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Resumo

O advento do uso de cateteres venosos centrais na pratica médica trouxe muitos
beneficios aos pacientes, porém esta relacionado a um aumento na incidéncia
de infec¢cbes por microrganismos multirresistentes. Além disso, frequentemente
ocorre colonizagdo por bactérias produtoras de biofilme. Estes microrganismos
se aderem ao material abidtico desses dispositivos intravenosos, ficando
protegidos sob a matriz exopolissacaridica do biofilme. Isso faz com que sistema
imunolégico e antimicrobianos sejam incapazes de ter sua acdo plena e, muitas
vezes, nao atingem os microrganismos mais internos. O motivo deste insucesso
€ porque muitos desses agentes biologicos e farmacoldgicos apresentam
propriedades fisico-quimicas incompativeis com a penetracdo nesta matriz.

Com o objetivo de determinar quais antimicrobianos sdo mais adequados para
uso quando o microrganismo é produtor de biofilme e quais as propriedades
fisico-quimicas que estdo diretamente relacionadas a penetragdo do
antimicrobiano na matriz polissacaridica, utilizou-se método colorimétrico com
cristal violeta em microplacas modificado para obtencdo de concentracdo
inibitéria minima em biofilme (MBIC) e método j& padronizado para concentracao
inibitéria minima  (MIC). Para isso foram testados 10 antimicrobianos em
Staphylococcus spp.: rifampicina, azitromicina, claritromicina, eritromicina,
levofloxacino, gentamicina, doxiciclina, cloranfenicol, clindamicina e vancomicina.
Para Pseudomonas aeruginosa foram testados os mesmos, exceto rifampicina e

vancomicina.
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A discrepancia entre MIC e MBIC foi muito grande para varios farmacos,
mostrando a necessidade de se avaliar estes parametros antes do inicio da
farmacoterapia para uma escolha correta, especialmente em hospitais.

Os farmacos que apresentaram melhores resultados foram a rifampicina e os
macrolideos, enquanto que 0os menos efetivos foram vancomicina e clindamicina.
Isso foi atribuido ao perfil lipofilico, porém com alguma solubilidade em agua das
melhores moléculas. Em contra ponto, a elevada area polar, complexidade e
massa molar foram caracteristicas negativas para a penetracdo em biofilme,
resultando numa ineficicia para essas moléculas.

Além disso, também foi avaliado o tratamento de polimeros plasticos com EDTA,
obtendo-se reducéo significativa da producdo de biofilme nas placas tratadas

com o agente quimico.

Palavras-chaves : penetracdo em biofilme, rifampicina, azitromicina,

claritromicina, eritromicina, levofloxacino, gentamicina, doxiciclina, cloranfenicol,

clindamicina, vancomicina, EDTA.
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Abstract
Evaluation of the penetration of antimicrobial agents on biofilm of Staphylococcus

spp. and Pseudomonas aeruginosa: Physical-Chemical Considerations

The use of central venous catheters in medicine has brought benefits to the
patients and represents a great advance in clinical practice, while on the other
hand this device is related to an increase in the incidence of infections caused by
multiresistant pathogens.

Furthermore, frequently, the catheters get colonized by biofilm producing
bacteria. These microorganisms adhere to the abiotic material of the catheters
keeping themselves protected underneath the exopolysaccharide matrix of
biofilm, this way the immune system and antimicrobials are incapable to fulfill
their action and, many times, are unable to reach internal bacteria. This fact is
explained by the fact that many of the biological and pharmacological agents
have physical-chemical properties incompatible with the penetration into the
matrix.

Aiming to determine which antimicrobials are suitable for using when dealing with
a biofilm producing microorganism and which physical-chemical properties are
directly related to the agent penetration into the polysaccharide matrix, we used
colorimetric method with crystal violet to obtain biofilm minimum inhibitory
concentration (MBIC) and the already standardized method for minimum
inhibitory concentration (MIC). To accomplish these 10 antimicrobials were tested
in Staphylococcus spp.: rifampin, azithromycin, clarithromycin, erythromycin,
levofloxacin, gentamicin, doxycycline, chloramphenicol, clindamycin and
vancomycin. For Pseudomonas aeruginosa all antimicrobials except for rifampin

and vancomycin were included.
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There was a great difference between MIC and MBIC for many drugs, showing
the need to evaluate these parameters before beginning treatment.

The drugs with better results were rifampin and macrolides, while the wors
vancomycin and clindamycin, which can be attributed to the lipophilic profiie witn
some water solubility present in the molecules with better results. The
characteristics associated with poor penetration into biofilm were high polar
surface area, complexity e molecular weight.

Furthermore, the previous treatment of the plastic polymers with EDTA was

accessed resulting in statistically significant reduction of biofilm production.

Key-words : biofilm penetration, rifampin, azithromycin, clarithromycin,

erythromycin, levofloxacin, gentamicin,  doxycycline,  chloramphenicol,

clindamycin and vancomycin, EDTA.

XViii



1 INTRODUCAO






No Brasil e no mundo, a infeccdo hospitalar é considerada um grave
problema, que tem aumentado tanto em incidéncia quanto em complexidade,
com implicagGes diretas no tratamento do paciente, aumento do tempo de
hospitalizacdo e conseqlente sobrecarga dos servicos de saulde.
Aproximadamente 40 milhGes de hospitalizagcdes ocorrem por ano nos Estados
Unidos, estimando-se que 2 milhdes desses pacientes (aproximadamente 5 %)
adquirem infec¢cdes nosocomiais. Em 1995, cerca de 90 mil mortes foram
relacionadas com infec¢cdes hospitalares. A utilizacdo de procedimentos
invasivos para facilitar o diagndstico ou tratamento do paciente hospitalizado e o
uso de terapia antimicrobiana de amplo espectro trouxeram beneficios aos
pacientes, mas, por outro lado, esta sendo uma das causas do aumento na
incidéncia de infecgbes por microrganismos multirresistentes (Souza E
FIGUEIREDO, 2008).

Uma das principais causas de infeccbes nosocomiais e adquiridas na
comunidade € o Staphylococcus spp. Muitas infeccbes causadas por estes
agentes estdo associadas com biofilme. Além desta espécie, a Pseudomonas
aeruginosa € outra bastante relacionada com a producdo de biofilme. Esta
estrutura € composta por densos agregados de células microbianas embebidas
em matriz polissacaridica viscosa, que se adere a uma superficie plastica. Os
agregados celulares sdo compostos por inUmeras microcolénias de células e sdo
permeados por canais de 4gua e areas intersticiais vazias. O fluxo de agua
através desses canais aumenta a oferta de nutrientes para as células do biofilme
(RAAD et al., 1998).

