, os quais mimetizam o que ocorre atualmente nos hospitais – 

inserção de fragmentos de CVC sem nenhum revestimento – apresentaram 

diferentes micro-organismos em ambas as faces do catéter. Já nos grupos 

experimentais, cujos fragmentos de CVC foram inseridos após contaminação 

prévia, observou-se no Grupo D (CVC-NR) toda as intensidades de colonização 

de face externa (variando de <100 colônias até ++++). No Grupo E (CVC-R1) 

foram encontrados 85,7% dos animais apenas com < 100 colônias aderidas 

enquanto no Grupo F, 57,1% já apresentaram os fragmentos de CVC sem 

nenhuma colonização. A diminuição da colonização 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 formulação 2 (com 1% de triclosan) foi mais eficaz do que a 

formulação 1 (associação de 0,015% de  triclosan com 0,02%  de PHMB), –em 

especial considerando a superfície interna –, possivelmente pela maior 

concentração do ativo. 

O triclosan apresenta atividade frente a diferentes tipos de bactérias Gram-

positivas e Gram-negativas e tem sido utilizado clinicamente, para distintos 

propósitos, há mais de 20 anos. Se apresenta bacteriostático em concentrações 

baixas, porém em concentrações mais altas é bactericida. No geral, a membrana 

citoplasmática do micro-organismo é o alvo principal de tal substância. No 
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entanto, foi demonstrado frente a bactérias Escherichia coli e Staphylococcus 

aureus, bem como Mycobacterium smegmatis, que o mecanismo de ação do 

triclosan envolve também o bloqueio da síntese lipídica através da inibição 

específica da enzima 2-trans-Enoil-ACP (CoA) redutase (RUSSELL, 2004) 

Não foram encontrados na literatura científica, trabalhos de CVC revestidos 

com triclosan e PHMB, já que esta é uma proposta inovadora. No entanto, outros 

dispositivos médico-hospitalares já foram revestidos com triclosan, isoladamente, 

com a mesma finalidade (ação antimicrobiana) contemplada no presente estudo 

(FORD et al., 2005; DAROUICHE et al., 2009; WANG et al., 2013).  

Wang e colaboradores (2013) fizeram uma revisão sistemática de 

dezessete ensaios randomizados, incluindo 3.720 participantes, e compararam a 

eficácia de suturas revestidas com triclosan com suturas convencionais.  

Concluíram que o uso das suturas revestidas reduziu cerca de 30% o risco de 

infecções no sítio cirúrgico, especialmente em pacientes adultos submetidos a 

procedimentos abdominais. Ford e colaboradores (2005) compararam as 

características do manuseio intraoperatório  e da cicatrização de feridas de 

suturas revestidas (VICRYL® Plus Antibacterial) e não revestidas (VICRYL®) com 

triclosan, em pacientes pediátricos submetidos a procedimentos cirúrgicos gerais. 

As pontuações de avaliação do manuseio intraoperatório foram favoráveis e não 

significativamente diferente para ambas as suturas, embora a sutura revestida 

com triclosan tenha recebido mais o score "excelente" (71% x 59%). As 

características da cicatrização também foram comparáveis para ambas as 

suturas, exceto quando avaliado o aparecimento de dor no período pós-

operatório: um número significativamente menor de pacientes tratados com sutura 

revestida triclosan (em relação 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 colonização bacteriana e evitado 

um quadro infeccioso local e dolorido. 

 Em relação ao revestimento de catéteres utilizando triclosan, cita-se o 

estudo de Darouiche e colaboradores (2009), os quais avaliaram a combinação 

de triclosan (10 mg/mL) e Dispersin B® (100 mg/mL) (enzima antibiofilme) como 

revestimento de catéteres vasculares. A referida combinação 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 colonização quando comparados aos cateteres-controle (não 

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 são mais eficazes na redução da colonização de 

Staphylococcus aureus comparados aos catéteres não revestidos. Os autores 

sugerem que a utilização de uma formulação antimicrobiana/antibiofilme como 

revestimento de catéteres propicia uma atividade sinérgica, de amplo espectro de 

ação e de significativa durabilidade. 

