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RESUMO

AMORIM, G. L. Avaliacdo de um modelo de ferida cutanea com biofilme de Pseudomonas
aeruginosa em camundongos, 2020. Dissertacdo (Mestrado em Enfermagem) — Escola de
Enfermagem, Universidade Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2020.

Introducdo: a complexidade dos biofilmes bacterianos e as limitacbes do seu manejo na
pratica clinica requerem o desenvolvimento de modelos experimentais para o estudo do
comportamento dessas entidades em tecidos vivos e que possam amparar 0 gerenciamento
desses microrganismos na préatica clinica. Nessa perspectiva, 0 modelo experimental de ferida
cutanea com biofilme de Pseudomonas aeruginosa torna-se um importante instrumento de
identificacdo do biofilme e de avaliacdo de novas possibilidades terapéuticas para 0 processo
de cicatrizacdo de feridas cronicas. Objetivo: avaliar um modelo experimental de ferida
cutanea excisional com biofilme de Pseudomonas aeruginosa em camundongos. Material e
meétodo: trata-se de estudo pré-clinico, de natureza quantitativa e translacional. Utilizaram-se
camundongos C57BL/6 saudaveis, com idade entre 8 e 12 semanas e peso entre 20 e 30g. Os
animais foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos denominados como controle (Pbs)
e intervencdo (Pa). O perfil de formacdo e inducdo do biofilme foi avaliado por meio da
cinética de fechamento das feridas, cultura quantitativa das feridas e do figado, quantificacdo
de leucdcitos no sangue periférico e avaliacdo das feridas por meio da microscopia eletrénica
de transmissdao (TEM). As andlises estatisticas foram realizadas por meio do software
GraphPad Prism versdo 6.0 e os resultados foram expressos como média + erro padrdo da
média. Consideraram-se significantes os valores de p < 0,05. Resultados: a carga bacteriana
segura para inducdo da infeccdo com P. aeruginosa e sobrevivéncia dos animais foi 10*
UFC/mL. A avaliacdo da cinética de fechamento e da &rea das feridas demonstrou que, no
tempo de 5 e 7 dias, os animais do grupo Pa tiveram um retardo no processo de cicatrizagéo,
estatisticamente significativo, quando comparado ao grupo Pbs. Macroscopicamente,
observou-se que as feridas do grupo Pa foram recobertas, de forma parcial ou em sua
totalidade, por tecido necrético de aspecto amarelo, Umido e espesso até o 10° dia dos
experimentos. Houve maior variacdo ponderal nos animais do grupo Pa comparados ao grupo
Pbs, sendo estatisticamente significante no tempo de 5 dias, entretanto, apesar de ambos 0s
grupos sofrerem perda ponderal acentuada, ndo houve diferenca estatisticamente significativa.
As diferencas observadas na cultura das feridas no tempo de 5 e 7 dias e a quantificagéo
diferencial de basofilos no tempo de 3 dias foram estatisticamente significativas. As
diferengas observadas na cultura do figado, na quantificacdo global e diferencial dos demais
leucdcitos (neutréfilos, eosindfilos, linfocitos e mondcitos) ndo foram significativas neste
estudo. Na avaliacdo das feridas por TEM néo foi possivel identificar a presenca de bactérias
na forma plancténica ou do biofilme bacteriano. Conclusédo: a carga bacteriana utilizada para
inducdo da infeccdo nas feridas foi segura para garantir a sobrevivéncia dos animais e a
colonizagdo destas, confirmada pelo retardo do processo de cicatrizagdo e auséncia de
infeccdo sisttmica nos animais do grupo intervencdo. Entretanto, a avaliagdo por meio da
TEM n&o detectou a presenca do biofilme ou da Pseudomonas em sua forma planctonica nas
feridas investigadas. Tal fato demonstra a necessidade de ajustes na técnica empregada para a
TEM de modo a garantir a identificacdo do biofilme para validacdo do modelo de feridas
infectadas proposto.

Descritores (Decs/Mesch: 2020): Biofilmes. Matriz Extracelular de Substancias Poliméricas.
Pseudomonas aeruginosa. Cicatrizagdo. Infeccbes por Pseudomonas. Infeccdo dos
Ferimentos. Enfermagem Baseada em Evidéncias.



ABSTRACTY

AMORIM, G.L. Evaluation of a model of skin wound with Pseudomonas aeruginosa biofilm
in mice, 2020. Dissertation (Master’s Degree in Nursing) - School of Nursing, Federal
University of Minas Gerais, Belo Horizonte, 2020.

Introduction: the complexity of bacterial biofilms and the limitations of handling them in
clinical practice require the development of experimental models to study the behavior of
these entities in living tissues that can support the management of these microorganisms in
clinical practice. From this perspective, the experimental model involving skin wounds with
Pseudomonas aeruginosa biofilm is an important tool to identify the biofilm and to evaluate
new therapeutic possibilities for the chronic wound healing process. Objective: to evaluate an
experimental model of excisional cutaneous wounds with Pseudomonas aeruginosa biofilm in
mice. Material and method: this is a preclinical study of a guantitative and translational
nature. Healthy C57BL/6 mice aged 8-12 weeks and weighing 20-30g were used. The animals
were randomly assigned to two groups denominated as control (Pbs) and intervention (Pa).
The biofilm formation and induction profile were evaluated by means of the wound closure
Kinetics, the quantitative culture of the wounds and liver, the quantification of leukocytes in
the peripheral blood, and via wound evaluation using transmission electron microscopy
(TEM). Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism software, version 6.0,
and the results were expressed as the mean + standard error of the mean. Values of p<0.05
were considered significant. Results: the bacterial load safe for inducing infection with P.
aeruginosa and for animal survival was 10* CFU/mL. The evaluation of the closing kinetics
and of the area of the wounds showed that, at 5 and 7 days, the animals of the Pa group had a
statistically significant delay in the healing process when compared to the Pbs group.
Macroscopically, it was noted that the wounds of the Pa group were covered, partially or in
whole, by necrotic tissue with a yellow, moist, and thick aspect until the 10" day of the
experiments. There was a greater weight variation in Pa group animals compared to the Pbs
group, being statistically significant at 5 days. The differences noted in the wound culture at 5
and 7 days and the differential quantification of basophils at 3 days were statistically
significant. The differences seen in the liver culture, in the global and differential
quantification of other leukocytes (neutrophils, eosinophils, lymphocytes, and monocytes),
were not significant in this study. In the evaluation of the wounds via TEM, it was not
possible to identify the presence of bacteria in the planktonic form or biofilm form.
Conclusion: the bacterial load used to induce infection in the wounds was safe to ensure
animal survival and wound colonization, as confirmed by the delay in the healing process and
the absence of systemic infection in the animals in the intervention group. However, the
evaluation using TEM did not detect the presence of the biofilm or of the Pseudomonas in the
planktonic form in the investigated wounds. This demonstrates the need for adjustments in the
technique that was used for TEM to ensure the identification of the biofilm to validate the
proposed infected wound model.

Descriptors (Decs/Mesch: 2020): Biofilms. Extracellular Matrix of Polymeric Substances.
Pseudomonas aeruginosa. Healing. Pseudomonas Infections. Wound Infection. Evidence-
Based Nursing.



RESUMEN

AMORIM, G. L. Evaluacién de un modelo de herida cutanea con biofilm de Pseudomonas
aeruginosa en ratones, 2020. Tesis (Maestria en Enfermeria) - Escuela de Enfermeria,
Universidad Federal de Minas Gerais, Belo Horizonte, 2020.

Introduccion: la complejidad de los biofilms bacterianos y las limitaciones de su manejo en
la practica clinica demandan el desarrollo de modelos experimentales para el estudio del
comportamiento de dichas entidades en tejidos vivos y que puedan amparar la gestion de esos
microorganismos en la practica clinica. Desde ese punto de vista, el modelo experimental de
herida cuténea con biofilm de Pseudomonas aeruginosa se hace un importante instrumento de
identificacion del biofilm y de evaluacidn de nuevas posibilidades terapéuticas para el proceso
de cicatrizacion de heridas crdnicas. Objetivo: avaluar un modelo experimental de herida
cutanea excisional con biofilm de Pseudomonas aeruginosa en ratones. Material y método:
se trata de estudio preclinico, de naturaleza cuantitativa y translacional. Fueron utilizados
ratones C57BL/6 sanos, con edad entre 8-12 semanas y peso entre 20-30g. Los animales
fueron distribuidos aleatoriamente en dos grupos denominados como control (Pbs) e
intervencion (Pa). El perfil de formacion e inclusion del biofilm fue evaluado mediante la
cinética de cierre de las heridas, cultivo cuantitativo de las heridas y del higado,
cuantificacion de leucocitos en la sangre periférica y valoracion de las heridas mediante
microscopia electrénica de transmisién (TEM). Se llevaron a cabo los andlisis estadisticos por
medio del software GraphPad Prism version 6.0 y se expresaron los resultados como
promedio * error estdndar del promedio. Se consideraron significativos los valores de p <
0,05. Resultados: la carga bacteriana segura para induccion de la infeccion con P. aeruginosa
y supervivencia de los animales fue 10* UFC/mL. La evaluacion de la cinética de cierre y del
area de las heridas demostraron que, en el tiempo de 5y 7 dias, los animales del grupo Pa
tuvieron un retardo en el proceso de cicatrizacion, estadisticamente significativo, cuando
comparado con el grupo Pbs. Macroscdpicamente, se observo que las heridas del grupo Pa
fueron recubiertas, de modo parcial o en su totalidad, por tejido necrético de aspecto amarillo,
himedo y espeso, hasta el 10.° dia de los experimentos. Hubo mayor variacion ponderal en
los animales del grupo Pa comparados con el grupo Pbs, siendo estadisticamente significativo
en el tiempo de 5 dias. Las diferencias observadas en el cultivo de las heridas en el tiempo de
5y 7 dias y la cuantificacion diferencial de basofilos en el tiempo de 3 dias fueron
estadisticamente significativas. Las diferencias observadas en el cultivo del higado, la
cuantificacion global y diferencial de los demas leucocitos (neutrdfilos, eosinofilos, linfocitos
y monocitos) no fueron significativas en este estudio. En la evaluacion de las heridas por
TEM, no fue posible identificar la presencia de bacterias en forma plancténica o en forma de
biofilm. Conclusién: la carga bacteriana utilizada para induccion de la infeccion en las
heridas fue segura para garantizar la supervivencia de los animales y la colonizacién de las
heridas, confirmada por el retardo del proceso de cicatrizacion y ausencia de infeccion
sistemica en los animales del grupo intervencion. Sin embargo, la evaluacion mediante la
TEM no detectd la presencia de biofilm o de la Pseudomonas en su forma plancténica en las
heridas investigadas. Tal hecho demuestra la necesidad de ajustes en la técnica empleada para
la TEM de modo a asegurar la identificacion del biofilm para validacion del modelo de
heridas infectadas propuesto.

Descriptores (Decs/Mesch: 2020): Biofilms. Matriz Extracelular de Sustancias Poliméricas.
Pseudomonas aeruginosa. Cicatrizacion. Infecciones por Pseudomonas. Infeccién de las
Heridas. Enfermeria Basada en Evidencias.
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1 INTRODUGCAO

As lesBes ou feridas cronicas impdem um fardo econdmico substancial para a saide em todo o
mundo (GRAY et al., 2018) e apresentam altas taxas de incidéncia e prevaléncia na
sociedade, principalmente na populacdo mais idosa, pessoas institucionalizadas, pessoas com

doencas cronico-degenerativas e mobilidade reduzida.

Estudos europeus, de carater multicéntrico, identificaram que paises como a Espanha,
Alemanha e Portugal apresentam alta prevaléncia de feridas cronicas. Um estudo realizado na
provincia de Barcelona (Espanha) avaliou 251 pessoas com feridas na atengdo primaéria e
identificou prevaléncia de 29% para feridas cronicas e, dentre estas, identificou-se que as
Ulceras por pressdo representavam 13% de todas as feridas cronicas na populacdo estudada
(FERRER-SOLA et al., 2009). Outro estudo realizado na Alemanha avaliou uma coorte de
1000 pacientes com Ulceras cronicas de perna. Nessa pesquisa, as Ulceras decorrentes de
estase venosa representaram 51,3% de todas as feridas crénicas, as Ulceras mistas 12,9% e as
Ulceras arteriais 11%. O tempo médio de existéncia das feridas foi de 41 meses, enquanto o
tamanho médio foi de aproximadamente 44 cm? (JOCKENHOFER et al., 2016). Em Portugal,
pesquisadores avaliaram 770 pacientes institucionalizados em unidades de cuidados
continuados. A prevaléncia de pacientes com feridas nesse grupo foi de 17,5% (135
pacientes). Do total de feridas identificadas, 82% eram feridas cronicas e, dentre estas, as
lesbes por pressdo (estagios 1, 2. 3 e 4) representavam 80% das feridas crénicas com duragéo
média de aproximadamente 5,5 meses (75%) e 10 meses (25%) (FURTADO et al., 2020).