Biofilmes podem ser definidos como “uma comunidade estruturada de

células bacterianas envolvidas em uma matriz polimérica auto-produzida e



aderente a uma superficie inerte ou viva” (COSTERTON et al., 1999) ou em termos
cooperativos como “um consorcio funcional de microrganismos organizados
dentro de uma matriz exopolimérica extensa” (ELDER et al., 1995).

Para entender melhor o que é biofilme, é importante conhecer também
porque as bactérias o produzem ou em resposta a qué. JEFFERSON (2004)
elucidou essa questdo ao discutir alguns desses motivos. Uma das
possibilidades seria a formagdo do biofime como uma forma de defesa,
protegendo de condi¢cdes nocivas. Poderia, também, ser um mecanismo para
permanecer em um ambiente favoravel, jA que o corpo humano, ou pelo menos
parte dele, é rico em nutrientes e relativamente estivel (oxigénio, agua e
temperatura), o que o torna um lugar bastante atraente para microrganismos.
Essa poderia ser uma das motivacfes para uma bactéria se fixar e comecar a
produzir biofilme, deixando o estado planctbnico de crescimento. Outro motivo
para isso ocorrer seria a possibilidade da utilizacdo de beneficios cooperativos,
ou seja, a formacdo de uma comunidade. Desse modo, o biofilme seria
comparado a um organismo multicelular, no qual as bactérias apresentariam um
comportamento altruista mostrando beneficios matuos (JEFFERSON, 2004).

Segundo ANWAR e colaboradores (1992), o estado fisioldgico das células
no biofilme é heterogéneo e é determinado pelo local onde cada célula se
encontra nas multiplas camadas celulares que formam o biofilme. Células mais
préximas a superficie do biofilme encontrar-se-iam metabolicamente ativas e em
tamanho normal, j& que teriam facil acesso a nutrientes, incluindo oxigénio, e
teriam poucos problemas com produtos residuais de metabolismo celular. Em
contraste, células bacterianas localizadas no interior da matriz polissacaridica

seriam metabolicamente menos ativas devido ao pobre acesso a esses



nutrientes. Essas células também teriam problemas associados aos produtos
residuais de metabolismo ao seu redor. Esse estado de dorméncia dificulta a
acdo dos antimicrobianos nas camadas mais profundas do biofilme.

Este € um dos mecanismos atualmente aceitos como responsavel pela
resisténcia bacteriana em biofilme. Outro mecanismo aceito € a dificuldade de
alguns antimicrobianos se difundirem através da camada exopolissacaridica e
polianidnica (ISHIDA et al., 1998) que envolve as bactérias. Além desses, ainda
h& a possibilidade da presenc¢a de uma subpopulagéo de bactérias denominadas
persistentes, que estariam no estado de dorméncia e representariam menos de
1% (RAAD et al., 2007a).

Staphylococcus spp. tem mostrado resisténcia a mdultiplos agentes
antimicrobianos de uso clinico, dificultando o tratamento de infec¢des causadas
por este género que compreende um grupo de espécies freglentemente
associadas a infeccdes nosocomiais ou adquiridas na comunidade,
particularmente em pacientes com cateteres ou outros dispositivos médicos
implantaveis (TENOVER et al., 1999).

Ndo apenas 0 género Staphylococcus tem apresentado mudltipla
resisténcia. Muitos estudos demonstram um significativo aumento na
Concentragdo Inibitéria Minima em Biofilme (MBIC), quando comparada com a
Concentragao Inibitéria Minima (MIC), para diferentes antimicrobianos em varias
espécies de microrganismos, como por exemplo, Pseudomonas spp. Discute-se
gue essa elevacédo na MBIC ocorreria devido aos mecanismos de resisténcia em
biofilme j& discutidos anteriormente (FRANK et al., 2007). Além disso, DUNNE
(1990) relatou que doses sub-inibitorias de determinados antimicrobianos podem

acentuar a formacao de biofilme.



Estéa claro, portanto, que bactérias em biofilme s&o intrinsecamente mais
resistentes aos agentes antimicrobianos que bactérias planctonicas (PATEL,
2005), pela dificuldade de difusdo dos mesmos (Suci et al, 1994). A
concentragdo de antimicrobiano necessaria para eliminar bactérias produtoras
de biofilme é 100 a 1000 vezes maior que a necessaria para eliminar as mesmas
espécies em estado planctonico (FRANK & PATEI, 2007). Assim, é questionavel o
fato da suscetibilidade de microrganismos ainda ser testada apenas em
crescimento planctonico (DUNNE, 2002; LINARES et al., 2006).

Segundo PINTO (2008), uma possivel causa da dificuldade de difusdo de
alguns antimicrobianos usados na clinica seriam caracteristicas fisico-quimicas
apresentadas pelos diferentes antimicrobianos, que dificultariam a passagem da
molécula do farmaco pela matriz do biofiime. Nesse trabalho, essas
caracteristicas estariam relacionadas com a polaridade da molécula em pH
fisiologico. Outras propriedades também poderiam facilitar a penetragdo do
farmaco no biofilme (ZHENG & STEWART, 2002).

DuUNNE e colaboradores (1993) demonstraram que alguns antimicrobianos
guando usados isoladamente em infec¢gOes relacionadas com biofilme podem
estimular o desenvolvimento de resisténcia aquele farmaco. Adicionalmente,
esse estudo também demonstrou que o0 uso concomitante de determinados
antimicrobianos (rifampicina e vancomicina) pode melhorar a acao dos farmacos
em questao, concluindo que um antimicrobiano poderia facilitar a penetracdo do
outro resultando em um sinergismo de resultados.

O sucesso inconsistente da terapia com antimicrobianos em infecgdes
associadas a dispositivos intravenosos pode refletir uma penetracdo deficiente

através da matriz do biofilme (ScHADOwW et al., 1988).



Neste contexto, fica evidente a necessidade de mais estudos que
determinem quais os antimicrobianos mais adequados para uso quando a
infeccdo envolve microrganismos produtores de biofilme. Além disso, tendo em
vista a caréncia de estudos fisico-quimicos indicativos da causa do insucesso do
agente antibacteriano frente ao biofilme, também fica clara a necessidade de

mais pesquisas nesse ambito.

1.10Objetivos

1- Determinar quais antimicrobianos sdo mais adequados in vitro quando a
infeccdo estiver relacionada com microrganismos produtores de biofilme.
2- Determinar quais as propriedades fisico-quimicas que estao diretamente

relacionadas a penetracdo do antimicrobiano na matriz do biofilme.






2 REVISAO






2.1 Staphylococcus spp. e Biofilme

Dispositivos intravasculares sao freqiientemente colonizados por bactérias
formadoras de biofilme, o que pode ser demonstrado por microscopia eletrénica
direta; a aderéncia instantinea nao especifica dos microrganismos as
superficies desses instrumentos pode ser claramente observada em laboratorio
(ANWAR et al.,, 1990). As fontes potenciais de bactérias, que estdo mais
associadas a esse tipo de infeccdo, tém sido bastante discutidas. Andlises
microbiolégicas demonstraram que bactérias da microbiota da pele dos
pacientes e da equipe médica, como Staphylococcus aureus e Staphylococcus
epidermidis, estdo comumente presentes (ANWAR et al., 1990).