Além de comprovar a eficácia das formulações antibiofilme estudadas, 

tornou-se necessário também avaliar a biocompatibilidade das mesmas, a fim de 

viabilizar a utilização clínica de biomateriais revestidos com as referidas 

formulações. De acordo com Mittelman (1996), o primeiro critério para a seleção 

de um material médico-hospitalar é a biocompatibilidade do mesmo com o tecido 

ao redor do sítio de implante. A biocompatibilidade ocorre quando os tecidos 

entram em contato com um determinado material e não manifestam qualquer tipo 

de experiência tóxica, irritante, inflamatória, alérgica ou de fundo mutagênico ou 

carcinogênico. Como nenhum biomaterial a ser implantado é absolutamente 

seguro, sua seleção deve ser baseada na garantia de que os benefícios se 

sobreporão aos riscos biológicos (MENEZES, FREITAS e GONÇALVES, 2009). 

A observação macroscópica dos tecidos adjacentes aos implantes de CVC 

retirados no ensaio in vivo de avaliação da biocompatibilidade demonstrou que os 

fragmentos de CVC-R2 provocaram menos inflamação tecidual do que os 

fragmentos de CVC-NR e CVC-R1, nesta ordem. Ainda, foi possível observar 

macroscopicamente que a intensidade dos sinais inflamatórios, quando 

presentes, foram diminuindo ao longo do tempo em todos os grupos. Não foi 

verificado nenhum sinal de rejeição ou falha no implante de CVC e nem 

características de complicações. 

Os resultados obtidos com as análises hematológicas não demonstraram 

nenhuma alteração clinicamente significativa nos primeiros 7 dias de implante. 

Após 21 dias, ao final do experimento, foi somente observado que a contagem de 

neutrófilos 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 infecções bacterianas ou condições de 
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inflamação, uma vez que os neutrófilos são as primeiras células de defesa do 

corpo a chegar nas áreas 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 número de neutrófilos, 

assim como todos os demais parâmetros hematológicos, foram estatisticamente 

semelhantes aos encontrados nos animais do Grupo 1 (CVC-NR), cujo catéter 

convencional é o aceito e utilizado atualmente em hospitais. Os animais do Grupo 

3 (CVC-R2) não apresentaram nenhuma alteração hematológica significativa.  

O mesmo foi observado na análise histopatologica: os parâmetros teciduais 

inflamatórios 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 número 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 comparação com todos os 

demais grupos). Além disso, o número 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 inflamatória inicial ativa. Segundo Mittelman 

(1996), a migração de polimorfonucleados e de fibroblastos ocorre em poucos 

minutos após ao implante de um biomaterial. Os polimorfonucleados se unem 

para formar células gigantes multinucleadas e os fibroblastos atuam produzindo 

colágeno e sintetizando novo tecido conjuntivo. O colágeno produzido nos tecidos 

adjacentes ao implante de CVC-R2 apresentou-se, como previsto, aumentado no 

ínicio do experimento (p=0,005 em comparação com CVC-R1 e p<0,001 em 

comparação com os animais-controle), e, no final dos 21 dias, já apresentou-se 

estatisticamente semelhante ao grupo-controle (Grupo 4), o que demonstra a 

reconstituição do tecido conjuntivo ao redor do biomaterial. O mesmo não ocorreu 

nos animais cujo implante apresentado foi de CVC-R1, os quais continuaram 

apresentando maior porcentagem de área de colágeno no final do período 

experimental do que os animais do grupo-controle (p=0,009) (porém p>0,05 

comparado ao grupo CVC-NR). Os vasos sanguíneos mantiveram-se 

semelhantes entre os grupos experimentais (com CVC não revestidos e 
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revestidos) e aumentados em relação ao controle, durante todo o experimento. Ao 

longo dos dias, o número 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 diminuição do processo inflamatório ao longo do experimento. 