No Brasil, essa situacdo € um pouco mais complexa. Estima-se que as lesdes de pele ocorram
em 3% da populacdo, sendo que a incidéncia e a prevaléncia sdo maiores na populacdo que
vive com diabetes mellitus, vasculopatias periféricas e outras doencas cronicas nao
transmissiveis (DCNT). Entretanto, acredita-se que esses dados nédo refletem a situacdo real
do pais considerando que ndo existem bases de dados com estatisticas sobre a prevaléncia de
lesbes de pele na populagdo e o subregistro destas é uma descontente realidade em todo o
territorio brasileiro (RIBEIRO, 2019).

Uma pesquisa realizada em uma Unidade Basica de Saude da cidade do Rio de Janeiro
identificou 30 usuarios com feridas cronicas frequentes no setor de curativos. A amostra foi

composta, majoritariamente, por pacientes idosos (66,7%) com idade media de 65,3 anos e
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adultos (33,3%) com idade entre 40 e 59 anos. Verificou-se que 56,7% dos pacientes
apresentavam les@es vasculares, 63,3% deles manifestavam sinais clinicos ou laboratoriais de
infeccdo ou colonizacdo e o tempo de duracdo das feridas foi superior a 2 anos em 49,9% dos
casos (RIBEIRO, 2019).

Um estudo realizado na regido urbana do Piaui avaliou 339 idosos na atencdo basica. Os
autores estimaram a prevaléncia das lesbes crénicas em 11,8% (1C95%; 8,6-15,3) e
identificaram predominancia da lesdo por pressdo com prevaléncia de 5,0%, seguida pela
Ulcera diabética, 3,2%, e Ulcera vasculogénica, 2,9%. Além disso, esses pesquisadores
observaram que 35% dos pacientes com lesdes crénicas apresentavam mais de uma leséo,
com média de 1,4 ferida por idoso. Esses autores observaram ainda que a maioria das lesdes
por pressdo e das lesdes diabéticas apresentava tamanho entre 8,1cm? e 24 cm?2 e tempo de
evolucdo até 12 meses, enquanto as lesbes vasculogénica cronicas atingiam tamanho superior

a 24 cm2 e apresentavam tempo de evolugio acima de 48 meses (VIEIRA; ARAUJO, 2018).

Outro estudo realizado na zona da Mata mineira estimou a prevaléncia de lesbes crénicas em
0,164% (1,64/1.000 habitantes). Essa pesquisa foi composta por uma amostra de 104
pacientes vinculados as 25 equipes de Estratégia de Salde da Familia do municipio. Os
autores descrevem que 0s participantes tinham idade média de 67 anos, o tempo médio de
existéncia das lesbes era de 2 anos com area média das feridas de 33 cm2. Quanto a etiologia,
eles observaram que 50% das lesdes crbénicas eram de origem venosa, 13,5% lesédo por
presso e 6,7% Ulceras mistas (BORGES; NASCIMENTO FILHO; PIRES JUNIOR, 2018).

Uma revisdo sistematica com meta-analise, envolvendo 9 estudos e 185 feridas cronicas,
identificou que a prevaléncia de biofilmes bacterianos em feridas cronicas humanas é de,
aproximadamente, 78,2% (MALONE et al., 2017). As lesdes cutaneas cronicas colonizadas
ou infectadas com biofilmes bacterianos sdo consideradas um problema de satde publica em
todo o mundo devido a resisténcia dos biofilmes aos mecanismos de defesa do hospedeiro e
aos agentes antimicrobianos convencionais (BURMOLLE et al., 2010; HOIBY et al., 2014).
Apesar dos avangos no entendimento da formagéo e desenvolvimento de biofilmes, o manejo
clinico desses microrganismos mantém-se extremamente limitado (BJARNSHOLT et al.,
2017; MISIC; GARDNER; GRICE, 2014), o que, por sua vez, afeta o cuidado de
enfermagem e a assisténcia em salde prestados as pessoas com ferida cutanea cronica com

esse tipo de comprometimento.
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Os biofilmes bacterianos estéo associados em pelo menos 65% de todas as infecgdes humanas
e sdo mais prevalentes em infecgdes relacionadas a dispositivos médicos, doencgas cronicas e
em superficies corporais, por exemplo, a pele e tecidos moles, como o pulméo, a bexiga e o
coracdo (BURMOLLE et al., 2010; HOIBY et al., 2014). Estima-se que os biofilmes estejam
presentes em, aproximadamente, 80% das feridas cronicas e que sejam 0s responsaveis pela
cronicidade das mesmas (PHILLIPS et al., 2010), podendo ser encontrados na superficie do
leito da ferida, suspensos no exsudato, dentro ou aderidos ao esfacelo, dentro do tecido
necrotico mais profundo ou, ainda, associados a diferentes tipos de coberturas, também
conhecidas por curativos, amplamente utilizadas no tratamento das feridas cutaneas
(PERCIVAL et al., 2017).

Todavia, hd muita controveérsia sobre as condices de identificacdo do biofilme em feridas
cuténeas. Sabe-se que o biofilme é de natureza microscépica, sendo bastante complicada sua
avaliacdo clinica a olho nu. Em diferentes condi¢des de salde e doenca humana, o biofilme,
qguando deixado a prosperar, pode mostrar evidéncias em um nivel macroscopico, por
exemplo, a placa oral, contudo essa imagem é menos clara quando se trata de feridas crénicas
(BJARNSHOLT et al., 2017).

Na prética clinica, adotaram-se alguns critérios empiricos de observacao do biofilme a olho
nu. Esses sinais clinicos incluem a presenca de uma pelicula brilhante, translicida e viscosa
na superficie da ferida que ndo cicatriza (LENSELINK; ANDRIESSEN, 2011; HURLOW;
BOWLER, 2012; METCALF; BOWLER; HURLOW, 2014), a presenca de esfacelo (tecido
necrotico frouxo e fluido) e material gelatinoso que se reconstréi rapidamente apos seu
rompimento e remocdo, em contraste com o esfacelo e outros tecidos desvitalizados que
demoram mais para se recompor (HURLOW; BOWLER, 2009; 2012; PHILLIPS et al.,
2010).

Nesse mesmo sentido, a World Union of Wound Healing Societies (WUWHS, 2016)
estabelece que as feridas crénicas que ndo apresentam melhora da cicatrizagdo servem como
abrigo potencial de biofilmes e que, na pratica clinica, é preciso olhar de maneira diferenciada
para essas feridas que ndo cicatrizam, que ndao respondem aos agentes antimicrobianos e ao
tratamento padréo para a cicatrizacdo de feridas. A WUWHS (2016) salienta ainda que nos
casos em que as infecgdes cronicas de feridas que ndo respondem adequadamente aos agentes
antimicrobianos, ao tratamento padrdo ou, ainda, nos casos de individuos que alternam

periodos de infeccdo latente com episodios de infeccdo aguda, deverd ser levantada e
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explorada a suspeita de biofilme. Nessas situagdes, os tratamentos propostos devem ser
direcionados para a ruptura efetiva dos biofilmes ou para impedir sua formacdo e

recomposicao no leito das feridas.

Ressalta-se que o potencial patogénico do biofilme bacteriano esta associado com a producéo
e secrecdo de toxinas capazes de promover um microambiente hipéxico e inflamatorio
persistente na ferida (TRAN et al., 2009; WOLCOTT; DOWD, 2011), reducéo ou inibicéo de
fagocitose pelas células do sistema imunoldgico e resisténcia antimicrobiana (COOPER et al.,
2014).

Além disso, a matriz de substancia polimérica extracelular é considerada o principal fator de
patogenicidade dos biofilmes. Esse arcabougo mucoide confere protecdo aos microrganismos
presentes nessa matriz, tornando os agentes antimicrobianos atuais (tépicos ou sistémicos)
pouco eficazes no tratamento das infecgdes causadas pelo biofilme bacteriano (ZHAO et al.,
2010). Acredita-se que a expressao desse revestimento proteico, formado pela matriz de
substancia polimérica extracelular, € um fenotipo distinto desses microrganismos, sendo este
0 mecanismo responsavel pela sobrevivéncia e resisténcia desses microrganismos as
moléculas antibacterianas e células do sistema imune mobilizadas pelo hospedeiro
(DONLAN; COSTERTON, 2002; BURMOLLE et al., 2010; HOIBY et al., 2014).

Os principais mecanismos de viruléncia especificos de biofilmes incluem a sua acdo, como
reservatorio de células patogénicas para inoculagdo na circulacdo sanguinea, a liberacdo de
guantidade excessiva de endotoxinas pelas células que compdem o biofilme, danos aos
tecidos causados pela reacdo excessiva de componentes do sistema imunolégico ao biofilme e
a disponibilizacdo pelo biofilme de um nicho ecolégico para a evolucdo de organismos
resistentes a antibioticos (DONLAN; COSTERTON, 2002). Tais fatores demonstram que a
importancia clinica do estudo dos biofilmes reside na capacidade dos pesquisadores de
explicar as caracteristicas de infecgGes relacionadas a dispositivos médicos, de doencas e
infeccbes cronicas da pele, de mucosas e tecidos moles, alem de planejar estratégias para
combater a natureza refrataria do biofilme (DONLAN; COSTERTON, 2002).

A viruléncia dos biofilmes também é associada ao tipo de patdgeno envolvido em sua
formagdo. Destaca-se, dentre 0s principais microrganismos bacterianos formadores de
biofilmes, a Pseudomonas aeruginosa. Os biofilmes de P. aeruginosa sdo comunidades

desenvolvidas com células bacterianas individuais embutidas em uma matriz polissacaridica
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extracelular; eles sdo inerentemente resistentes ao tratamento antimicrobiano e seu padréo de
desenvolvimento envolve a fixagdo inicial a uma superficie sélida e a formacdo de
microcol6nias nessa superficie (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). Essa
espéecie de bactéria tem sido frequentemente observada em doencgas pulmonares crénicas,
como a fibrose cistica (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999), e em feridas
crénicas, como as Ulceras da perna decorrentes do diabetes, por exemplo (GOLDUFSKY et
al., 2015). Sabe-se que, em pessoas com diabetes mellitus, essa bactéria estabelece infec¢édo
potente e persistente, secreta endotoxinas e fatores sollveis que provocam danos graves aos

tecidos e inibem o processo de cicatrizagdo de feridas (GOLDUFSKY et al., 2015).

Um ponto interessante no estudo dos biofilmes de Pseudomonas aeruginosa reside no fato de
que a persisténcia do biofilme nos tecidos resulta em atracdo de mais células fagocitarias cuja
atividade conjunta pode resultar em danos colaterais aos tecidos do hospedeiro
(SCHNEIDER, 2007). E importante salientar que a viruléncia dessa bactéria é controlada por
uma rede de sinalizacdo altamente complexa e em grande parte ndo totalmente compreendida.
Elas sdo naturalmente resistentes a diferentes tipos de antimicrobianos e sua patogenicidade
esta relacionada a expressao de apéndices extracelulares (flagelo e pili), sistemas de secrecao
tipo 11 e tipo IV, producdo de alginato, sintese de lipopolissacarideo (LPS) e sintese de
exocompostos secretados como proteases (por exemplo, elastases A e B) e outras enzimas,
toxinas (LPS, piocianina, pioverdina), fenazinas, ramnolipidios, cianeto de hidrogénio (HCN)
e moléculas de detec¢cdo de quérum, por exemplo, a quinolona (COSTERTON; STEWART,;
GREENBERG., 1999; ALLESEN-HOLM et al., 2006; ALVAREZ-ORTEGA; HARWOOD,
2007).

Além desses fatores fenotipicos que dificultam o manejo clinico do biofilme de Pseudomonas
aeruginosa, as principais limitacdes para o manejo oportuno e seguro dos biofilmes no
contexto do cuidado de enfermagem aos pacientes com ferida cutanea crénica, destacam-se a
falta de acesso a servigos de diagndstico especificos, limitada mdo de obra especializada,
ineficAcia dos antimicrobianos disponiveis para tratamento, falta de conhecimento e

inabilidade técnica para 0 manejo dos biofilmes nas feridas cutaneas.