As propriedades fisico-quimicas da superficie do cateter venoso central
(CVC) podem exercer importante influéncia sobre a adeséo dos microrganismos,
0s quais aderem mais facilmente as superficies hidrofébicas (plasticos) do que
as hidrofilicas (vidro ou metais). Ja foi demonstrado que a adesdao microbiana
melhora com o aumento da hidrofobicidade (DoONLAN e COSTERTON, 2002).

Materiais como polietileno e polivinil, muitas vezes usados como principal
constituinte dos CVC, favorecem a aderéncia de microrganismos (Ross, 2006).
Uma vez aderidos, Staphylococcus spp. proliferam formando multiplas camadas
gue resultam em biofilme, o qual atua como barreira para os antimicrobianos,
anticorpos, neutrofilos e macréfagos (DUNNE, 2002).

Nos ultimos 10 anos muitos pesquisadores estudaram a formacdo de
bioflme e suas implicacdes clinicas, mas os laboratorios clinicos pouco
conhecem sobre a atividade dos antimicrobianos frente a esta forma de

crescimento. MONZON e colaboradores (2001) estudaram o efeito bactericida in
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vitro em S. epidermidis produtor e ndo produtor de biofilme. Eles observaram que
eritromicina, rifampicina e tetraciclina apresentaram um efeito maior que
vancomicina, clindamicina, cefalotina, teicoplanina e ofloxacino em isolados
clinicos de S. epidermidis produtores de biofilme. Outro estudo salientou a
relevancia do teste de suscetibilidade na presenca de biofilme e o potencial dano
do uso indiscriminado da monoterapia com vancomicina, inadequada frente as
infeccbes envolvendo microrganismos produtores de biofilme (AMORENA et al.
1999).

Além disso, PRESTERL e colaboradores (2009) concluiram que células
bacterianas de S. epidermidis em biofilme apresentam resisténcia muito maior
aos antimicrobianos, mesmo quando a concentragdo inibitéria minima é muito
baixa. Estudaram também o uso combinado de azitromicina com tigeciclina,
fosfomicina ou ceftriaxona em elevadas concentragdes e concluiram que mesmo
em altas concentragfes o efeito sobre o biofilme é pequeno. A combinacdo de
azitromicina numa concentracdo de 512 pg/ml com altas concentracdes de
ceftriaxona teve efeito bactericida significativo, nesse estudo.

Segundo OTT0 (2009), somando-se a resisténcia a meticilina, cepas de S.
epidermidis estdo adquirindo resisténcia a inUmeros outros antimicrobianos,
incluindo rifamicina, fluorquinolonas, gentamicina, tetraciclina, cloranfenicol,
eritromicina, clindamicina e sulfonamidas. Além dessas, também é observada
resisténcia a estreptograminas, linezolida e tigeciclina, porém mais raramente.
Apesar de a resisténcia a meticilina e a outros antimicrobianos estar amplamente
disseminada, 80% dos cateteres infectados com S. epidermidis podem ainda ser
tratados com antimicrobianos como a vancomicina, sem a remoc¢éo do cateter

(RAAD et al., 2007b). No entanto, resisténcia intermediaria a vancomicina ja foi
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descrita e a formacdo de biofilme por Staphylococcus spp. diminui
significativamente a atividade da vancomicina e de outros antimicrobianos (OTTO,

2009).

2.2 Pseudomonas aeruginosa e Biofilme

Pseudomonas aeruginosa € um dos principais agentes de infeccdes
nosocomiais e tem grande importancia clinica devido as elevadas taxas de
morbi-mortalidade (QuINN, 2003). Além de causar diversos tipos de infecgdes,
tem implicagbes de mau progndstico em infec¢cdes do trato respiratorio, tais
como pneumonias associadas a ventilagdo mecanica, mas principalmente entre
0s pacientes portadores de fibrose cistica (SINGH et al., 2000). A grande
complexidade de mecanismos envolvidos torna o assunto ainda pouco elucidado
e de grande importancia clinica e laboratorial para o desenvolvimento de novos
recursos na pratica terapéutica (KirisITs et al., 2005).

A habilidade de formar biofilmes € um fator crucial em infec¢fes fatais por
Pseudomonas aeruginosa e tem feito desta bactéria um organismo modelo em
relacdo a formacdo de biofiime. Durante a colonizagdo cronica, este
microrganismo realiza a conversdo do fenotipo ndo-mucdéide para mucéide. A
principal caracteristica do fenotipo mucdide é a secrecdo de grande quantidade
de exopolissacarideos extracelulares altamente viscosos (STAPPER et al., 2004).
O copolimero alginato, que é composto de manuronato e guluronato, aparece
como o maior componente do polissacarideo secretado e, além de &acidos
nucléicos e proteinas, é o principal fator no desenvolvimento de biofilme

mucoide. Infec¢des por produtores de alginato, em pacientes com fibrose cistica,
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tém sido associadas com super ativagcédo da resposta imune e piora da condicao
clinica, sugerindo que a producdo deste copolimero € um fator de viruléncia
(Hentzer et al., 2001).

A producdo de biofilme por Pseudomonas aeruginosa tem mostrado
aumentar a resisténcia de colonizacdo da doenca pulmonar, fibrose cistica, e
conferir diversas vantagens a célula microbiana bem como altos niveis de
resisténcia aos antimicrobianos e a acgéo letal aos leucécitos. A formacdo de
matriz de substancias extrapoliméricas tem papel importante no estabelecimento
de um biofilme sustentavel (HENTZzER et al., 2001).

Além disso, a Pseudomonas aeruginosa apresenta resisténcia intrinseca a
diversos antimicrobianos, sendo, caracteristicamente, menos susceptivel que as
Enterobactérias a maioria dos antimicrobianos (LIVERMORE, 2001). Os principais
mecanismos de resisténcia deste microrganismo sao: sistema de efluxo a muitas
classes de antimicrobianos; perda de porina, que consiste em um canal para a
entrada do farmaco, levando a redugdo na absorcdo do antimicrobiano;

expressao de enzimas, como AmpC, betalactamases de espectro estendido

(ESBL), metaloenzimas, entre outras.

2.3 Antimicrobianos

De todos os farmacos, os antimicrobianos estdo entre os mais comumente
prescritos e também utilizados de modo incorreto. A consequéncia inevitavel do
uso disseminado desses agentes terapéuticos foi o aparecimento de patdgenos
resistentes, levando a necessidade cada vez maior de novos farmacos.