O reparo tecidual é um estado dinâmico que compreende diferentes 

processos, entre eles, inflamação, proliferação celular e síntese de elementos que 

constituem a matriz extracelular, como colágeno, elastina e fibras reticulares. A 

síntese de colágeno é processo rápido e harmônico que tem seu início com a 

lesão intersticial e se estende até o final da fase de cicatrização, quando ocorre a 

remodelação dos tecidos (ROCHA JÚNIOR et al., 2006). 

No Grupo 3 (CVC-R2) observou-se, inicialmente, um maior número de 

fibroblastos, uma síntese de colágeno expressiva e uma neovascularização dos 

tecidos lesados, os quais, juntamente com a diminuição do número de células 

inflamatórias 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 número de 

mastócitos que os animais com CVC-R1 (p=0,007) e animais controle (p=0,033), 

o que pode ser indicativo de uma hipersensibilidade do tipo I (ou imediata). 

Nas primeiras 24 horas após o trauma tecidual ocorre a reação inflamatória 

aguda com resposta vascular e celular, com predomínio de polimorfonucleados. 

Após as 48hs da injúria, conforme observado no presente estudo para ambos os 

CVC revestidos, o número de polimorfonucleados diminui e evidencia-se a 

infiltração por células mononucleares e fibroblásticas. Paralelamente, a produção 

de fibras colágenas (pelos fibroblastos) e de todos os elementos da matriz 

extracelular ajudam no processo de atenuação dos efeitos inflamatórios teciduais 

(PEREIRA, 2005). 

Aos analisarmos todos os dados em conjunto, observamos que a reação 

tecidual dos animais do grupo 3 (CVC-R2) foi mais pronunciada, inicialmente, do 

que nos animais do grupo 2 (CVC-R1), possivelmente pela maior concentração de 

ativo (triclosan) na formulação 2. No entanto, ao confrontarmos os dados 

encontrados com 7 dias e 21 dias de experimento, verificamos uma maior 

velocidade de diminuição da reação tecidual no grupo 3 (CVC-R2), o que permitiu, 

ao final dos 21 dias, que os parâmetros histológicos de ambos os grupos 

experimentais tenham ficado equiparados aos encontrados no grupo 1 (CVC-NR), 
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sugerindo que ambas as formulações antibiofilme testadas são biocompatíveis. 

Muller e Kramer (2008) estudaram a atividade microbicida e o efeito 

citotóxico de doze agentes antibacterianos e a PHMB foi sugerido como um dos 

agentes mais biocompatíveis. Já Leaper e colaboradores (2011) apresentam o 

triclosan como um agente antibacteriano seguro por apresentar baixa toxicidade 

sistêmica e por possuir baixo potencial alergênico. No entanto, no que diz respeito 

a outras formulações de revestimento de CVC, o estudo de Cobrado e 

colaboradores (2013) sugere que catéteres impregnados com CH-SS, apesar de 

parecerem eficazes na redução da colonização e dos casos de infecção, 

apresentam reações de hipersensibilidade documentadas. Oda e colaboradores 

(1997) relataram um caso de choque anafilático, que ocorreu durante a colocação 

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 reação. 

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 não revestidos, utilizando um modelo estabelecido, in 

vitro, de formação 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 resistência aos 

dois antimicrobianos, minociclina e rifampina, entre patógenos, especialmente 

estafilococos (O’GRADY et al., 2002; COBRADO et al., 2013). 

No presente estudo, duas novas formulações são apresentadas como 

opções para o revestimento de CVC, já que alguns catéteres impregnados, 

embora eficazes, já demonstraram reações de hipersensibilidade  (ODA et al., 

1997) ou resistência antimicrobiana (GILBERT e HARDEN, 2008). De um modo 

geral, o revestimento com a formulação 2 (5,0% de xilitol e 1% de triclosan) 

demonstrou, após análise e discussão de todos os resultados, ser uma melhor 

opção 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 biocompatível. O 

diferencial destas formulações é que, além de um agente antimicrobiano, há a 

presença de uma substância antiaderente. Ambas as substâncias agiriam de 
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maneira complementar impedindo a formação de biofilmes microbianos e o 

aparecimento de infecções oriundas de catéteres vasculares. A desagregação do 

biofilme aumenta a eficácia de uma terapia antimicrobiana adjuvante, se 

necessária, uma vez que torna o fármaco eficaz no combate aos micro-

organismos na forma planctônica.  
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7 CONCLUSÃO 