Desse modo, ao considerar a complexidade envolvida no gerenciamento do biofilme em
feridas cronicas em humanos (PERCIVAL et al., 2017), a alta prevaléncia do biofilme em
feridas cutaneas (PHILLIPS et al., 2010; BJARNSHOLT, 2017) e o crescente interesse da

comunidade cientifica em estabelecer e conhecer os efeitos terapéuticos dos compostos que
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tenham como objetivo inibir a formag&o de biofilmes bacterianos ou mesmo de desfazé-los
(KROM; OSKAM, 2014), faz-se necessario, portanto, replicar a experiéncia da prética clinica
de forma experimental e controlada para definir os melhores parametros de identificacdo e
avaliacdo de biofilmes bacterianos com base em evidéncias cientificas que sejam capazes de
amparar 0 manejo e o gerenciamento do biofilme no cotidiano da assisténcia de enfermagem.
Isto é, o conhecimento atual da prética clinica sustentard o desenvolvimento da pesquisa
béasica a fim de gerar novos conhecimentos e, estes, por sua vez, de maneira translacional, irdo
amparar as mudancas de condutas no tratamento de pacientes com feridas cutaneas

colonizadas ou infectadas com biofilme, independentemente da sua etiologia.

Os estudos em humanos e o0s estudos experimentais in vitro/in vivo sdo importantes
instrumentos de avaliacdo e de geracdo do conhecimento sobre o biofilme, contudo ndo foram
suficientes para elucidar todas as lacunas sobre o gerenciamento e 0 manejo desses
microrganismos na pratica clinica. A presenca de biofilmes em feridas crénicas humanas é
sub-representada, visto que os estudos dessa tematica relatam amostras muito pequenas
(MALONE et al., 2017), com vieses metodoldgicos e éticos, além de serem economicamente
invidveis ao se considerar o contingente amostral ideal e as implicacdes financeiras que

envolvem a assisténcia integral no tratamento de feridas crénicas.

O uso de sistemas in vitro permitiu avancgos significativos na compreensdo de como 0s
agentes antibiofilmes funcionam e servem de premissa para a realizagao de estudos clinicos in
vivo mais robustos, como 0s ensaios pré-clinicos e os ensaios clinicos controlados. Nessa
perspectiva, 0s estudos in vivo (experimentais) tém sido recomendados como uma alternativa
para preencher a lacuna da bancada a cabeceira do leito, fornecendo uma base poderosa para

auxiliar nas alteracdes nas decisdes clinicas (SCHULTZ et al., 2017).

Considerando essa perspectiva, o presente estudo torna-se um importante instrumento para o
entendimento da formacdo de biofilme, sua identificacdo e influéncia no processo de
cicatrizacdo de feridas, que inclui melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos no
processo de inflamacdo, angiogénese, reparo tecidual e modulacdo da resposta imune dos
organismos acometidos por essas entidades. Consequentemente, o conhecimento gerado ira

subsidiar o desenvolvimento de futuras pesquisas a respeito do manejo clinico do biofilme.

Para a execucdo deste projeto de pesquisa, a escolha pelo modelo de ferida cutdnea com

biofilme in vivo tornou-se uma proposta economicamente viadvel quando comparada aos
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custos de um estudo clinico dessa dimensdo. Alguns pesquisadores (YANG et al., 2017;
ZHAO et al., 2010) assinalam o modelo experimental de ferida cutanea com biofilme como
adequado e preciso para a identificacdo da estrutura morfologica do biofilme, para o estudo do
comportamento dos biofilmes em feridas cutdneas e como uma alternativa para a avaliacao
dos efeitos de agentes antimicrobianos em biofilmes, principalmente nas comunidades
bacterianas maduras ou bem estruturadas. Infere-se que o uso do modelo experimental em
camundongos tem como principais vantagens a possibilidade de induzir e acompanhar a
formacéo de biofilme em area pré-determinada pelo pesquisador; maior controle das variaveis
em questéo e condicdes de reprodutibilidade (CANESSO et al., 2014).

Com o intuito de avancar no estudo dos biofilmes bacterianos e no conhecimento das
implicacdes fisiopatoldgicas destes nas feridas cutaneas in vivo, esta pesquisa propde a
avaliacdo de um modelo experimental de ferida cutdnea com biofilme de Pseudomonas
aeruginosa em camundongos. Considerando que os estudos em modelo animal séo fontes de
geracdo de evidéncias cientificas que possibilitam a translacédo e a traducdo do conhecimento
experimental produzido para a realizacdo de uma préatica clinica mais assertiva e segura as
pessoas com feridas cutaneas crbnicas, acredita-se que o modelo experimental norteara o
desenvolvimento de estudos comparativos para avaliar intervencdes que resultem na reducéo
e eliminacdo de biofilmes, gerando, consequentemente, melhorias para 0 manejo clinico e o

gerenciamento do biofilme em lesbes cutaneas cronicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar um modelo experimental de ferida cutanea excisional com biofilme de Pseudomonas

aeruginosa em camundongos.

2.2 Objetivos especificos

e Elaborar um modelo experimental de ferida cutdnea excisional com biofilme de
Pseudomonas aeruginosa;

e Avaliar o perfil temporal de fechamento das feridas com biofilme;

e Avaliar a presenca do biofilme nas feridas cutdneas apds a inducéo da infeccdo das

feridas com P. aeruginosa.
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3 REVISAO DE LITERATURA

Os biofilmes sdo conhecidos como uma comunidade estruturada de células bacterianas
encerradas em uma matriz polimérica autoproduzida, constituida por uma ou mais espécies de
microrganismos (COSTERTON; STEWART,; GREENBERG, 1999; MONROE, 2007). Os
biofilmes bacterianos apresentam desenvolvimento altamente complexo, podem ser
encontrados em superficies vivas ou inertes e sdo envoltos por uma matriz de substancia
polimérica extracelular (SPE), principal responsével pelos mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos e inibicdo do sistema imunoldgico (COOPER et al., 2014). Essa matriz de
EPS é composta por polissacarideos, acidos nucleicos, acido desoxirribonucleico extracelular
(eDNA), proteinas e ions metélicos (BURMOLLE et al., 2010; STREMPEL et al., 2013;
HOIBY et al., 2014). O desenho esquemaético das diferentes fases de formacdo e
desenvolvimento dos biofilmes bacterianos foi ilustrado na (Figura 1).

Figura 1 - Desenho esquematico das etapas de formacdo e desenvolvimento dos biofilmes
(2020)

Células plancténicas/
fragmentos de biofilme

Fonte: compilado e adaptado de Monroe, D. Looking for Chinks in the Armor of Bacterial Biofilms. PLoS Biol.
v.5,n. 11, p. €307, 2007. DOI: 10.1371/journal.pbio.0050307.
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A formacéo e o desenvolvimento dos biofilmes envolvem cinco etapas com caracteristicas
distintas e dindmicas em cada um desses estagios. No estagio 1, ocorre a fixacdo inicial ou
reversivel. Nessa fase, as células planctdnicas apresentam capacidade de adesdo a uma
superficie viva ou inerte. No estagio 2 ou fase de fixacao irreversivel, as células aderidas
iniciam a producdo e secrecdo de uma substancia polimérica extracelular que Ihes confere
maior aderéncia e capacidade de agrupamento celular. No estagio 3, denominado como fase
de maturacdo I, ocorre a replicacdo e a multiplicacdo dos microrganismos com formacao de
microcol6nias ou nichos bacterianos. No estdgio 4 ou fase de maturacdo Il, essas
microcoldnias formadas adquirem capacidade de resisténcia antimicrobiana e deslocamento.
O ultimo estagio de desenvolvimento dos biofilmes, estagio 5 ou fase de disperséo, é marcado
pela ruptura ou descolamento do biofilme maduro em forma de células plancténicas ou
agregados celulares que vao garantir a propagacao e a autorrenovacao dessa forma de vida.
Acredita-se que as células destacadas podem colonizar ou infectar novos ambientes
(superficies ou tecidos vivos) e retornar ao modo planctonico de crescimento ou iniciar a
formacéo de novos biofilmes (STOODLEY et al., 2002; MONROE, 2007).

Os biofilmes microbianos tém se tornado cada vez mais reconhecidos como causa da
cronicidade de feridas (STOFFEL; KOHLER RIEDI; HADJ ROMDHANE, 2020). A
discussao a respeito da influéncia do biofilme no atraso da cicatrizacdo das feridas tornou-se
frequente no século XXI, inclusive com surgimento de proposta sobre a avaliacdo e
identificacdo clinica do biofilme (METCALF, BOWLER, HURLOW, 2014; HURLOW,
BOWLER, 2012) e os tratamentos tOpicos para a sua erradicacdo e impedimento de sua
recomposicdo (PERCIVAL et al.,, 2017; PERCIVAL, 2018). Nas feridas conicas héa
coabitacdo de muitas espécies bacterianas que cooperam para promover a prépria
sobrevivéncia e a natureza cronica da inflamacédo e infeccdo (DOWD et al., 2008). Poucos
estudos realizaram pesquisas extensas sobre as populacdes de bactérias presentes em
diferentes tipos de biofilmes de feridas cronicas (DOWD et al., 2008).

O Center for Disease and Prevention e o National Institutes of Health estimam que 65% a
80% das infec¢bes humanas sdo causadas por biofilmes (POTERA, 1999; JAMAL et al.,
2018), considerando que estes sdo constituidos por um conglomerado polimérico extracelular,
geralmente composto de DNA extracelular, proteinas e polissacarideos, que ajudam as
bactérias a sobreviver no hospedeiro (RAMOS-GALLARDO, 2016).
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Para a compreensdo do conhecimento gerado sobre o biofilme e sua relacdo com o processo
de cicatrizacdo de ferida cutanea, consultaram-se diferentes bases de dados, nos meses de
setembro e outubro de 2020, utilizando descritores controlados e ndo controlados. Esses
ultimos foram necessarios para aumentar a possibilidade de identificacdo de publicacdes
indexadas sobre o tema. As bases de dados consultadas foram EMBASE, Scopus, The
Cochrane Library Collaboration do Reino Unido (COCHRANE), Cummulative Index to
Nursing and Allied Health Literature (CNAHL), Medical Literature Analysis and Retrieval
System on-line (MEDLINE) por meio da PubMed, além da ScienceDirect que € uma pagina
web operada pela editora anglo-holandesa Elsevier. As estratégias de buscas apresentaram
pequenas variacGes em relacdo a utilizacdo dos descritores e dos operadores boleanos para
ampliar a possibilidade de identificacdo e selecéo de artigos.

Muitos artigos estavam presentes nas duas estratégias de buscas e em mais de uma base. Os
estudos identificados passaram pelo processo de andlise, que inicialmente envolveu a leitura
de titulo e resumo, e aqueles selecionados foram submetidos a leitura na integra que resultou
na selecdo de 23 artigos (Quadro 1).

Quadro 1 - Estratégias usadas nas bases de dados para identificacdo e selecdo de artigos
(2020)

Estratégia Base Artigos
Identificado | Selecionado

ScienceDirect 0 0
Bacterial biofilm AND Wounds and injuries OR (leg CNAHL 15 7
ulcer OR diabetic foot, OR varicose ulcer OR pressure EMBASE 0 0
injury OR induced surgical wound OR excisional wound) MEDLINE 1.742 1
AND NOT (Dental Plaque OR (Dentis$)) Scopus 240 8

COCHRANE 0 0
Biofilm OR (bacterial biofilm OR extracel matrix) AND ScienceDirect 0 0
Wounds and injuries OR (leg ulcer OR diabetic foot, OR CNAHL 3.897 5
varicose ulcer OR pressure injury OR induced surgical EMBASE 0 0
wound OR excisional wound) AND (In Vitro Techniques MEDLINE 1.742 2
OR Models Animal OR Clinical Protocols) AND NOT Scopus 0 0
Dental Plague OR Dentis$ COCHRANE 0 0
Total 23

Fonte: elaborado pela autora.
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Os 23 estudos selecionados (APENDICE A) foram publicados no periodo de 2008 a 2020 e
contemplaram modelo de biofilme in vitro (04), biofilme in vivo no modelo animal (12)
envolvendo rato, camundongo e coelho e estudos de biofilme em feridas agudas ou crénicas
em humanos (07). As tematicas sobre a criacdo de modelo de biofilme, analise da presenca e
composicao do biofilme, fatores predisponentes para a sua formagéo e avaliacdo de produtos,

incluindo coberturas para ruptura do biofilme, estavam presentes nesses estudos.

Os modelos in vitro apresentam limitacfes, com destaque para sua falha em reproduzir o
ambiente do hospedeiro. Esse fato levou a um rdpido desenvolvimento de multiplos modelos
in vivo que também tém suas limita¢es quando implica no uso de animais, sendo as questdes
éticas a principal barreira. Isso explica parcialmente por que os modelos substitutos de nédo
mamiferos, in vitro e in vivo, ainda sdo amplamente usados e continuam a revelar informacdes
importantes sobre a fisiologia do biofilme e tratamentos promissores para infecgdes
relacionadas aos mesmos (LEBEAUX et al., 2013).