Entretanto, o ritmo de desenvolvimento de antimicrobianos diminuiu
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drasticamente, com a introducdo de um pequeno numero de novos farmacos

anualmente na pratica clinica, dos quais poucos séo realmente novos (BRUNTON

et al., 2006).

Segundo BRUNTON e colaboradores (2006), os antimicrobianos séao

classificados com base na estrutura quimica e no mecanismo de ac¢ao proposto:

4+

Agentes que inibem a sintese da parede celular bacteriana, incluindo a
classe dos betalactamicos (por ex.: penicilinas, cefalosporinas e
carbapenemas) e agentes distintos como ciclosserina, vancomicina e
bacitracina;

Agentes que atuam diretamente sobre a membrana celular do
microrganismo, aumentando a sua permeabilidade e resultando no
extravasamento de compostos intracelulares, incluindo a polimixina,
agentes antifingicos poliénicos (por ex.: nistatina e anfotericina B) que se
ligam aos esterois de parede celular; e o lipopeptideo daptomicina;
Agentes que afetam a funcéo das subunidades riboss6micas 30S ou 50S,
causando inibicdo reversivel da sintese de proteinas, que sao geralmente
bacteriostaticos (por ex.: cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina,
clindamicina, estreptograminas e linezolida);

Agentes que se ligam a subunidade ribossémica 30S e alteram a sintese
de proteinas, geralmente bactericidas (por ex.: aminoglicosideos);
Agentes que afetam o metabolismo bacteriano dos acidos nucléicos,
como as rifamicinas (por ex.: rifampicina e rifabutina), que inibem a RNA-
polimerase, e as quinolonas, que inibem as topoisomerases;

Os antimetabdlitos, como trimetoprima, e as sulfonamidas, que bloqueiam

enzimas essenciais do metabolismo do folato.
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2.4 Antimicrobianos e Resisténcia

A resisténcia aos antimicrobianos é um problema que vem aumentando
com o passar dos anos. Ela pode ser natural (intrinseca) ou adquirida, e alguns
exemplos de mecanismos de resisténcia estdo resumidos na tabela 1.

Outro conhecido mecanismo de resisténcia aos antimicrobianos
conhecido é producdo de biofilme, uma estratégia de defesa bastante eficaz

(PATEL, 2005).
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Tabela 1: Alguns Mecanismos de Resisténcia e seus e
HANCOCK, 2005 e AFONSO, 2008.)

2.5 Antimicrobianos e Biofilme

xemplos (adaptado de W RIGHT, 2007,

Aminoglicosideos, macrolideos, quinolonas e rifampi cina

Os inibidores da sintese protéica e as fluorquinolonas sao extensamente

estudados in vitro e in vivo no controle de infec¢des relacionadas a biofilme. Os
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aminoglicosideos séo rotineiramente usados no tratamento de pacientes com
fibrose cistica e condigdes similares. O efeito benéfico dos aminoglicosideos em
infeccdes relacionadas a biofilme parece estar relacionado a sua capacidade de
reduzir a quantidade de microrganismos pelo seu efeito bactericida. No entanto,
esses farmacos nao sao tao efetivos quanto outros inibidores da sintese protéica
nessa situagao (em biofilme) (PACE et al., 2006).

Os macrolideos parecem ter duplo efeito em infeccbes relacionadas a
biofilme, mas esses efeitos sao distintos de sua atividade antibacteriana. Esses
farmacos inibem a producdo de componentes do biofilme por bactérias gram-
negativas e podem produzir um efeito antiinflamatério. Linezolida e quinupristina
/ dalfopristina sdo os mais novos inibidores da sintese protéica e parecem
promissores para infeccdes relacionadas a biofilme, baseado em observacdes in
vitro. Estudos clinicos sdo necessarios para validar esses achados (PACE et al.,
2006).

As fluorquinolonas, assim como os aminoglicosideos, sdo comumente
usadas em infecgOes relacionadas a biofilme para reduzir a carga bacteriana, e
podem ser mais efetivos, nesse caso, devido a maior penetragdo na matriz do
biofilme. Terapia cronica supressiva com ciprofloxacino oral tem se tornado parte
da rotina terapéutica para o manejo de fibrose cistica (PACE et al., 2006).

Finalmente, a rifampicina exerce efeito bactericida sinérgico em
combinacdo com Varios agentes contra bactérias gram-positivas e gram-
negativas. Essa atividade, juntamente com uma excelente penetracao
intracelular, faz da rifampicina um agente potencialmente valioso para 0 manejo

de infec¢des relacionadas a biofilme (PACE et al., 2006).
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Betalactamicos

Enquanto algumas pesquisas tém examinado diretamente o impacto de
antimicrobianos betalactamicos na formacao de biofiime e na destruicdo deste,
outros estudos descrevem a eficacia desses antibacterianos contra infec¢des
relacionadas ao biofilme. Com um maior conhecimento da biologia do biofilme e
das doencas relacionadas a ele, maiores oportunidades para intervengédo com
antimicrobianos betalactamicos poderdo ser encontradas, especialmente com o
desenvolvimento de novos agentes ou novas formulas especificamente
“desenhadas” para tratar o biofilme ja estabelecido. S0 necessarias pesquisas
mais especificas sobre o impacto dos betalactdmicos sobre sua estrutura e
funcdo, assim como sobre a eficacia desses antimicrobianos, bem como seu uso
em terapias combinadas. Combinacdes de diferentes classes de agentes
antimicrobianos podem fornecer uma aproximacdo efetiva desse fendmeno
microbioldgico de dificil tratamento. O surgimento de altos indices de resisténcia
a multiplas classes de antimicrobianos em espécies bacterianas formadoras de
biofilme, bem como a resisténcia intrinseca conferida por este, ressalta a
necessidade de novos agentes e novas estratégias para enfrentar este problema

(PAcE et al., 2006).

Glicopeptideos

O uso de dispositivos médicos provavelmente continuara a crescer na
préxima década, devido a inUmeros fatores, e também seu papel prevalente no

tratamento de uma variedade de doencas. Infec¢des relacionadas a bactérias
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formadoras de biofilme irdo necessariamente aumentar. Experimentos sugerem
gue a prevaléncia de isolados de Staphylococcus aureus resistentes a
vancomicina (VRSA) aumentard. Essa €é uma grande preocupacao,
particularmente pela sua multirresisténcia, associada com doencas relacionadas
a dispositivos médicos e reduzidos esfor¢os industriais para a criacdo de novos
antimicrobianos. O importante papel dos glicopeptidicos, e particularmente da

vancomicina, € provavel que continue no futuro proximo (PACE et al., 2006).

2.6 Propriedades Fisico-Quimicas e Farmacolégicas d  0os Antimicrobianos

As principais propriedades fisico-quimicas de uma molécula capazes de
alterar seu perfil farmacoterapéutico sao o coeficiente de particdo (log P), que
expressa a lipofilia da molécula, e o grau de ionizacdo, expresso pelo pKa, que
traduz o grau de contribuicdo relativa das espécies neutra e ionizada em
determinado pH (BARREIRO & FRAGA, 2008).