 

 As formulações propostas neste estudo, para revestimento de dispositivos 

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

infecções relacionadas aos mesmos, nas condições testadas, uma vez que: 

 

 Ambas as formulações apresentaram eficácia antimicrobiana e antibiofilme 

in vitro, frente aos micro-organismos avaliados; 

 

 Ambas as formulações apresentaram eficácia antimicrobiana e antibiofilme, 

in vivo, frente a cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923, e 

demonstraram ser biocompatíveis; 

 

 As formulações estudadas, especialmente a formulação 2, que apresentou 

eficácia e biocompatibilidade superiores às da formulação 1, demonstraram 

capacidade de prevenir a formação de biofilmes microbianos na superfície 

de dispositivos médico-hospitalares e, portanto, podem ser indicadas para 

serem usadas como revestimento de biomateriais, a fim de prevenir 

episódios de ICSRC no ambiente hospitalar. 
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8 PERSPECTIVAS 

 

 Estudos futuros devem ser baseados na avaliação da força de fixação do 

revestimento nos dispositivos médico-hospitalares e, consequentemente, na 

avaliação da liberação dos princípios ativos tanto da superfície externa (pela 

manipulação, por exemplo) quanto da superfície interna (pela passagem do 

fluxo sanguíneo e de medicações). 

 

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

 

 Estudos clínicos também devem ser realizados. 
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ANEXO A  
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ANEXO B 

Tabela com os resultados de ganho de peso, consumo de ração e avaliação 
macroscópica dos animais estudados durante o  ensaio in vivo de avaliação da 
eficácia antimicrobiana/antibiofilme. 

 

 

*Grupo G (controle): animais não manipulados, sem inserção de fragmentos de CVC. 

**Animal GCR3e GDR1: óbito durante experimento por causa não determinada. 

***Escala de avaliação dos parâmetros macroscópicos (edema, eritema, secreção e febre) – Grau 
0: nenhuma reação, Grau 1: reação discreta, Grau 2: reação moderada e Grau 3: reação intensa. 
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ANEXO C 

Tabela com os parâmetros hematológicos dos animais estudados durante o  
ensaio in vivo de avaliação da eficácia antimicrobiana/antibiofilme. 

 

 

 

*Animal GAR3: amostra de sangue coagulada, impedindo realização das análises hematológicas. 

**Animal GCR3e GDR1: óbito durante experimento por causa não determinada. 
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ANEXO D 

Tabela com os resultados da análise microbiológica das superfícies externa e 
interna de fragmentos de catéter venoso central (CVC) implantados nos animais 
de experimentação durante o ensaio in vivo de avaliação da eficácia 
antimicrobiana/antibiofilme. 

 

 

*Grupo G (controle): animais não manipulados, sem inserção de fragmentos de CVC. 

**Animal GCR3 e GDR1: óbito durante experimento por causa não determinada. 

***Negativo =  sem crescimento microbiano; até 100 unidades formadoras de colônia (UFC) = 
<100 UFC; + = de 100 a 300 colônias; + + = mais de 300 colônias; + + + = colônias incontáveis e + 
+ + + = colônias confluentes. 
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ANEXO E 

Tabela com os resultados de ganho de peso, consumo de ração e avaliação 
macroscópica dos animais estudados durante o  ensaio in vivo de avaliação da 
biocompatibilidade tecidual (7 e 21 dias). 

 

 
 

*Grupo D (controle): animais não manipulados, sem inserção de fragmentos de CVC. 

**GDR1: óbito durante experimento por causa não determinada. 

***Escala de avaliação dos parâmetros macroscópicos (edema, eritema, secreção e febre) – Grau 
0: nenhuma reação, Grau 1: reação discreta, Grau 2: reação moderada e Grau 3: reação intensa. 
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ANEXO F 

Tabela com os parâmetros hematológicos dos animais estudados durante o  
ensaio in vivo de avaliação da biocompatibilidade tecidual (7 e 21 dias). 