Os estudos selecionados permitiram elaborar a revisdo de literatura referente a trés topicos:
“Panorama historico do biofilme in vitro”, “Andlise da producdo do biofilme no modelo

animal” e “Formacdo do biofilme em feridas de humanos”.

3.1 Panorama histérico do biofilme in vitro

As publicacGes apresentam um crescente corpo de evidéncias sugerindo que biofilmes
bacterianos representam um importante pilar na patogénese de feridas cronicas (GURJALA et
al., 2011). Tal fato estd amparado em pesquisas cuja maioria é in vitro ou in vivo no modelo

animal e poucas pesquisas clinicas em humanos.

Na busca realizada nas bases de dados, selecionaram-se quatro artigos cujo biofilme foi

analisado no modelo in vitro (Quadro 2).

Os estudos utilizaram o modelo in vitro para avaliagédo do efeito de tratamentos no biofilme
formado por Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e P. mirabilis. Os tratamentos
avaliados envolveram produtos e tecnologias como a terapia de pressdo negativa, propolis,

enzimas, além do uso de nanoparticulas para disponibilizagdo da prata.
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Quadro 2 - Sintese dos estudos in vitro selecionados nas bases de dados por meio de
estratégia de busca (2020)

Ano Autoria Titulo Proposta
2012 Ngoetal. The effect of topical Modelo de biofilme com Pseudomonas aeruginosa
negative pressure on wound foi desenvolvido para simular biofilmes de feridas.
biofilms using an in vitro Curativo de pressdo negativa tépico foi aplicado ao
wound model. modelo e os efeitos do tratamento tépico curativo de
pressdo negativa nos biofilmes da ferida in vitro
foram examinados usando técnicas de contagem
microbioldgica quantitativa e estudos de imagem.

2016  Ghaseminezhad Ag/Fe304 nanocomposites Apresentacdo da combinagdo de nanoparticulas de
etal. penetrate and eradicate S. Ag com Fe;Os na producdo de nanocompositos

aureus biofilm in an in vitro (NCs) de Ag / FesO, para contornar problemas de

chronic wound model penetragdo tecidual limitada e alta citotoxicidade da
prata no tratamento de infeccOes de feridas, pois elas
penetram e erradicam biofilmes na aplicacdo de um
campo magnético.

2019 Kwiecinska- The impact of ethanol Investigacdo das propriedades antibacterianas do
Pirog extract of propolis on extrato etanélico de propolis (EEP) contra cepas de
etal. biofilm forming by Proteus P. mirabilis isoladas de infeccfes cronicas de feridas

Mirabilis strains isolated e comparagdo de sua atividade biocida com
from chronic  wounds antissépticos selecionados.
infections.

2020 Pirlar et al. Combinatorial ~effects of Avaliacdo da eficacia da tripsina, B-glucosidase, e
antibiotics and enzymes enzimas DNase | na degradacdo de biofilmes de duas
against dual-species espécies de  Pseudomonas  aeruginosa e

Staphylococcus aureus and
Pseudomonas

Staphylococcus aureus em um meio semelhante ao
de uma ferida.

aeruginosa
biofilms in the wound-like
medium.

Fonte: elaborado pela autora.

Os modelos de biofilme in vitro estdo classificados em fechados, abertos e microcosmos. Os
modelos fechados ou estaticos sdo limitados, por exemplo, o modelo de biofilme de colbnia e
placas de microtitulagdo. Os modelos de sistemas abertos ou dindmicos tém principio
semelhante ao de culturas continuas, geralmente permitem o controle de pardmetros
ambientais, como forcas de cisalhamento, e por isso tém sido amplamente utilizados para
estudar a resisténcia fisica e quimica de biofilmes. Entretanto, frequentemente, exigem

habilidades técnicas e equipamentos especializados (LEBEAUX et al., 2013).

Os modelos de biofilme microcosmos incluem mais parametros ambientais e levam em
consideragdo a complexidade e heterogeneidade dos ambientes naturais. Portanto, s&o mais
sofisticados em imitar as condicdes in situ. Repetidas vezes, incluem varias espécies
bacterianas e utilizam material do ambiente estudado, por exemplo, cobertura de superficies

abidticas com células humanas para simular uma situacdo in vivo. Ressalta-se que
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teoricamente os sistemas abertos e fechados podem ser transformados em microcosmos
(LEBEAUX et al., 2013).

Existem varios produtos topicos, com acao antimicrobiana, disponiveis para o tratamento de
feridas, cuja eficacia tem sido demonstrada rotineiramente com microrganismos plancténicos.
Vale ressaltar que, até 0 momento, ndo existe um valor de referéncia para amparar a eficacia
antimicrobiana de produtos para tratamento de feridas em modelos de biofilme. Além disso,
os dados para avaliagdo da eficacia antimicrobiana de produtos em modelos de biofilme
apresentam variados metodos de teste (STOFFEL et al., 2020).

No estudo que avaliou o efeito da terapia de pressdo negativa no modelo de biofilme com P.
aeruginosa, o tratamento topico foi aplicado sobre o biofilme da ferida in vitro e o resultado
foi examinado por meio da técnica de contagem microbiolégica quantitativa e estudos de
imagem com a microscopia confocal de varredura a laser. As caracteristicas arquiteténicas do
biofilme examinadas incluiram: (1) Espessura média: a distancia (mm) entre o topo de um
biofilme e o substrato em que o biofilme reside; (2) Coeficiente de rugosidade: é uma medida
adimensional da variacdo na espessura da superficie de um biofilme. Isso reflete a
heterogeneidade topografica do biofilme; (3) Area de superficie: proporcdo de volume,
calculada como a proporcao da area de superficie total do biofilme no campo de vista dividida
pela biomassa total (volume bacteriano); (4) Distancia de difusdo média; (5) Distancia de
difusdo méaxima. Distancias de difusdo médias e maximas sdo usadas como uma medida das
distancias ao longo das quais, substancias, incluindo nutrientes e outros substratos, tém que se
difundir nos vazios ao redor de um biofilme para alcancar as bactérias que estdo alojadas

dentro da estrutura organizada do biofilme (NGO et al., 2012).

As avaliacoes descritas demonstraram uma pequena reducdo, mas estatisticamente
significativa, das bactérias do biofilme em 2 semanas de tratamento topico com terapia de
pressdo negativa. Quando isso foi combinado com espuma impregnada com prata, a reducao
foi muito mais significativa e observavel dentro de 24 horas. Microscopicamente, também foi
constatado que a terapia de pressao negativa toépica comprimiu a arquitetura do biofilme com

uma reducdo na espessura e distancia de difusdo (NGO et al., 2012).

Os profissionais da préatica clinica tém utilizado diversas coberturas com prata para o controle
da colonizacdo critica ou infeccdo da ferida. Consequentemente, com a utilizacdo de

coberturas com prata, busca-se manejar os biofilmes bacterianos, uma vez que sdo causa
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comum de persisténcia de feridas cronicas e continuam a ser um problema néo resolvido na
microbiologia da infec¢do devido a sua toleréncia aos antibiéticos (GHASEMINEZHADA et
al., 2016).

Por isso, estudos sobre nanoparticulas de prata tém chamado a aten¢cdo como uma alternativa
aos antibidticos para o tratamento de infeccbGes de feridas, mas seu uso € desafiado pela
penetracdo tecidual limitada e alta citotoxicidade. A combinacdo de nanoparticulas de prata
com Oxido de ferro (Fe3Os) na producdo de nanocompdsitos de Ag/FesOs pode contornar
esses problemas, visto que eles penetram e erradicam biofilmes na aplicacdo sobre um campo
magnético. A atividade antibacteriana desse nanocompdsito foi avaliada e confirmada contra
um modelo de biofilme de S. aureus de ferida crénica in vitro e a citotoxicidade avaliada em
fibroblastos humanos. As nanoparticulas de prata podem ser consideradas uma via potencial
para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para o tratamento de infeccdes
cronicas de feridas (GHASEMINEZHADA et al., 2016).

Modelo in vitro com outras bactérias foi usado para avaliar a eficicia de solucGes sobre o
biofilme. Nesse grupo, encontra-se o estudo que avaliou a atividade do extrato etandlico de
propolis perante a formacdo de biofilme por Proteus Mirabilis. O biofilme in vitro foi
formado a partir de seis cepas de Proteus Mirabilis isoladas das feridas com infeccédo cronica
de pacientes, além de uma cepa de referéncia de Proteus Mirabilis (ATCC 29906).
Concentracfes de 25-100 mg/mL do extrato etandlico de propolis inibiram a formacdo de
biofilme Proteus mirabilis e concentracbes de 25-50 mg / mL agiram no biofilme ja formado
(KWIECINSKA-PIROG, 2019). O estudo apresenta uma forte limitagio que é a auséncia da

descricdo dos métodos utilizados para a obtencao dos achados citados.

Outra linha de pesquisa é a busca de estratégias para debelar o biofilme por meio da
destruicdo da substancia polimérica extracelular autoproduzida em biofilmes e envolve as
bactérias que compdem o mesmo. Essa dinamica resulta em uma alta tolerancia das bactérias
do biofilme a antibidticos, fato que predispde a cronicidade da infeccdo e complica a
cicatrizacao de feridas (PIRLAR et al., 2020).

A eficacia das enzimas tripsina, B-glucosidase e desoxirribonuclease | (DNase) na degradagéo
de biofilmes de Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa no meio semelhante a uma
ferida foi confirmada, juntamente com a reducdo da concentracdo minima dos antibidticos

meropenem e amicacina para a erradicacdo do biofilme (PIRLAR et al., 2020). As trés



33

enzimas pertencem a diferentes classes que ttm como alvo os principais componentes do
biofilme (MANN, WOZNIAK, 2012). A mistura de tripsina e DNase | deve ser avaliada nas

feridas da pratica clinica como agente antibiofilme para espécies de S. aureus e P. aeruginosa.

A maioria dos antibidticos ndo consegue remover biofilmes em infecgdes cronicas e a ruptura
da substancia polimérica extracelular € uma das possibilidades para a erradicacdo desses
microrganismos. Portanto, a degradacao dessa estrutura por meio da acdo de enzimas pode

resultar na melhora da cicatrizacdo de feridas cronicas (PIRLAR et al., 2020).

Diversos modelos de biofilme foram usados para avaliacdo de varios produtos comerciais
contendo agentes antimicrobianos topicos comumente usados no tratamento de ferida pelos
profissionais da pratica clinica (GHASEMINEZHADA et al., 2016; STOFFEL et al., 2020;
PIRLAR et al., 2020). Um estudo investigou a acdo do iodo, prata, polihexametileno-
biguanida, octenidina, acido hipocloroso, cloreto de benzalconio e um produto a base de
surfactante contendo poloxamer 188 em cinco diferentes modelos de biofilme in vitro de
complexidade variada. Os patégenos bacterianos que compuseram 0 modelo foram
Staphylococcus, Enterococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Acinetobacter, Klebsiella e
Enterobacter. Os fungos patogénicos como Candida albicans e Candida auris também foram
avaliados. Um modelo de biofilme bacteriano multiespécie também foi utilizado para avaliar
os produtos. Além disso, C. albicans foi usado em combinacdo com S. aureus e P. aeruginosa

em uma versdo do modelo de biofilme polimicrobiano (STOFFEL et al., 2020).

No referido estudo, observaram-se diferencas estatisticamente significativas no desempenho
antimicrobiano entre os tratamentos em cada modelo. A alteracdo das condi¢bes de
crescimento microbiano ou combinagdo de organismos resultou em diferengas significativas

de desempenho para alguns tratamentos (STOFFEL et al., 2020)

Muitos esforcos tém sido feitos para trasladar os resultados de infecgdes relacionadas ao
biofilme in vitro em modelos animais que permitem abordar os desafios diagnosticos e
terapéuticos. Entretanto, faz-se necessario avaliar de forma criteriosa a translacdo do
conhecimento gerado com as pesquisas de bancada, em que sdo utilizados modelos de
mamiferos que estdo mais proximos dos humanos, para a beira do leito (LEBEAUX et al.,
2013).
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3.2 Analise da producéo do biofilme no modelo animal

Sabe-se que a presenca de biofilmes em feridas crénicas humanas é subnotificada (MALONE
et al., 2017) e, por isso a validacdo de modelo in vivo, incluindo aqueles que envolvem
aninais, € essencial para entendimento do mecanismo de formacéo do biofilme e avaliacdo de
produtos utilizados na prevencéo e manejo do mesmo. Os ensaios pré-clinicos controlados (in
vivo) sdo poderosos instrumentos de avaliacdo e de geracdo do conhecimento sobre o biofilme
e tém sido uma alternativa para preencher as lacunas do conhecimento existentes entre a

bancada e a cabeceira do leito, auxiliando nas decisdes clinicas (SCHULTZ et al., 2017).