A lipofilia é definida pelo coeficiente de particdo de uma substancia entre
uma fase aquosa e uma fase organica. O conceito atualmente aceito para
coeficiente de particdo pode ser definido pela razdo entre a concentragdo na
fase organica e sua concentracdo na fase aquosa em um sistema de dois
compartimentos sob condi¢des de equilibrio. Os farmacos que apresentam maior
coeficiente de particdo, ou seja, ttm maior afinidade pela fase organica, tendem
a ultrapassar com maior facilidade as biomembranas hidrofébicas, apresentando
melhor perfil de biodisponibilidade, que pode refletir em um melhor perfil
farmacoldgico (BARREIRO & FRAGA, 2008).

Sulfonamidas
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As sulfonamidas exibem ampla faixa de atividade antimicrobiana frente
bactérias tanto gram-positivas quanto gram-negativas. Entretanto, as cepas
resistentes tornaram-se comuns, de modo que a utilidade desses farmacos
declinou. Em geral as sulfonamidas sé exercem efeito bacteriostatico, e os
mecanismos de defesa celular e humoral do hospedeiro s&o essenciais para a
erradicacéo final da infecgéo (BRUNTON et al., 2006).

As sulfonamidas sdo inibidores competitivos da diidropteroato sintase,
enzima bacteriana responsavel pela incorporacdo do PABA (acido para-
aminobenzéico) no acido diidropterdico, o precursor imediato do &cido félico. A
trimetoprima, outro antimicrobiano, exerce efeito sinérgico quando utilizado com
uma sulfonamida. Trata-se de um poderoso inibidor competitivo seletivo da
diidrofolato redutase microbiana, enzima que reduz o diidrofolato a
tetraidrofolato. A administracdo simultanea de sulfonamida e trimetoprima
introduz blogqueios sequenciais na via de sintese do tetraidrofolato dos
microrganismos (BRUNTON et al., 2006).

EX.: SULFAMETOXAZOL (fig. 1)

CloH11N303S = 253,3

AL e
\S<NMCH3
H

HsN

Figura 1: Sulfametoxazol
Ligeiramente solivel em agua. Solavel 1 parte para 50 de etanol e 1 para
3 de acetona. Praticamente insoltvel em cloroférmio e éter. Soluvel em solugcbes

alcalinas (MOFFAT et al., 2003).
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Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 0,9.

EX.: TRIMETOPRIMA (fig. 2)

C14H18N403=290,3

OCHs
HsCO _N Y NH,
|
H;CO NN
NH,

Figura 2: Trimetoprima

Solavel 1 parte para 2500 de agua, 1 para 300 de etanol, 1 para 55 de
cloroférmio e 1 para 80 de metanol. Praticamente insolavel em éter (MOFFAT et

al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 0,91.

Betalactamicos

Os antimicrobianos betalactamicos incluem as penicilinas, que
apresentam atividade contra cocos gram-positivos. Também incluem as
cefalosporinas, que sao classificadas pela geracdo (12 geracdo: excelente
atividade contra gram-positivos e atividade modesta contra gram-negativos; 22
geracdo: apresentam atividade um pouco melhor contra gram-negativos e
incluem algumas cefalosporinas com atividade sobre microrganismos
anaerobicos; 32 geracao: atividade frente gram-positivos e atividade muito maior

contra Enterobacteriaceae, com um subgrupo ativo contra Pseudomonas
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aeruginosa; 42 geracao: apresentam o espectro antimicrobiano dos agentes da
32 geracdo, com aumento da estabilidade a hidrélise por betalactamases
(BRUNTON et al., 2006).

Essa classe de antimicrobianos atua inibindo a sintese da parede celular

bacteriana.

EX.: METICILINA (fig. 3)
C17H20N2068 = 380,4
OCH; ©
Nm——+—5\ _CH,
H
N\><CH3
OCHs 0 \
COOH

Figura 3: Meticilina

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 1,2.

EX.: AMOXICILINA (fig. 4)
C16H19N305S = 365,4

HO
HH

N S_ CH.
CH
NH, N \)<CH3
o y
COOH

Figura 4: Amoxicilina

Solavel 1 parte para menos de 1 de agua (MOFFAT et al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 0,87.
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Aminoglicosideos

O grupo dos aminoglicosideos inclui a gentamicina, tobramicina,
amicacina, canamicina, estreptomicina e neomicina. Esses farmacos sé&o
uitilizados principalmente no tratamento de infec¢cdes causadas por bactérias
gram-negativas. Em contraste com a maioria dos inibidores da sintese
microbiana de proteinas, que sdo bacteriostaticos, os aminoglicosideos séao

inibidores bactericidas da sintese protéica (BRUNTON et al., 2006).

EX.: GENTAMICINA (fig. 5)

C21H43N507: 477,6

HN—R:
R
0 purpurosamine
HsN
HsN 2
10 2-deoxystreptamine
HO NH;
0]
0 garosamine
HO CHs
s NHO
H
H;C

Gentamicin C; Ry =Ry =CHj
Gentamicin C; Ry =CHjz, Ry =H
Gentamicin C1;R1 =R, =H

Figura 5: Gentamicina
Facilmente solavel em agua, sollvel em piridina. Moderadamente soluvel
em metanol, etanol e acetona. Parcialmente soldvel em cloroférmio.
Praticamente insolivel em benzeno e hidrocarbonetos halogenados (MOFFAT et

al., 2003).
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Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): —1,9.

Tetraciclinas

As tetraciclinas sao antimicrobianos bacteriostaticos com atividade contra
ampla variedade de bactérias gram-positivas e gram-negativas, aerobicas e
anaerobicas. Dentre as tetraciclinas, a minociclina e a doxiciclina sdo os
farmacos mais lipofilicos (BRUNTON et al., 2006).

Essa classe de antimicrobianos inibe a sintese de proteinas bacterianas
através de sua ligacdo ao ribossomo bacteriano 30S, impedindo o acesso do
aminoacil-tRNA ao local aceptor no complexo mRNA-ribossomo (BRUNTON et al.,

2006).

Ex.: DoxXICICLINA (fig. 6)

022H24N203,H20 = 462,5

" HED

O
OH O OH O O

Figura 6: Doxiciclina
Ligeiramente solavel em agua, parcialmente solivel em etanol,
praticamente insolivel em cloroférmio e éter. Facilmente solluvel em &cidos

diluidos e alcalis (MOFFAT et al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): —-0,2.
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Antibiéticos Macrociclicos (  Macrolideos e Ripampicina)

S&do agentes bacteriostaticos, que inibem a sintese de proteinas através
de ligacdo reversivel as subunidades ribossémicas 50S de microrganismos
sensiveis, no local que é também o de ligacdo do cloranfenicol (BRUNTON et al.,

2006).