 

 

 

*Animal GBR3, GAR4, GCR6 : amostra de sangue coagulada impedindo realização das análises 
hematológicas. 

**GDR1: óbito durante experimento por causa não determinada. 
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ANEXO G 

Tabela com os parâmetros histopatológicos obtidos após avaliação microscópica 
do tecido ao redor dos fragmentos de catéter venoso central implantados nos 
animais de experimentação durante o ensaio de biocompatibilidade tecidual (7 e 
21 dias) - GRUPO 1 (CVC-NR). 

 

 

*Animal 6: Captura de imagens microscópicas prejudicada pela má qualidade da lâmina tecidual.  
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ANEXO H 

Tabela com os parâmetros histopatológicos obtidos após avaliação microscópica 
do tecido ao redor dos fragmentos de catéter venoso central implantados nos 
animais de experimentação durante o ensaio de biocompatibilidade tecidual (7 e 
21 dias) - GRUPO 2 (CVC-R1). 

 

 

*Animal 6: Captura de imagens microscópicas prejudicada pela má qualidade da lâmina tecidual.  
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ANEXO I 

Tabela com os parâmetros histopatológicos obtidos após avaliação microscópica 
do tecido ao redor dos fragmentos de catéter venoso central implantados nos 
animais de experimentação durante o ensaio de biocompatibilidade tecidual (7 e 
21 dias) - GRUPO 3 (CVC-R2). 

 

 

*Animal 5: Captura de imagens microscópicas prejudicada pela má qualidade da lâmina tecidual.  
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ANEXO J 

Tabela com os parâmetros histopatológicos obtidos após avaliação microscópica 
do tecido ao redor dos fragmentos de catéter venoso central implantados nos 
animais de experimentação durante o ensaio de biocompatibilidade tecidual (7 e 
21 dias) - GRUPO 4 (CONTROLE). 

 

 

*GDR1: óbito durante experimento por causa não determinada. 
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ANEXO L 

Comprovante de depósito de patente no Instituto Nacional da Propriedade 
Industrial (INPI). 
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ANEXO M  

Artigo a ser submetido para publicação. 
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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 (BURMØLLE et al., 2010; HANDRUP et al., 2012). Device-

associated biofilms are responsible for about 85% of catheter-related bloodstream 

infections (CRBSIs) 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; SIMÕES, 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) – used 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 (λ=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 2x103 CFU/mL concentration in each microplate well (adapted from USP, 

1985; NCCLS, 2003). 

For the negative control, 100 µL of sterile broth was used, while, for the 

positive control, 100 µL 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 µL of inoculated broth and 100 µL 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 µL 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 108 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 

37ºC for 24 h (bacteria) and 25ºC 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 (22ºC ± 2ºC) 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 (108 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 I-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 µL 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 µm 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. 

 

 
  

MICROORGANISMS 

ANTI-BIOFILM 
FORMULATION

1 
REFERENCE DRUGS 

Chloramphenicol / Nystatin*
2 

 
Bactericidal / 
Fungicidal* 

activity 
(mg/L) 

Bacteriostatic / 
Fungistatic* 

activity 
(mg/L) 

Bactericidal / 
Fungicidal* 

activity 
(mg/L or **U/L) 

Bacteriostatic / 
Fungistatic* 

activity 
(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  
Acinetobacter baumannii 

MIC = 2,000  MIC = 400  - MIC = 0.25  

clinical  
Escherichia coli 

MIC = 20,000  MIC = 2,000  - MIC = 250  

clinical  
Pseudomonas aeruginosa  

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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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 μm (C and H), 5 μm (D, G, I, J, Kand 
L), 10 μm (A, B and F) and 50 μm (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 GROUP A 

 
GROUP B 

 
GROUP C 

 
GROUP D 

 
GROUP E 

 

Weight gain (%) 5.5 ± 9 7.3 ± 2.2 -0.2 ± 10.7  10.2 ± 5.6 6.8 ± 1.8 
Feed intake / day (g) 19.2 ± 6 21.9 ± 2.7 17 ± 7 20.7 ± 2 21.1 ± 2.8 
      