Os modelos de biofilme in vivo sdo elaborados a partir de feridas trauméticas em animais e
incluem lesdes cutaneas do tipo abrasdes de pele, queimaduras, laceracdes, feridas cirargicas
e excisionais ou fraturas expostas, desenvolvidos em suinos, coelhos, ratos e camundongos.
Nesses modelos, 0s microrganismos mais comumente estudados e associados a infeccdo de
feridas sdo S. aureus e P. aeruginosa (LEBEAUX et al., 2013).

Na busca realizada nas bases de dados, selecionaram-se 12 estudos sobre biofilme in vivo,
incluindo desde a proposta de validagdo de modelo de ferida croénica com biofilme em
animais até avaliacdo da eficacia de produtos e de terapias alternativas para eliminacdo de
biofilme (Quadro 3).

Quadro 3 - Sintese dos estudos sobre biofilme in vivo no modelo animal selecionados nas

bases de dados por meio de estratégia de busca (2020)

Ano Autoria Sintese

Criacéo de um modelo reprodutivel de ferida crénica em camundongos diabéticos
pela aplicacdo de biofilme bacteriano formado a partir da inoculacédo das feridas
cirtrgicas com P. aeruginosa (modelo de transferéncia de biofilme); avaliacdo da
formacdo e desenvolvimento do biofilme em feridas por meio de culturas
quantitativas e microscopia eletronica de transmissdo. Os resultados apontaram
formacdo do biofilme em 24 ap6s inoculacéo das feridas com P. aeruginosa.
Criacédo e validacdo de modelo experimental quantitativo de biofilme formado a
partir da inoculagdo de Staphylococcus aureus em feridas trauméticas em orelha
de coelho. Epifluorescéncia, microscopia eletrénica de varredura e contagem
2011 Gurjala et al. | bacteriana em série revelaram que S. aureus forma rapidamente biofilme maduro
em feridas dentro de 24 horas ap6s a inoculacdo das feridas. O fenétipo do
biofilme cria uma resposta inflamatéria caracteristica, sustentada e de baixo grau,
e prejudica a migracéo epitelial e o crescimento do tecido de granulacéo.
Avaliacdo do impacto de cobertura antimicrobiana [AQUACEL Ag+ Hydrofiber
Dressing, ConvaTec Ltda] em feridas em orelha de coelho infectadas por biofilme
de Pseudomonas aeruginosa.

2010 Zhao et al.

2014 Seth et al.

continua...
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Ano Autoria Sintese

Avaliacdo da solucdo de PVP-I a 1% contra solucdo salina para determinar
reducéo da contagem de bactérias nas feridas abertas criadas nas costas dos ratos
inoculadas com Pseudomonas aeruginosa. Analise histdlogica e a contagem de
bactéria. Espécimes visualizados em microscépio de fluorescéncia.
Avaliagdo das mudancas transcriptdmicas de feridas em orelhas de coelho a
medida que se opdem a infeccao P. Aeruginosa. Usado o sequenciamento de RNA
(RNA-Seq) para gerar transcriptomas e identificar novas espécies de RNAs
2016 Karnaetal. | pequenos ou ndo codificantes. As feridas cujos transcriptomas de RNA-Seq foram
analisados também foram caracterizadas quanto a contagem bacteriana,
morfologia do biofilme e infiltragdo de leucdcitos polimorfonucleares (PMN),
mondcitos e macréfagos.
Avaliacdo do efeito da pressdo negativa na motilidade de P. aeruginosa [in vitro]
e o efeito de terapia de pressdo negativa em fatores de viruléncia e biofilmes de
2018 Guogi etal. | orelha de coelho [in vivo]. A estrutura do biofilme foi estudada com microscopia
de fluorescéncia e microscopia eletrénica de varredura. Contagens de bactérias
viaveis e parametros histoldgicos de cicatriza¢do de feridas foram medidos.
Efeito da cobertura de fibra gelificante com prata usando modelo de biofilme de
ferida espessura parcial em porco inoculada com Pseudomonas aeruginosa ATCC
2019 Davis et al. 27312. Microscopio foi usado para coleta de imagens digitais. Agregados
bacterianos no biofilme da ferida foram detectados com base na sobreposicéo de
um sinal especifico da espécie (vermelho) e DNA (azul).
Criacdo de modelo de biofilme Pseudomonas aeruginosa em gueimadura feita no
rato com analise das caracteristicas do biofilme. Sangue e tecido foram coletados
para hemograma completo, contagem de unidades formadoras de colénia (UFC),
expressdo do gene do biofilme, histologia, microscopia eletrénica de varredura e
atividade da mieloperoxidase na escara de queimadura.
Feridas com biofilme Staphylococcus aureus resistente & meticilina (MRSA) em
camundongos diabéticos. Nanoparticulas (NP) de poli (&cido lactico-co-glicolico)
(PLGA) como polimero formador de NP e polietilenimina / diazeniodiolato (PEI /
NONOate) com capacidade de se ligar a matriz de biofilme sdo desenvolvidas
para facilitar a entrega de 6xido nitrico (ON) a ferida infectada por biofilme
MRSA.
Analise da hipotese que altos niveis de estresse oxidativo (OS) levam ao
desenvolvimento de feridas cronicas, promovendo a colonizagédo de bactérias
continua...
2020 Kim et al. formadoras de biofilme sobre bactérias comensais / benéficas no modelo de
camundongo diabético para feridas cronicas onde biofilmes patogénicos se
desenvolvem naturalmente ap6s a inducdo de alta OS imediatamente apds o
ferimento.
Produtos comerciais contendo o0s agentes antimicrobianos topicos comumente
usados: iodo, prata, polihexametileno biguanida, octenidina, acido hipocloroso,
cloreto de benzalc6nio e um tépico a base de surfactante contendo poloxamer 188.
Continua...
2020 Stoffel etal. | Cinco diferentes modelos de biofilme in vitro de complexidade variada foram
usados, incorporando  varios patogenos  bacterianos:  Staphylococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pseudomonas, Acinetobacter, Klebsiella e
Enterobacter. Os fungos patogenos Candida albicans e Candida auris e alguns
produtos foram avaliados no modelo in vivo (camundongo) de biofilme.

2016 Kanno et al.

Brandenburg

e et al.

2019 Hasan et al.

Fonte: elaborado pela autora.

Considerando que feridas cronicas dos pacientes diabéticos sdo caracterizadas por altos niveis
de estresse oxidativo e frequentemente sdo colonizadas por bactérias formadoras de biofilme,
0s pesquisadores realizaram estudo no modelo de ratos para feridas crénicas. O estudo visou

elucidar a hipotese que altos niveis de estresse oxidativo levam ao desenvolvimento de feridas
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cronicas, promovendo a colonizagdo de bactérias formadoras de biofilme sobre bactérias
comensais / benéficas (KIM et al., 2020).

Os resultados confirmaram que feridas crénicas, com altos niveis de estresse oxidativo,
tinham baixa diversidade bacteriana e foram colonizadas por varias bactérias formadoras de
biofilme clinicamente relevantes, como Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,
Corynebacterium frankenforstense e Acinetobacter sp. Houve tendéncias populacionais
unicas, por exemplo, P. aeruginosa associada ao desenvolvimento agressivo de biofilme,
enquanto Staphylococcus xylosus estava presente apenas logo apds a confeccdo do ferimento.
Esses achados confirmaram que altos niveis de estresse oxidativo na ferida alteraram
significativamente o microbioma da ferida bacteriana, diminuindo a diversidade e
promovendo a colonizacdo de bactérias da microbiota da pele para formar biofilme (KIM et
al., 2020).

Em contraste, as feridas em cicatrizacdo foram colonizadas por um microbioma bacteriano
diverso e dindamico que nunca desenvolveu biofilmes, embora bactérias formadoras de
biofilme estivessem presentes. VVarias espécies clinicamente relevantes que estdo presentes em
feridas cronicas humanas, como Cutibacterium acnes, Achromobacter sp., Delftia sp. e

Escherichia coli, estavam fortemente associadas a cicatrizacdo de feridas (KIM et al., 2020).

As bactérias citadas podem servir como bioindicadores de cicatrizacdo e participar ativamente
dos processos de cicatrizacdo de feridas e impedir que bactérias patogénicas colonizem a
ferida. O modelo de ferida cronica utilizado fornece o microambiente correto que possibilitara
0 estudo de interacdes bacterianas que levam a cicatrizacdo de feridas ou desenvolvimento de
feridas cronicas (KIM et al., 2020).

Dos 12 estudos sobre biofilme in vivo, 3 apresentaram propostas de validacdo de modelo de
biofilme em camundongos diabéticos, ratos e em coelhos brancos da Nova Zelandia. Os
modelos envolveram Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus na inducdo da

formacéo do biofilme.

O modelo de ferida crénica em camundongos diabéticos teve formacéo de biofilme induzido
por Pseudomonas aeruginosa. A analise histologica mostrou extensa infiltracdo de células
inflamatdrias, tecido necrético e hiperplasia epidérmica adjacente. Culturas quantitativas e
microscopia eletrbnica de transmissdo demonstraram que a maioria das bactérias estava na

crosta acima do leito da ferida, e ndo no tecido da ferida (ZHAO et al., 2010).
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Outro estudo apresenta modelo de infecgdo de biofilme in vivo desenvolvido em queimadura
por escaldadura feita em ratos Sprague-Dawley. E considerado valioso para testar novos
agentes antibiofilmes para tratamento de queimaduras (BRANDENBURG et al., 2019).

Imediatamente ap6s a realizacdo de queimadura nos ratos, 100 ul de Pseudomonas
aeruginosa em solugdo salina tamponada com fosfato foram espalhados sobre a superficie da
ferida. InfeccBes de biofilme robustas ocorreram em ~ 1x10° unidades formadores de colonia
(UFC)/g de tecido queimado em 7 dias. Expressao de genes de alginato de P. aeruginosa e
outros fatores de viruléncias na area de queimadura indicaram a formagao de biofilme maduro
dentro da escara (tecido necrético). A infeccdo por P. aeruginosa causou respostas imunes
locais e sistémicas demonstradas por alteracbes na contagem de neutrdfilos sistémicos,
histologia e atividade de mieloperoxidase. A microscopia eletrénica de varredura mostrou P.
aeruginosa enredada em uma matriz extracelular na superficie da queimadura a 500-600 um
de profundidade (BRANDENBURG et al., 2019).

O modelo de biofilme em coelho foi indispensavel para a realizacdo de uma série de estudos
piloto manipulando e testando as variaveis, por exemplo, localizacdo, tamanho e nimero de
feridas por orelha, profundidade da ferida, tempo de inoculacdo da bactéria, tempo de
tratamento com antibidtico, tipo de cobertura absorvente, tempo de trocas de curativos e
duracdo do periodo de cicatrizacdo de ferida (GURJALA et al., 2011).

O modelo do coelho utilizou Staphylococcus aureus cepa UAMS-1, marcada com proteina
verde fluorescente. Os resultados foram avaliados com a epifluorescéncia e microscopia
eletrbnica de varredura que revelaram que S. aureus, dentro de 24 horas apds inoculagédo
rapidamente tomou a forma de biofilme maduro em feridas. A persisténcia da viabilidade do
biofilme ao longo do tempo foi confirmada pela contagem bacteriana e imagem confocal de
varredura a laser. A analise histologica, por meio dos marcadores inflamatdrios, confirmou
que o fenodtipo do biofilme cria uma inflamagédo caracteristica, sustentada, de baixo grau de
resposta, e que o biofilme prejudica o crescimento de tecido de granulacdo e a migracao
epitelial ao longo do tempo, constatando a importancia de biofilmes bacterianos na
patogénese de feridas crénicas (GURJALA et al., 2011).

O modelo validado de biofilme em coelho foi utilizado posteriormente para avaliar o impacto
de uma cobertura de hidrofibra com prata impregnada com cloreto de benzetonio e acido

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Aquacel® Ag+ Hydrofiber Dressing®) em feridas



38

infectadas por biofilme de Pseudomonas aeruginosa. Analises confirmatdrias foram
realizadas para medir o impacto do tratamento em P. aeruginosa in vitro e em feridas
polibacterianas in vivo formadas por P. aeruginosa e Staphylococcus aureus no modelo de
biofilme em coelho. Analise histologica, contagem de bactérias e microscopia eletronica de
varredura foram usadas para avaliagdo dos resultados. A cobertura avaliada diminuiu
consistentemente a contagem de bactérias de P. aeruginosa e polibacterianas (p <0,05), além
da melhoria na cicatrizacdo de feridas comparada com os controles (p <0,05) (SETH et al.,
2014).