EX.: CLARITROMICINA (fig. 7)

CgsHegNO]_?, = 748,0

HsC CH
3 \N/ 3
--CH
*HO
---0 @] CH3
OCHs
CHs
OH
CHs

Figura 7: Claritromicina

Praticamente insolUvel em agua, sollvel em acetona. Ligeiramente soluvel

em acetonitrila, etanol e metanol (MOFFAT et al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 3,16

EX.: ERITROMICINA (fig. 8)

C37H57N013=733.9
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HiC. .CHs \
OH , N—CHs
RN - oo 757

[ O
HiC
9] (0] OCH;4

CH; CHs

0 OH
CHs

Figura 8: Eritromicina

Solavel 1 parte para 1000 de agua. Menos solluvel a altas temperaturas.

Soluvel 1 parte para 5 de etanol. Facilmente solivel em acetona, cloroférmio,

acetonitrila e acetato de etila. Moderadamente sollvel em éter, dicloro etileno

(MOFFAT et al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 3,06.

EX.: AZITROMICINA (fig. 9)

C38H72N2012 = 749,0

H,C
HsC, CHy
OH H3C
HsC-. -CH, N— CHj
HO
. -0 0 CHjs
CH,
OCHs
CHs
O OH
CHs

Figura 9: Azitromicina
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Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 4,02.

RIFAMPICINA (fig. 10)

E um macrolideo complexo que inibe o crescimento da maioria das
bactérias gram-positivas e muitas gram-negativas. Age inibindo a RNA-
polimerase DNA-dependente das micobactérias e de outros microrganismos
através da formacdo de um complexo farmacoenzimatico estavel, levando a
supresséao da iniciacdo da formacéo da cadeia na sintese de RNA (BRUNTON et

al., 2006).

C43H53N4O;|_2 = 822,9

CH;

Figura 10: Rifampicina
Ligeiramente soluvel em agua, etanol, acetona e éter. Facilmente soluvel

em cloroférmio. Soluvel em acetato de etila e metanol (MOFFAT et al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 4,2.

Lincosaminas

EX.: CLINDAMICINA (fig.11)
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A clindamicina liga-se exclusivamente a subunidade 50S dos ribossomos
bacterianos e suprime a sintese de proteinas. Embora a clindamicina,
eritromicina e cloranfenicol ndo sejam estruturalmente relacionados, todos 0s
trés atuam em locais muito préximos, e a ligacdo de um desses antimicrobianos
aos ribossomos pode inibir a ligacéo dos outros (BRUNTON et al., 2006).

ClgH33C|N2053 = 425,0

T

HC—Cl
CHs |

HaC N /\TLH——CH
o)

H "1Qon

SCHs

OH

Figura 11: Clindamicina

E solavel 1 parte para 2 de agua e 1 para 200 de etanol. Facilmente

solavel em metanol e pouco soltivel em cloroformio (MoOFFAT et al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 1,6.

EX.: LINCOMICINA (fig. 12)

A lincomicina é um antimicrobiano que apresenta atividade bacteriostatica
por blogueio da sintese protéica bacteriana ao interferir na transpeptidacéo da
subunidade ribossémica 50S (BRUNTON et al., 2006).

ClgH34N2068 = 406,5
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CHj,

|
H5C N ?HS
HO—?H
NH—CH
0 HO o)
OH
SCHs
OH

Figura 12: Lincomicina

Ligeiramente solivel em agua. Solivel em metanol, acetato de etila,

acetona e cloroformio (MOFFAT et al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 0,6.

Glicopeptideos

A vancomicina, principal representante, inibe a sintese da parede celular
das bactérias através de ligacdo de alta afinidade a extremidade D-alanil-D-
alanina de unidades precursoras da parede celular (BRUNTON et al., 2006).

EX.: VANCOMICINA (fig. 13)

066H75C|2N9024 = 1449,3
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OH

O NHz

Figura 13: Vancomicina

Solavel 1 parte para 10 de agua. Moderadamente solivel em metanol

diluido. Insoluvel em acetona, éter (MOFFAT et al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): -3,1.

Quinolonas

As quinolonas tém como alvo a DNA girase e a topoisomerase IV
bacterianas. Para muitas bactérias gram-positivas, a topoisomerase IV é a
atividade principal inibida por essa classe de farmacos. Ja para bactérias gram-

negativas, o principal alvo é a DNA girase (BRUNTON et al., 2006).

Ex.: LEVOFLOXACINO (fig. 14)

ClgHzoFN304 = 361,4
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-

COOH

Figura 14: Levofloxacino

Facilmente soluvel em acido acético glacial e cloroférmio. Particialmente

soltuvel em agua (MOFFAT et al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 0,84.

EX.: CIPROFLOXACINO (fig. 15)

C17H13FN303 = 331,4

Y

Figura 15: Ciprofloxacino

Praticamente insolivel em Aagua. Ligeiramente solivel em etanol e

diclorometano. Solavel em acido acético diluido (MOFFAT et al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 0,28.
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Outros
EX.: CLORANFENICOL (fig. 16)

Esse farmaco inibe a sintese de proteinas nas bactérias. Atua
primariamente através da ligacdo reversivel a subunidade ribossémica 50S
(proximo ao local de ligagdo dos macrolideos e clindamicina, que sao inibidos
competitivamente pelo cloranfenicol) (BRUNTON et al., 2006).

C11H12CI2N205 = 323,1

OH Cl
H

N
Cl

i 0
O.N &“DH

Figura 16: Cloranfenicol

Solavel 1 parte para 400 de 4gua e 1 para 2,5 de etanol. Muito soluvel em
acetona e acetato de etila. Ligeiramente solivel em cloroférmio e éter (MOFFAT et

al., 2003).

Coeficiente de Particdo: Log P (octanol/agua): 0,7.

2.7 Outros Agentes contra Biofilme

Outros agentes, nao classificados como antimicrobianos, tém sido
testados no combate ao biofilme. Um deles, ja bastante conhecido, é o EDTA
(acido etilenodiamino tetracético, atualmente, oficialmente chamado de &cido
edético) (figura 17), que tem sido estudado sozinho ou em combinac¢fes. Essa
substancia é conhecida por suas propriedades quelantes, e tem acdo contra

bactérias gram-positivas e gram-negativas, removendo calcio, magnésio e ferro
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da membrana celular, causando lesdo nesta membrana (KITE et al.,, 2004;
BLEYER et al., 2005). Outro mecanismo discutido para esta molécula é a
possibilidade dela formar juntamente com o ferro (ou quelatos similares) uma

nuclease quimica, capaz de lesar o DNA do microganismo (SIGMAN, 1990).