Red blood cells (millions/mm

3
)  7.7 ± 1.3 7.5 ± 1.5 6.3 ± 0.8 

a
 8.2 ± 0.6 

a
 7.1 ± 1.3 

Hemoglobin (g/dL) 14.5 ± 2.4 14.1 ± 2.8 11.9 ± 1.3 
b
 15.8 ± 1.4 

b
 14.5 ± 2.7 

Hematocrit (%)  44.2 ± 7.8 42.5 ± 8.2 35.9 ± 4.2 
c
 46.6 ± 4 

c
 41.5 ± 7.7 

      
Global leukometry (x1000/mm

3
) 9.9 ± 2.5 8.1 ± 3.1 6.9 ± 2.5 9 ± 3.1 7.3 ± 1.8 

Neutrophil (%) 39 ± 19 29 ± 10 25 ± 5 23 ± 6 24 ± 5 
Lymphocyte (%) 52 ± 17 67 ± 11 69 ± 8 72 ± 7 70 ± 5 
Monocyte (%) 6 ± 5 2 ± 2  4 ± 3 3 ± 2 3 ± 2 
Eosinophil (%) 2 ± 1 2 ± 1 2 ± 2 2 ± 1 3 ± 1 
Basophil (%) 0 ± 1 0 ± 0  0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 
      
Platelet (x1000/mm

3
) 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 (
a
p=0.029, 

b
p=0.020 and 

c
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. 
 

GROUPS 
CVC FRAGMENT 

EXTERNAL SURFACE 
CVC FRAGMENT 

INTERNAL SURFACE 

  
  

Group A  
 

NC-CVC  

 
 

20% Staphylococcus aureus (+) 
 

20% Pseudomonas aeruginosa (++++) 
 

60% negative 

20% Citrobacter sp + Enterococcus faecalis 
 

80% negative 

  
  

Group B 
 

I-CVC 

100% negative 
40% Staphylococcus aureus 

 
60% negative 

  
  

  
Group C 

 
NC-CVC 

previously 
contaminated 

 
 
 

28.6% Staphylococcus aureus (<100 colonies) 
 

14.3% Staphylococcus aureus (+) 
 

42.8% Staphylococcus aureus (+++) 
 

14.3% Staphylococcus aureus (++++) 
 

 

85.7% Staphylococcus aureus  
 

14.3% Staphylococcus aureus + Klebsiella sp 

 
 

Group D 
 

I-CVC 
previously 

contaminated 

85.7% Staphylococcus aureus (<100 colonies) 
 

14.3% Staphylococcus aureus (+) 

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 7th day and until the 21st 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: 

 

PARAMETERS 

7 DAYS 21 DAYS 
 

GROUP 1 
 

 
GROUP 2 

 

 
GROUP 3 

 

 
GROUP 1 

 

 
GROUP 2 

 

 
GROUP 3 

 

Weight gain (%) 6 ± 4.8 4.2 ± 4.6 10 ± 2.4 23.1 ± 2.5 23.7 ± 6.9 23.2 ± 6.7  
Feed intake / day (g) 16 ± 2.9 11.9 ± 7.3 18.1 ± 1.3 20.5 ± 2.3 20.7 ± 0.5 19.1 ± 2.4 
       
Red blood cells (millions/mm

3
)  8.1 ± 0.5 7.1 ± 0.1 

a 
* 8.1 ± 0.5 

a
 7.9 ± 0.8 8.3 ± 0.4 * 7.4 ± 0.5 

Hemoglobin (g/dL) 15.2 ± 0.2 14.1 ± 0.6 15.2 ± 0.7 14.9 ± 0.9 15.1 ± 0.7 13.8 ± 1.0 
Hematocrit (%)  44.2 ± 1.8 40.4 ± 0.9 43.8 ± 1.9 44.1 ± 3.6 45 ± 2.7 41 ± 3.1 
       