Pode-se considerar que o estudo citado apresenta evidéncia quantificavel e consistente in vivo
do impacto de uma cobertura antimicrobiana tépica contra o biofilme estabelecido da ferida.
Entretanto, requer estudos clinicos com a referida cobertura na avaliacdo da efetividade no

tratamento de feridas em humanos.

A cobertura hidrofibra com prata utilizada no estudo anterior foi comparada com cobertura de
fibra gelificante com prata em um modelo de biofilme de ferida porcina. Feridas profundas de
espessura parcial foram realizadas e inoculadas com Pseudomonas aeruginosa ATCC 27312 e
cobertas com filme de poliuretano para promover a formacéo de biofilme. A seguir, as feridas
foram divididas em grupos conforme tratamento recebido: i-cobertura de fibra gelificante com
prata (Exufiber® Ag+; Mdlnlycke Health Care), cobertura de fibra gelificante sem prata (ndo
disponivel comercialmente), cobertura de hidrofibra com prata impregnada com cloreto de
benzetdnio e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (Aquacel® Ag+ Hydrofiber
Dressing®), sendo comparadas ao grupo ndo tratado. Os resultados foram amparados em

avaliacBes microbioldgicas e histologicas do biofilme (DAVIS et al., 2019).

O tratamento com cobertura de fibra gelificante com prata resultou em reducdo significativa
do biofilme de P. aeruginosa quando comparado a todos os outros grupos de tratamento, além

disso, resultou no descolamento do biofilme da ferida (DAVIS et al., 2019).

Pesquisa posterior avaliou a eficacia de cinco coberturas de fibra gelificante contendo prata
contra biofilmes de uma unica espécie e multiespécies usando modelos de teste in vitro
validados internamente e acreditados por Orgao responsavel. Neste estudo, utilizaram-se
biofilmes de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans de uma e
de multiespécies. Em modelos in vitro de uma Unica espécie, todas as cinco coberturas

antimicrobianas foram eficazes na erradicacdo das bactérias do biofilme Staphylococcus
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aureus e Pseudomonas aeruginosa. Entretanto, apenas uma cobertura (tecnologia de
hidrofibra com combinacdo de antibiofilme / tecnologia antimicrobiana) foi capaz de erradicar
o biofilme de espécie unica de Candida albicans mais tolerante. A mesma cobertura foi capaz
de erradicar biofilmes de multiespécies de forma que nenhum organismo viavel fosse
recuperado (SULEMAN et al., 2020).

Pesquisas sobre coberturas de hidrofibra trouxeram implica¢bes clinicas importantes,
especialmente para feridas criticamente colonizadas por bactérias gram-negativas formadoras
de biofilme, considerando que essas coberturas sdo utilizadas pelos profissionais, inclusive
brasileiros, para o tratamento de pacientes com feridas, acompanhados nos servicos de saude.

Outro estudo apresentou a formacdo de biofilme de P. aeruginosa em uma cobertura
bioldgica disponivel comercialmente no Brasil (Biobrane®), classificada como substituto
cuténeo biossintético (BRANDENBURG et al., 2015); formada por membrana bilaminada,
constituida por rede de nailon preenchida com colageno porcino tipo | (andlogo dérmico) e
recoberta por fina lamina de silicone (andlogo epidérmico); possui pequenos poros que
permitem a drenagem do exsudado, sendo considerado um substituto semipermeavel para
tratamento de queimaduras; possibilita que fibroblastos e capilares invadam a ferida e possam
reparar o defeito dérmico (FERREIRA et al., 2011).

As células bacterianas e a matriz de biofilme aderente & cobertura biol6gica foram
visualizadas por meio da microscopia eletonica de varredura, confirmando que o D-/L-
triptofano inibiu a formacdo de biofilme de P. aeruginosa sobre a cobertura de maneira
dependente da dose e ndo foi diretamente citotdxico para ceratindcitos humanos, embora
houvesse alguma reducdo do metabolismo celular ou atividade enziméatica. Na segunda fase
da pesquisa, o biofilme formado na cobertura bioldgica foi transferido para as feridas
confeccionadas nos camundongos, confirmando que o D-/L-triptopano ndo prejudicou a
cicatrizacdo de feridas. Inclusive, houve melhora quando a cobertura com biofilmes de P.
aeruginosa tratada com D-/L-triptofano foi comparada com coberturas ndo tratadas
(BRANDENBURG et al., 2015).

A capacidade do triptofano de inibir formacgéo de biofilme bacteriano, juntamente com sua
falta de toxicidade, faz com que esse componente seja Util no desenvolvimento de produtos ou

até mesmo venha a integrar coberturas ja existentes. O interessante é que esse arsenal possa
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ser utilizado no tratamento de feridas crénicas que ndo cicatrizam com o intuito de inibir a

formagé&o de biofilme e promover a cicatrizacéo.

O efeito da solucdo de polivinilpirrolidona-iodo 1% (PVP-I) foi avaliado contra solucéo salina
na reducgdo da contagem bacteriana na superficie da ferida e tecido ao redor e implicagdes na
cura da ferida. Neste estudo, as feridas foram criadas nas costas dos ratos Sprague Dawley e
inoculadas com Pseudomonas aeruginosa. As feridas foram mantidas cobertas, sendo
irrigadas diariamente com PVP-1 1% por meio de seringa com ponta de pulverizagdo. Os
resultados foram avaliados com anélise histologica e contagem bacteriana e 0s espécimes
visualizados por microscopia de fluorescéncia. Houve contagem bacteriana reduzida na
superficie da ferida e area ao redor em comparacdo com a irrigacdo salina (KANNO et al.,
2016).

Os autores do estudo citado constataram dificuldade em avaliar a fixagdo bacteriana e a
formacdo do biofilme por observacdo macroscopica apenas porque a superficie das feridas
apresentava aparéncia semelhante. Os resultados indicaram que a irrigacdo com PVP-I 1% foi
uma maneira eficaz de reduzir a contagem bacteriana na superficie da ferida e a

impossibilidade de identificagdo macroscopica do biofilme (KANNO et al., 2016).

A terapia de pressao negativa, utilizada na pratica clinica no tratamento de feridas crénicas,
foi empregada em estudo in vitro e in vivo envolvendo ferida em orelha de coelho para
avaliagdo do seu efeito na motilidade de P. aeruginosa, em fatores de viruléncia e estrutura do
biofilme (GUOQI et al., 2018).

Em comparagdo com o grupo controle, o tratamento com terapia de pressdo negativa resultou
em reducdo significativa na expressao de todos os fatores de viruléncia testados, incluindo
exotoxina A, ramnolipideo e elastase (p = 0,01), além de melhores pardmetros histolégicos (p
= 0,01), diminuicdo da contagem de bactérias (p = 0,05), reducdo significativa dos
componentes do biofilme (DNA extracelular) (p = 0,01) verificada por microscopia de
fluorescéncia e microscopia eletronica de varredura (GUOQI et al., 2018).

O tratamento com terapia de pressdo negativa confirmou que a tecnologia é eficaz para
reduzir os fatores de viruléncia e os componentes do biofilme, o que pode explicar o aumento

da cicatrizacdo de feridas na prética clinica.
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Os achados reforcam a importancia de ndo apenas avaliar produtos antimicrobianos para
tratamento de feridas em modelos de biofilme in vitro, mas também de usar diferentes
modelos, incluindo in vivo, para obter uma compreensdo abrangente da eficacia dos produtos.
O estudo citado apresenta algumas limitacdes, por exemplo, ndo envolver o uso da

microscopia eletronica para avaliagdo do biofilme.

O modelo in vivo camundongos diabéticos foi utilizado para avaliar a capacidade do 6xido
nitrico (NO) na dispersdo do biofilme. Para um tratamento eficaz de feridas infectadas por
biofilme Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), o 6xido nitrico precisa ser
fornecido a matriz do biofilme de uma maneira sustentivel devido a sua meia-vida curta e
distancia de difusdo limitada (HASAN et al., 2019).

No estudo, nanoparticulas (NP) do copolimero poli (&cido lactico-co-glicélico) (PLGA)
dopadas com polietilenimina / diazeniumdiolate (PEI / NONOQate) (PLGA-PEI / NO NP) que
tem capacidade de se ligar a matriz de biofilme foram utilizadas para facilitar a entrega de
oxido nitrico a ferida infectada por biofilme. Uma das avaliacdes envolveu a microscopia
eletrénica confocal. Nanoparticulas PLGA-PEI / 6xido nitrico aceleraram a cura de feridas
infectadas por biofilme em camundongos diabéticos, além de ter reduzido a carga bacteriana e
dispersado completamente o biofilme. Os resultados sugerem que as nhanoparticulas
liberadoras de Oxido nitrico que se ligam a biofilme representam um sistema de entrega de
Oxido nitrico promissor para o tratamento de feridas cronicas infectadas por biofilme
(HASAN et al., 2019).

Para avaliacdo do biofilme, alguns estudos utilizaram outras estratégias, além da microscopia
eletronica, por exemplo, avaliagdo da expressdo génica do genoma (transcriptoma de RNA-
Seq). Estudo realizado no modelo de ferida excisional de orelha de coelho de espessura
dérmica total analisou alteracBes transcriptdmicas de biofilme P aeruginosa. Utilizou-se o
sequenciamento de RNA (RNA-Seq) para gerar transcriptomas porque quantifica as
transcricbes de forma eficaz e precisa, pode delinear os limites da transcricdo e identifica
novas espécies de RNA pequenos ou ndo codificantes. Constatou-se que a medida que a
infeccdo ativa se intensifica a contagem de RNAs ndo codificantes permanece super-
representada entre 0s genes regulados negativamente. Entretanto, apés 5 e 9 dias, essas
contagens nas feridas dos controles diminuiram, ao passo que aumentaram nas feridas
infectadas com biofilme e com problemas de cicatrizagcdo. Esses achados sugerem uma

mudanca sequencial e coordenada nos niveis de transcritos de varias classes principais de
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RNAs ndo codificantes em células de feridas caracterizando a transicdo da fase inflamatéria
para a fase de proliferacdo e cura (KARNA et al., 2016).

3.3 Formacéo do biofilme em feridas de humano

As buscas nas bases de dados permitiram selecionar seis artigos a respeito de estudos de

biofilme realizados com amostras de feridas de humanos (Quadro 4).

Quadro 4 - Sintese dos estudos sobre biofilme in vivo em feridas de humanos selecionados

nas bases de dados por meio de estratégia de busca (2020)

Ano Autoria Sintese

Descricao da utilizacdo da amplificacdo ribossomal parcial e pirosequenciamento
(PRAPS) para observar o nivel da diversidade microbiana em feridas cronicas,
combinado com mais dois métodos moleculares tradicionais; amplificacdo
ribossdmica completa, clonagem e sequenciamento Sanger (FRACS) e parcial
amplificacdo ribossomal, eletroforese em gel de gradiente de densidade (DGGE) e
sequenciamento Sanger (PRADS). Foram utilizadas para pesquisar as principais
bactérias que formam biofilmes patogénicos de trés tipos de feridas cronicas:
Ulceras de peé diabético, Ulceras venosas e lesdes por pressao.

Descri¢do abrangente das caracteristicas microbianas de 15 feridas cronicas, pela
2011 Han et al. amostra de tecido. Usado pirosequenciamento de alto rendimento e microscopia de
epifluorescéncia.

Caso-controle. Fatores de risco para formacéo de biofilme. Avaliacdo da produgéo
de biofilmes bacterianos como um fator de risco potencial para infeccdes

2008 Dowd et al.

2014 Akersetal. | persistentes nas feridas de militares. As relacfes entre as cepas bacterianas de cada
espécie individual foram avaliadas por eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE).

Descri¢do de um caso de ferida cronica em paciente queimado. Atenc¢do especial é
dada & relacdo biofilme-ferida crénica. Ao remover o tecido de granulagdo foi
Ramos- . LA, : > e
2016 possivel diminuir a quantidade de biofilme, melhorar a condicdo e fazer novo
Gallardo : ;
procedimento para fechar a ferida, como enxerto de pele. O estudo contou apenas
com avaliagdo clinica.
Avaliacdo da composicao e distribuicdo bacteriana em feridas epidérmicas agudas
2018 Bay et al. feitas em pele de pessoas saudaveis. A bidpsia das feridas foi avaliada por
microscopia confocal de varredura a laser.
Estudo transversal para examinar a propor¢do de remogdo de biofilme por
desbridamento ultrassénico em lesGes por pressdo [Estudo 1] e estudo de coorte
retrospectivo para examinar a eficacia do sistema de tratamento de feridas com
base em hiofilme (BWCS) para a cura de feridas cronicas [Estudo 2].