Figura 17: Quelato Metal-EDTA

Apesar de ndo ser um antimicrobiano, o EDTA parece comprometer a
estrutura do biofilme (RAAD et al., 1997). PERCIVAL e colaboradores (2005)
mostraram a erradicacao do biofilme, in vitro, em cateteres de hemodialise com o
uso de 40 mg/ml de EDTA. Outros autores também encontraram resultados
promissores com o0 uso de EDTA em combinagdo com minociclina, tanto para
biofilme bacteriano quanto para fungico (RAAD et al., 2003). Porém poucos
estudos sao encontrados com uso do EDTA na prevencdo da formacao de

biofilme.
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Alegre, Brasil.

Resumo

A terapéutica antimicrobiana em infecgbes envolvendo microrganismos
produtores de biofilme esta bastante relacionada ao insucesso. Muitos autores
mostram a grande diferenca entre a concentracao inibitéria minima em células
planctonicas (MIC) e em biofilme (MBIC). Por isso decidimos avaliar quais
antimicrobianos mantém sua agdo em matriz polissacaridica e quais sao
ineficientes. Avaliamos, também, quais antimicrobianos eram capazes de
estimular a producao de slime em concentracdes subinibitorias.

Através de meétodos j4 padronizados e do método colorimétrico com cristal
violeta estabelecemos os valores de MIC e MBIC para Staphylococcus
epidermidis fortemente produtores de biofilme.

Os antimicrobianos que apresentaram menor diferenca entre MIC e MBIC foram
a rifampicina e os macrolideos (azitromicina, claritromicina e eritromicina),
enquanto os que apresentaram os resultados mais contundentes (com diferenca
de até 4000 vezes entre MIC e MBIC) foram vancomicina e clindamicina.

Levofloxacino, cloranfenicol, doxiciclina e gentamicina apresentaram resultados
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intermediarios, sendo que vancomicina e gentamicina foram capazes de

estimular a producéo de biofilme em concentra¢des subinibitérias.

Palavras-chave : biofilme, macrolideos, rifampicina, vancomicina, levofloxacino,

cloranfenicol, gentamicina, doxiciclina, clindamicina.
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AVALIACAO DE PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DOS ANTIMICROBIANOS QUE PODEM
EsTAR ENVOLVIDAS NA SUA PENETRACAO E EFICACIA EM BIOFILME DE

STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS

Camille Catani Ferreira Pinto’, Ana Llcia Souza Antunes!, Pedro Eduardo
Froéehlich'

'Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brasil.

Resumo

Poucos estudos tém tentado explicar o porqué da falha terapéutica dos
antimicrobianos em infeccdes relacionadas a Staphylococcus spp. produtores de
biofilme. Por isso, este trabalho tem por objetivo esclarecer algumas provaveis
causas da falha de penetracdo do farmaco em biofilme. Para isso, foi
estabelecida a concentracdo inibitdria minima em células plancténicas e em
biofilme por método ja padronizado e pelo método colorimétrico do cristal violeta,
respectivamente. Foi gerada, entdo, uma razdo para cada antimicrobiano
(rifampicina, azitromicina, claritromicina, eritromicina, levofloxacino, doxiciclina,
gentamicina, cloranfenicol, clindamicina e vancomicina) a fim de avaliar a
diferenca entre MIC e MBIC. Esta razdo foi comparada a diversas propriedades
fisico-quimicas dos farmacos estudados.

Das propriedades avaliadas, a area polar da molécula, a lipofilia (log P), a
complexidade molecular e a massa molar mostraram correlagdo com a razao

MBIC/MIC, parecendo interferir na penetracédo do antimicrobiano em biofilme.
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fisico-quimicas,
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42



5 PARTE 3

TRATAMENTO DE MICROPLACAS cOM EDTA NA PREVENCAO DO DESENVOLVIMENTO DE

BIOFILME DE STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS E PSEUDOMONAS AERUGINOSA






TRATAMENTO DE MICROPLACAS cOM EDTA NA PREVENCAO DO DESENVOLVIMENTO DE

BIOFILME DE STAPHYLOCOCCUS EPIDERMIDIS E PSEUDOMONAS AERUGINOSA

Camille Catani Ferreira Pinto’, Ana Llcia Souza Antunes!, Pedro Eduardo
Froéehlich'

'Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto
Alegre, Brasil.

Resumo

Alguns trabalhos vém mostrando o EDTA (acido edético) como alternativa no
tratamento do biofilme. No entanto, muito pouco se sabe sobre a sua eficacia na
prevencao do desenvolvimento da matriz polissacaridica. Este trabalho avalia o
uso do EDTA nesta prevencéao. Para isso, foram utilizados Staphylococcus spp,
Pseudomonas aeruginosa hopitalares e microplacas de polimero plastico
tratadas com EDTA. Para as duas espécies bacterianas, o EDTA foi capaz de
impedir a formacdo de biofilme, com absorvancia comparavel ao branco

experimental.

Palavras-chave : EDTA, prevencdo do biofilme, Staphylococcus epidermidis,

Pseudomonas aeruginosa.
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5 DISCUSSAO FINAL






Neste trabalho foi avaliada a influéncia da formacao de biofilme na acéo
de alguns antimicrobianos e quais propriedades fisico-quimicas estariam
envolvidas na penetracdo do farmaco na matriz polissacaridica. Aléem disso,
foram pesquisados os efeitos do EDTA em polimeros plasticos na prevencao da
formacao do biofilme.

A vancomicina € um antimicrobiano muito util em infec¢cées hospitalares
causadas por MRSA (Staphylococcus aureus meticilina resistente). Ainda
poucos Staphylococcus spp. apresentam resisténcia a este farmaco (HIRAMATSU
et al., 1997). No entanto, esta bactéria estd4 intimamente ligada a infeccdes
relacionadas a cateteres venosos (TENOVER et al., 1999), os quais costumam ser
colonizados por microrganismos formadores de biofilme (GARLAND et al., 2005).
Imersos na matriz polissacaridica, os antimicrobianos ndo costumam manter sua
eficiéncia, apresentando MBIC até 1000 vezes superior a MIC (FRANK & PATEI,
2007). Neste trabalho, foi possivel avaliar isto e mostrar que a vancomicina em
biofilme apresentou o pior resultado dentre os 10 farmacos testados. Isto vem
ratificar outros estudos (LAPLANTE & MERMEL, 2009) e mostrar a necessidade de
atencdo no uso deste medicamento em infecgbes relacionadas a
microrganismos produtores de biofilme. Além da vancomicina, clindamicina,
cloranfenicol, doxiciclina, gentamicina e levofloxacino também apresentaram
razdo MBIC/MIC elevada, parecendo ser pouco eficazes em biofilme.