Global leukometry (x1000/mm

3
) 6.1 ± 1.6 5.8 ± 2.7 6.4 ± 2.9 6.6 ± 3.8 6.8 ± 2.1 6.1 ± 1.4 

Neutrophil (%) 29 ± 9  27 ± 6 19 ± 9 28 ± 13 
d
 27 ± 2 

e
 15 ± 2 

d,e
 

Lymphocyte (%) 66 ± 10  67 ± 8  77 ± 10 64 ± 9 
f
 68 ± 3  77 ± 3 

f
 

Monocyte (%) 3 ± 3  5 ± 4  2 ± 1 
#
 5 ± 1 3 ± 1 5 ± 4 

#
 

Eosinophil (%) 2 ± 1 2 ± 1  3 ± 2 3 ± 1 3 ± 1 3 ± 2 
Basophil (%) 0 ± 0 0 ± 0 0 ± 0 1 ± 1 0 ± 0  0 ± 0 
       
Platelet (x1000/mm

3
) 999 ± 74 

b,c
 499 ± 42 

b
 624 ± 183

 c
 744 ± 257 915 ± 19 827 ± 152 

Means followed by the same letters differ by ANOVA followed by Tukey post hoc test (
a
p=0.050, 

b
p=0.016, 

c
p=0.027, 

d
p=0.043, 

e
p=0.037 and 

f
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: 

 

PARAMETERS 

7 DAYS 21 DAYS 
 

GROUP 1 
 

 
GROUP 2 

 

 
GROUP 3 

 

 
GROUP 1 

 

 
GROUP 2 

 

 
GROUP 3 

 

Mononuclear 
cells 

23.7 ± 20.8 
a 
* 13.1 ± 7.9 5.9 ± 4.9 

a ¶
 6.1 ± 5.5

 i 
* 12.5 ± 9.1 

i,j
 2.9 ± 2.3 

j
 
¶
 

Polymorphonuclear 
cells 

7.6 ± 7.5 
b
 
#
 4.8 ± 3.8  0.9 ± 1.3 

b
 3.3 ± 2.8 

k #
 2.6 ± 2.1

 l  0.6 ± 0.9 
k,l

 

Fibroblasts 
 

253.8 ± 89.2 
c
 240 ± 76.6 

d
 167.6 ± 35.4 

c,d
 211 ± 69.8 242 ± 84.4 

m
 163.9 ± 45.7 

m
 

Blood vessels 
 

12.7 ± 6.7
 e
 13.8 ± 8.8 

f
 6 ± 5.5

 e,f
 11.3 ± 7.4 12.3 ± 6.3 8.8 ± 7 

Mast cells 
 

0.9 ± 1.7 
g
 2.9 ± 3.5

 g,h
 
ѱ
 0 ± 0 

h
 
§ 

 1.6 ± 2.2 0.4 ± 1.2
 ѱ

 0.7 ± 1.1 
§
 

Collagen area (%) 
 

67.1 ± 13.4 64.4 ± 11.1  57.9 ± 9.4 68.6 ± 20.1 73.2 ± 10.6 
n
  57 ± 19.9 

n
 

Extracellular 
matrix area (%) 

32.8 ± 13.6 35.6 ± 11.2  42.1 ± 9.4 31.3 ± 20.1 26.8 ± 10.6 
o
  43 ± 19.9 

o
 

Giant cells 
 

Absent Absent Absent Absent Absent Absent 

Necrotic 
area (%) 

Absent Absent Absent Absent Absent Absent 

Inflammatory 
Infiltration (%) 

Absent Absent Absent Absent Absent Absent 

Means followed by the same letters differ by ANOVA followed by Tukey post hoc test (
a
p=0.001, 

b
p<0.001, 

c
p=0.002, 

d
p=0.013, 

e
p=0.031, 

f
p=0.009, 

g
p=0.004, 

h
p<0.001, 

i
p=0.002, 

j
p<0.001, 

k
p=0.001, 

l
p=0.033, 

m
p=0.002, 

n
p=0.005 and 

o
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, p=0.014, 

ѱ
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 21st 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. 

 

 

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) 
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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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