2019 Mori et al.

Fonte: elaborado pela autora.

O primeiro estudo selecionado a respeito da teméatica em humanos foi publicado em 2008 e os
pesquisadores utilizaram a amplificagdo ribossdmica parcial e pirosequenciamento para
identificar a diversidade microbiana em feridas cronicas, combinado com dois métodos

moleculares mais tradicionais: i-amplificacdo ribossémica completa, clonagem e
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sequenciamento Sanger; ii- amplificacdo ribossomal parcial, eletroforese em gel de gradiente
de densidade e sequenciamento Sanger. A avaliacdo forneceu dados abrangentes das
populacdes microbianas que, geralmente, estdo presentes em biofilmes de trés tipos de tipos
de feridas cronicas mais prevalentes nos usuarios dos servicos de salde: Ulceras venosas,
Ulceras do pe diabético e lesdes por pressdo (DOWD et al., 2008). Entretanto, a microscopia
eletronica néo foi utilizada para confirmacéo do biofilme.

No referido estudo, grandes populactes especificas de bactérias foram evidenciadas nos trés
tipos de feridas analisadas, incluindo Staphylococcus, Pseudomonas, Peptoniphilus,
Enterobacter, Stenotrophomonas, Finegoldia e Serratia spp. Cada um dos tipos de feridas
revelou diferencas marcantes nas populacdes bacterianas. Os resultados das analises
moleculares também foram comparados aos obtidos usando diagndsticos tradicionais
baseados em cultura. Apenas em um tipo de ferida os métodos de cultura identificaram
corretamente a populacdo bacteriana primaria, indicando a necessidade de métodos
diagnosticos aprimorados (DOWD et al., 2008).

O estudo traz a limitacdo da ndo utilizacdo da microscopia eletrénica, considerando que
biofilme ndo pode ser identificado em culturas tradicionais e a microscopia éptica e eletrénica
sdo necessarias para fazer o diagnéstico (RAMOS-GALLARDO, 2016). Entretanto, 0s
autores da pesquisa nomearam de biofilme, mesmo sem a comprovacdo por microscopia

eletrénica.

Resultados semelhantes foram obtidos em outro estudo por meio de analises moleculares com
eletroforese em gel de gradiente desnaturante e de sequéncia na andlise de 27 amostras de
feridas cronicas e revelaram diversas comunidades polimicrobianas, incluindo bactérias

estritamente anaerdbias, ndo reveladas por cultura tradicional (JAMES, et al., 2008).

Vale ressaltar que, na pele normal de um adulto, os niveis bacterianos estimados sdo de até 2
milhdes de bactérias por centimetro quadrado. A variedade de microrganismos isolados das
superficies da pele é altamente dependente das técnicas de cultura utilizadas e das
caracteristicas do hospedeiro, por exemplo, idade, sexo, etnia e regido anatdbmica. Populacéo
bacteriana comumente isolada inclui espécies de Staphylococcus, Corynebacterium,
Propionobacterium, Micrococcus, Brevibacterium e Acinetobacter (RAMOS-GALLARDO,
2016).
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Novas técnicas tém sido empregadas para o diagnéstico das bactérias. A PNA FISH é uma
delas, que combina a simplicidade dos procedimentos de coloragdo tradicionais com o
desempenho exclusivo das sondas acido nucleico peptidico (PNA) para fornecer um

diagnostico rapido e preciso de doencas infecciosas (PRUDENT et al., 2018).

A descricdo de forma abrangente das caracteristicas microbianas de feridas cronicas requer
técnicas investigativas apuradas, uma vez que feridas cronicas contém comunidades
polimicrobianas complexas de organismos sésseis que foram subestimados devido as

limitacOes da tecnologia de cultura padrdo (HAN et al., 2011).

Esse dado foi confirmado pelo estudo conduzido com amostras de tecido obtidas de 15
pacientes com feridas crénicas. Culturas bacterioldgicas padrdo permitiram identificar uma
média de trés espécies bacterianas comuns para as feridas. Entretanto, o pirosequenciamento
de alto rendimento revelou aumento da diversidade bacteriana chegando a uma média de 17
géneros em cada ferida. Encontraram-se proporcdes aumentadas de anaerdbios, bastonetes
Gram-negativos e cocos Gram-positivos em feridas crbnicas, além de populacGes
significativamente menores de Propionibacterium em comparagcdo com a pele normal. Por
meio da microscopia de epifluorescéncia, as bactérias da ferida foram visualizadas em
biofilmes altamente organicos, confluentes, espessos e aninhados ou como células bacterianas
individuais dispersas (HAN et al., 2011).

O processo de cicatrizagdo das feridas cronicas, especialmente as Ulceras venosas, lesdes por
pressdo e Ulceras de pé diabético, geralmente evolui para um estado de cronicidade
(BJARNSHOLT, et al., 2008). Ha autores que explicam que essa situacdo, pelo menos em
parte, é causada pela erradicacdo ineficiente de patdgenos infecciosos e oportunistas (KIM et
al., 2020).

Pesquisadores analisaram secdes de feridas cronicas por hibridizacdo fluorescente in situ e
encontraram microcol6nias distintas, analogas as estruturas basais de biofilmes bacterianos.
Biofilmes in vitro de P. aeruginosa produzem um mecanismo que oferece protecdo contra a
atividade fagocitica dos leucdcitos polimorfonucleares (PMN) suscitando a hip6tese de que a
presenca de P. aeruginosa em biofilmes e a falta de eliminagdo concomitante por esses
leucdcitos séo as principais causas de erradicacéo ineficiente por tratamento com antibidticos
e atividade antimicrobiana do sistema imune inato, respectivamente (BJARNSHOLT et al.,
2008)
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Pesquisa publicada em 2008 sobre biofilme em feridas de humanos é citada em diversos
estudos. Ela foi realizada com amostra de 77 feridas cronicas, incluindo lesdo por presséo,
Ulcera venosa e por diabetes mellitus nos pés, e contou com uma amostra de 16 feridas
agudas. O biofilme foi identificado por meio das microscopias de luz e eletrdnica de varredura
nas analises de 50 feridas cronicas e 16 agudas, sendo que o biofilme foi identificado em 30
(60%) feridas cronicas e 1 (6%) aguda (JAMES, et al., 2008).

No referido estudo houve diferenca estatisticamente significativa (p <0,001) entre a
prevaléncia de biofilme bacteriano em feridas cronicas em relagéo a feridas agudas, achado
que fornece evidéncias de que os biofilmes podem ser abundantes em feridas cronicas
(JAMES, et al., 2008).

A producdo de biofilmes bacterianos como um fator de risco potencial para infeccGes
persistentes foi investigada com militares que tinham feridas. Os 35 casos (representando 25
pacientes com feridas, com isolados bacterianos do mesmo organismo coletados com 14 dias
de intervalo) foram comparados aos 69 controles (60 pacientes com feridas com isolados
bacterianos ndo recorrentes), que foram combinados por organismo e doenca infecciosa
(AKERS et al., 2014).

As relacBGes entre as cepas bacterianas de cada espécie individual foram avaliadas por
eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE). No total, 235 isolados bacterianos foram
testados para a formacdo de biofilme na andlise caso-controle. A formacdo de biofilme foi
significativamente associada a persisténcia de infeccdo e resisténcia a multiplas drogas,
requisitos de transfusdo de concentrado de hemacias nas primeiras 24 horas, visitas a sala de
operacdo antes e na data da infeccdo diagnostico, localizacdo anatémica da ferida infectada e
a ocorréncia de infeccBes polimicrobianas foram também fatores de risco significativos para
infeccdes persistentes. O estudo apresenta o poder estatistico da analise limitado em razédo do
pequeno tamanho da amostra, impossibilitando uma andalise multivariada (AKERS et al.,
2014).

A composicdo e distribuicdo bacteriana também foram avaliadas na fase aguda de feridas
epidérmicas padronizadas e na pele ndo ferida por meio de um estudo de tecnologia molecular
in situ comparada a cultura convencional. Nesse estudo, 28 bolhas de sucgéo foram feitas nas

nadegas de 26 voluntarios saudaveis. Quatro feridas foram biopsiadas imediatamente apés
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confeccéo e as 24 restantes foram tratadas diariamente com agua deionizada estéril e coberta
com cobertura retentora de umidade (BAY et al., 2018).

No dia 4 pos-ferimento, os esfregacos foram obtidos para a cultura das feridas e pele
adjacente, e as feridas, incluindo pele adjacente, foram extirpadas. As sec¢des de tecido foram
coradas com 4&cido nucleico de peptideo (PNA), sondas de hibridizacdo in situ de
fluorescéncia (FISH) e avaliadas por microscopia confocal de varredura a laser. Agregados
bacterianos eram mais comuns (p = 0,0084) e maiores (p = 0,0083) nas bordas da epiderme
das feridas agudas do que na pele adjacente, indicando inicio do estabelecimento de um
biofilme (BAY et al., 2018).

Para a identificacdo do biofilme, tem-se a proposta da utilizacdo do wound blotting,
desenvolvido recentemente para visualizar o biofilme de forma nédo invasiva e rapida. Ele
pode direcionar o desbridamento ultrassonico, ja disponivel para a remocdo do biofilme
(MORI et al., 2019).

Estudo foi realizado com objetivo de investigar a eficacia do "sistema de tratamento de feridas
com base em biofilme (BWCS)". A mediana da propor¢do de remocdo de biofilme foi de
38,9% para lesdes por pressdo tratadas com tratamento padrao e 65,2% para aquelas tratadas
com desbridamento ultrassdnico (p= 0,009). A proporcdo de cicatrizacdo de feridas em 90
dias foi significativamente maior em feridas tratadas com BWCS do que naquelas tratadas
com o cuidado padrdo (p = 0,001). Diante dos achados, 0 BWCS, pode ser uma estratégia
terapéutica promissora para visualizar biofilmes que ndo sdo acompanhados por tecido

necrotico e promover a cicatrizacdo em feridas cronicas (MORI et al., 2019).

A necessidade de confirmar a presenca de biofilme na ferida foi identificada no relato de caso
de ferida crénica em paciente queimado com suspeita de biofilme que demandou atencéo
especial na relacdo biofilme-ferida cronica. Ao remover o tecido de granulacdo foi possivel
diminuir a quantidade de biofilme, melhorar a condicdo e fazer outro procedimento para
fechar a ferida, como enxerto de pele. O estudo envolveu apenas avaliacéo clinica da ferida,
incluindo a suspeita de biofilme (RAMOS-GALLARDO, 2016).

Diante do apresentado, dados os efeitos prejudiciais do biofilme na cicatrizacdo de feridas,
modelos de biofilme in vitro rigorosos sdo cada vez mais necessarios para investigar a
eficacia dos produtos antimicrobianos, incluindo as coberturas antimicrobianas. E também

importante a utilizagdo de modelos de biofilme in vivo (animal) bem estabelecidos, de
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complexidade crescente, para a diferenciacdo no desempenho de coberturas com tecnologia
antibiofilme/antimicrobiana combinada com aqueles com propriedades antimicrobianas

isoladas, considerando as limitagdes de estudos clinicos para a realizagcdo dessa avaliacao.

Os resultados obtidos com a revisao sinalizam a necessidade de desenvolvimento de estudos
para avaliacdo de ferramentas de diagnostico molecular, que possam ser usadas na préatica
clinica para identificar as composi¢ées da comunidade bacterianas presentes nos biofilmes
patogénicos de feridas cronicas e nas infecgbes. E importante considerar que os biofilmes
microbianos tém sido reconhecidos como causa da cronicidade de feridas, mas nédo existe um
valor de referéncia alvo para a eficacia antimicrobiana de produtos para tratamento de feridas

em modelos de biofilme.

Além disso, os dados sobre a atividade antimicrobiana de produtos em modelos de biofilme
estdo diversificados por muitos métodos de teste em uma variedade de estudos. Existem
varios produtos antimicrobianos topicos de tratamento de feridas disponiveis para uso, no
entanto sua eficacia tem sido demonstrada rotineiramente com microrganismos plancténicos
ou, ainda, os estudos discursam sobre a eficacia do produto com base apenas em resultado de
culturas e, com isso, ndo avaliam ou ndo descrevem a técnica utilizada para a comprovagao

fisica e ultraestrutural do biofilme nas feridas.
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Tipo de estudo e Campo de Estudo

Trata-se de estudo pre-clinico, de natureza translacional e quantitativa. Os procedimentos
experimentais desta pesquisa foram realizados no Laboratorio de Angiogénese e Células-
tronco do Departamento de Fisiologia e Biofisica, do Laboratorio de Agentes Bioterapéuticos
do Departamento de Microbiologia, ambos pertencentes ao Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG) e no Centro de Microscopia da
UFMG.