Em nosso estudo, rifampicina, azitromicina, claritromicina e eritromicina
obtiveram os melhores resultados em matriz polissacaridica, o que confirma
alguns estudos (MoNzoN et al., 2002; PRESTERL et al., 2009). Esses farmacos
parecem ser a melhor opgao em infeccdes relacionadas a microrganismos

susceptiveis a eles, mesmo na presenca de biofilme. Quando comparamos a
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MIC com a MBIC destes antimicrobianos, percebe-se baixa elevacdo na
segunda em relacdo a primeira, o que é bastante expressivo quando lembramos
gue foram obtidas elevacfes de até 4000 vezes da MBIC em relagdo a MIC para
alguns farmacos.

Apesar de os macrolideos serem um grupo promissor de antimicrobianos,
atualmente ja existem muitos microrganismos resistentes a eles. Com MIC
elevada fica muito dificil obter bons resultados terapéuticos, uma vez que as
concentragbes necessarias para eliminar bactérias em biofilme sdo ainda
maiores que a MIC e se tornam toxicas quando atingidas no plasma. Um
farmaco que ainda apresenta MIC baixa e tem MBIC intermediaria, de acordo
com este trabalho, é a doxiciclina, o que seria uma alternativa bastante
interessante na terapéutica.

Alguns trabalhos mostram que alguns antimicrobianos em doses
subinibitérias sdo capazes de estimular a producdo de biofiime (GAREY et al.,
2009). Com base nisto, foi feito um estudo preliminar verificando esta
capacidade para os farmacos testados. Apenas gentamicina e vancomicina
foram capazes de estimular a producao de biofilme. Isso confirma resultados
obtidos por BALOTESCU e colaboradores (2002), que mostraram que vancomicina
estimulou a adesdo e consequente formacdo de biofilme em alguns
microrganismos. MARR e colaboradores (2007) também mostraram que a
gentamicina € capaz de aumentar a formacao de biofilme pela indugéo de genes
envolvidos neste processo.

Mas porque certos antimicrobianos tém uma acéo reduzida em biofilme?
Nossos resultados apresentaram uma boa correlacéo (r* = 0,83) da MBIC/MIC

com a é&rea polar (AP) desses farmacos, mostrando piores resultados para os
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gue apresentavam maior AP. Isso significa que quanto maior a area polar da
molécula, menor parece ser sua penetracdo em biofilme, justificando a falha
destes antimicrobianos. Além disso, complexidade molecular e massa molar
também mostram tendéncia de, com seus aumentos, reduzir a penetracdo na
matriz polissacaridica, ou seja, moléculas maiores e mais complexas parecem
apresentar mais dificuldade para penetrarem o biofilme. Porém, mais estudos
devem ser realizados com um namero maior de antimicrobianos.

Além destes fatores, o log P também foi avaliado e mostrou leve
tendéncia (r* = 0,63) de aumentar juntamente com sua penetracdo no biofilme,
sugerindo que caracteristicas lipofilicas (elevado log P) facilitariam a penetracéo
em biofilme. No entanto, se levarmos em consideracdo os seis farmacos que
apresentaram melhor penetracéo, esta correlacdo deixa de ser fraca e passa a
ser muito significativa (r* = 0,96), mostrando, neste grupo, forte influéncia de
caracteristicas lipofilicas na penetracdo em matriz polissacaridica.

Além disso, os quatro melhores antimicrobianos (rifampicina, azitromicina,
claritromicina e eritromicina) apresentam caracteristicas moleculares
semelhantes: todos sdo macrociclos, 0 que parece ser interessante na
penetracdo em biofilme. Tal fato também observado por FORREST € TAMURA
(2010) que mostra a eficiéncia da rifampicina em biofilme. Outra peculiaridade
deste grupo é uma boa correlacdo da MBIC/MIC com a solubilidade em agua (r?
= 0,79). Com isso, infere-se que, além de caracteristicas lipofilicas, certa
hidrossolubilidade é necesséria para facilitar a penetracdo na matriz do biofilme,
sem contudo apresentar elevada area polar.

Uma perspectiva atual bastante interessante e que, de certa forma, vem

confirmar resultados obtidos neste estudo, € 0 uso de lipossomas para carrear
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farmacos através do biofilme até seu alvo: o microrganismo. Estes carreadores
tém potencial para serem utilizados tanto para moléculas lipofilicas quanto para
hidrofilicas. BAKKER-WOUDENBERG € colaboradores (2002) mostraram a eficacia
aumentada de ciprofloxacino lipossomal quando comparados ao mesmo farmaco
livre em pneumonia causada por Pseudomonas aeruginosa produtora de
biofilme. Outros estudos, também, mostraram eficiéncia aumentada para
gentamicina quando na forma lipossomal (BAKKER-WOUDENBERG et al., 2000).

Com isso, € possivel inferir que as caracteristicas lipofilicas destes
carreadores ajudam na penetracdo da matriz polissacaridica. Deste modo,
moléculas com caracteristicas hidrofilicas, que apresentam problemas na
penetracdo do biofilme, poderiam se beneficiar das caracteristicas do lipossoma,
sendo uma alternativa no combate a microrganismos produtores de biofilme.

Um estudo paralelo foi realizado avaliando o uso do EDTA em polimeros
plasticos e seu efeito na producéo de biofilme. Placas tratadas previamente com
esse agente ndo permitiram sua formacdo por Staphylococcus epidermidise
Pseudomonas aeruginosa, apresentando leituras de densidade O&ptica
comparaveis as leituras do branco. Diferente de outros autores (AL-BAKRI et al.,
2009), o presente trabalho mostra o EDTA na profilaxia e ndo apos o

desenvolvimento do biofilme bacteriano.
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6 CONCLUSOES FINAIS






Todos os antimicrobianos testados apresentaram MBIC superior a MIC.

Doxiciclina foi o Unico antimicrobiano que apresentou MBIC baixas (até 16

pl / ml), compativeis com niveis plasmaticos.

Os antimicrobianos que apresentaram maior eficacia foram os

macrolideos (azitromicina, claritromicina e eritromicina) e a rifampicina.

As caracteristicas fisico-quimicas comuns aos farmacos de maior
eficiéncia foram: log P, o qual apresentou relacéo direta com a penetracéo
em biofilme; moderada solubilidade em agua associada ao elevado log P;

e caracteristicas moleculares comuns a estes farmacos.

O antimicrobiano que apresentou baixa efetividade — com uma relagéo
MBIC/MIC, muito superior aos demais farmacos, foi a vancomicina. 1sso
foi atribuido ao seu baixo log P, a alta complexidade da molécula e sua

elevada massa molar.

O EDTA foi bastante eficaz na prevencédo da formacao do biofilme, com

absorvancias comparaveis as do branco experimental.

A MIC nao reflete o comportamento dos antimicrobianos em biofilme.
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Para infeccbes nosocomiais é necessario saber se 0 microrganismo
envolvido é ou ndo produtor de biofilme para, com base na MBIC, usar

conduta eficiente contra a bactéria e o biofilme.
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