4.2 Aspectos éticos

O presente projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMG sob o n° de protocolo 87/2015 (ANEXO B).

4.3 Animais

Para execucdo deste projeto, utilizaram-se camundongos saudaveis, isogénicos, machos, da
linhagem C57BL/6, com idade de aproximadamente 8 a 12 semanas e peso corporal entre 20
e 30 gramas. Os animais foram fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). Para a realizacdo dos procedimentos
experimentais, consideraram-se os parametros de bem-estar animal conforme recomendacdes
da Orientacdo Técnica n°® 12, do ano de 2018, do Conselho Nacional de Controle de
Experimentagdo Animal (CONCEA).
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4.4 Amostra e calculo amostral

O tamanho da amostra foi calculado a partir da analise de um intervalo de confianca de 95%
para média (nivel de significancia de 5%) e 80% de chance de detec¢do de diferenca entre as
médias, ou seja, poder estatistico do teste de 80% (ENG, 2003). A formula [N = (462 (Zcrit +
Zpwr)2) / D2] tem como referéncia a média e o desvio padrdo de experimentos anteriores:
parametro analisado - ferida excisional; média 1 (1132); meédia 2 (921,8); diferenca esperada
entre médias (18,57); desvio padréo 1 (126,1); desvio padrdo 2 (115,9); DP em % (11,9); DP
em decimais (0,12); critério de significancia (95%); Zcrit (1,95); poder estatistico (85%);
Zpwr (1,036), Zcrit+Zpwr "2 (8,916); diferenca esperada (0,19 % em decimais); sendo

considerado um n amostral de 8 animais para cada grupo experimental.

Os procedimentos experimentais propostos neste estudo foram aplicados em dois grupos
experimentais: grupo controle e grupo infectado, sendo avaliados nos tempos de 0, 3,5, 7 e 10
dias, totalizando, assim, um n amostral de 64 animais. Considerou-se uma porcentagem de
20% de erro e reposicdo de perda amostral sobre o n, contabilizando 13 animais. A amostra

total foi composta por 78 animais (Quadro 5).

Quadro 5 - Composicao e distribuicdo do n amostral (2020)

GRUPOS 0 dia 3DIAS(N) 5DIAS(N) 7DIAS(N) 10DIAS(N) TOTAL
Controle (PBS) 0 7 8 7 7 29
Infectado (PA) 0 9 9 9 8 35

Perdas (C+l) 0 1 5 6 2 14
SUBTOTAL 0 17 22 22 17 78

Fonte: dados da pesquisa, 2019-2020.

4.5 Procedimentos e Delineamento Experimental

4.5.1 Ambientacéo e alojamento dos animais

Os animais provenientes do Centro de Bioterismo da UFMG foram alojados no biotério do
Laboratorio de Angiogénese e Células-tronco (LanCet) para o procedimento de vermifugacéo.
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Apos o periodo de vermifugacédo, os animais foram transferidos para o biotério do Laboratério
de Agentes Bioterapéuticos (LaBIO) - Departamento de Microbiologia do ICB/UFMG até o

término dos procedimentos experimentais e eutanasia dos mesmos.

Os animais foram submetidos a um periodo de 5 dias de ambientacéo e adaptacdo no biotério
do LaBIO. Eles foram mantidos em uma sala exclusiva para o alojamento de animais em
experimentacdo, sob condicdes controladas de temperatura (22-24°C), luminosidade (ciclo
claro/escuro de 12h), em gaiolas individuais do tipo mini-isoladores com dimenséo
aproximada de 25 cm?3, apropriadas para camundongos. Os animais tiveram livre acesso a
racdo e &gua e os mini-isoladores, em material policarbonato, foram autoclavados no inicio e
ao fim de cada grupo experimental; além disso, foi promovida a limpeza concorrente das
gaiolas por até duas vezes na semana durante o periodo experimental para evitar o acimulo de
amonia no ambiente. Os animais foram acondicionados e mantidos individualmente nesses
mini-isoladores, em rack ventilado (modelo duplo com 112 mini-isoladores, série Ventilife,

fabricante Alesco) exclusivo para 0s animais em experimentacao.

Também foram oferecidos dispositivos para suporte comportamental e ambiental, por
exemplo, gaiola forrada com maravalha, livre acesso a racdo e dgua e o uso de brinquedos
devidamente higienizados para interacdo com o ambiente e reducdo do estresse provocado
pelo isolamento durante todo o periodo experimental conforme recomendacdes preconizadas
pelo CONCEA (2018).

4.5.2 Cultivo, repique bacteriano e preparacao do inoculo de Pseudomonas aeruginosa

A bactéria utilizada em todos os experimentos realizados foi a Pseudomonas aeruginosa
ATCC (American Type Culture Collection) 25853®, amostra (aliquota) cedida pelo Professor
Flaviano dos Santos Martins, coordenador do Laboratério de Agentes Bioterapéuticos do

Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais (ANEXO C).

A amostra de P. aeruginosa (ATCC 25853) recebida foi propagada em 5,0 mL do meio Caldo
Cérebro-coragdo (Caldo BHI - Brain-heart Infusion Broth, fabricante Acumedia) e cultivada
em estufa microbioldgica por 24h (overnight), em temperatura de 37°C (DHALL et al., 2014;

ZHAO et al., 2010). Ao término desse tempo de crescimento, a solucdo do caldo BHI
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contendo as bactérias foi levada a centrifuga por 10 minutos, em temperatura de 4°C e com
velocidade de 9.500 rpm; em seguida, o sobrenadante foi descartado e o pellet formado foi

ressuspenso em 5,0 mL de PBS estéril.

Promoveu-se a diluicdo seriada dessa solugdo bacteriana para contagem das unidades
formadoras de colbnia (UFC) por grama de tecido. Essa contagem das UFCs permitiu o

preparo de uma solugdo estoque contendo carga bacteriana de 3,4x10° UFC/mL.

A solucdo estoque foi preparada em solucdo de glicerol a 80% estéril. As aliquotas foram
preparadas em criotubos (com capacidade de 2,0 mL) contendo 800uL do caldo de
Pseudomonas com 3,4x10° UFC/mL e 200uL de glicerol a 80% estéril. Essas aliquotas foram
imediatamente conservadas em freezer -20°C e utilizadas em todos os demais experimentos

deste estudo.

O preparo do indculo para a infeccdo das feridas foi realizado a partir dessa solugdo estoque
contendo 3,4x10° UFC/mL e considerando a técnica de diluicio seriada, de forma que os
10pL de solugéo aplicados em cada uma das 4 feridas dos animais do grupo intervencéo (Pa)
contivesse uma carga bacteriana de 10* UFC/mL. Nos animais do grupo controle, aplicaram-
se 10uL de PBS estéril, considerado como veiculo de propagacdo, em cada uma das 4 feridas

confeccionadas no dorso desses animais.

4.5.3 Determinagdo da carga bacteriana

A determinacdo da carga bacteriana utilizada neste estudo foi realizada em trés etapas

descritas a seguir.

Na primeira etapa, realizou-se um estudo piloto que teve como finalidade ajustar as variaveis
que envolvem a inducdo e a formacdo do biofilme bacteriano em feridas cutaneas, por
exemplo, a carga bacteriana a ser implementada para a infec¢do das feridas e a curva de
sobrevivéncia dos animais apds a confeccdo e inducdo da infeccdo nas feridas. Além disso,
testou-se o uso de cobertura oclusiva com filme de poliuretano e do filtro de celulose como
suporte para a formagdo do biofilme no leito das feridas ao longo dos diferentes tempos
experimentais. Para a execucdo desses testes, fizeram-se 4 feridas na regido central do dorso

dos animais com um punch cirargico de 5mm. Realizou-se a excisdo de toda a extensdo da
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pele, incluindo a epiderme, derme, hipoderme até o paniculo carnoso (CANESSO et al.,
2014).

Os animais dessa fase do estudo foram alocados aleatoriamente em dois grupos denominados
grupo controle (n=3) e grupo infectado (n= 18), totalizando 21 animais. Dentro dessa
distribuicéo, os animais foram alocados em diferentes subgrupos:

e Controle sem filtro e sem filme transparente (n=1);
e Controle sem filtro e com filme transparente (n= 1);
e Controle com filtro e com filme transparente (n= 1);
e Infectados com carga bacteriana de 108 (n= 6);
e Infectados com carga bacteriana de 10° (n= 2);
e Infectados com carga bacteriana de 10° (n= 8);

e Infectados com carga bacteriana de 10* (n= 2).

Nos animais do grupo controle, aplicou-se um placebo (10uL de PBS estéril) diretamente
sobre cada uma das quatro lesdes confeccionadas no dorso desses animais. O grupo infectado
foi dividido em 4 subgrupos em funcdo das diferentes cargas bacterianas a serem aplicadas e

das diferentes técnicas de inducéo da infecdo (A, B, C e D).

Os testes foram realizados a partir de diferentes solucBes bacterianas obtidas por meio da
técnica de diluicdo seriada da amostra de Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25583), nas
seguintes quantidades: 108, 105, 10° e 10% conforme descrito por Zhao et al. (2010), Davis et
al. (2019), Brandenburg et al. (2019), Akers et al. (2014) e Mori et al. (2019), denominadas
aqui como carga bacteriana para indugéo da infec¢ao ou colonizagdo bacteriana das feridas.

Na segunda etapa dessa fase, utilizaram-se 10uL de PBS estéril como placebo nos animais
dos grupos controle (grupos 1 e 2) e 10uL de solugdo bacteriana de carga 10* para inducéo da
infeccdo nos animais do grupo infectado (grupos 3 e 4). Nos animais dos grupos controles,
aplicaram-se 10pL de solucgdo salina (PBS) diretamente sobre a lesdo (grupo 1) ou sobre o
filtro aplicado nas feridas (grupo 2). Nos animais do grupo infectado, a infecgéo foi induzida
com 10puL de solucdo bacteriana (PBS + bactéria) aplicada diretamente sobre as feridas
(grupo 3) ou sobre o filtro aplicado nas feridas (grupo 4). Nessa fase, todos 0s animais do

grupo controle e do infectado tiveram as feridas ocluidas com filme transparente e a inducao
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da infeccdo foi avaliada no tempo de 24h, 48h e 72h. O tempo de seguimento dos animais foi

de 21 dias.

Nesse momento, os animais foram divididos em quatro grupos, como descrito e ilustrado a

sequir (Figura 2):

e Grupo 1 - controle sem filtro e com filme transparente (n= 2);
e Grupo 2 - controle com filtro e com filme transparente (n= 2);
e Grupo 3 - infectado sem filtro e com filme transparente (n= 2);

e Grupo 4 - infectado com filtro e com filme transparente (n= 6).

Figura 2 - Desenho experimental (etapa 2) do seguimento de 21 dias para determinacdo da

carga bacteriana e variaveis do modelo de infeccdo de feridas (2019)
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Fonte: dados da pesquisa.

Nessa etapa, o filme transparente foi utilizado com 4 finalidades distintas: fixar o filtro de
celulose nas primeiras 72 horas do estudo; servir como superficie de apoio e propagagéo da
bactéria no leito das feridas; evitar a formacdo de crosta no leito das feridas; e bloquear a
disperséo da Pseudomonas no microambiente. Em virtude dos resultados obtidos na primeira
etapa dessa avaliacdo, a carga bacteriana de 10* foi selecionada com os objetivos de reavaliar

a técnica (D) de inducéo da infec¢do, simular a colonizagdo critica em feridas da pele humana,
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assim como reavaliar o uso do filtro de celulose no processo de inducdo, formagéo e fixagao

do bhiofilme no leito das feridas.

Na terceira etapa da determinacédo da carga bacteriana para inducdo de infecgéo nas feridas, os
animais compuseram duas rodadas de experimento com seguimento de trés dias. Mantiveram-
se as denominacdes de grupo controle e grupo infectado, variando apenas a carga bacteriana
empregada para a inducéo da infecgdo, 10* e 10°, respectivamente. O principal objetivo dessa
etapa foi reavaliar a taxa de mortalidade obtida anteriormente para o grupo infectado com
filtro e com filme transparente, considerando agora as cargas bacterianas de 10* e 10°,
conceituadas na literatura como carga bacteriana de colonizacdo critica e de infecgéo,
respectivamente. Manteve-se o0 uso do filme transparente para oclusdo das feridas em todos os
grupos avaliados. O tempo total de seguimento experimental dessa fase foi de 3 dias e a
amostra total de 26 camundongos da linhagem C57BL/6, machos, isogénicos, saudaveis e
com idade entre 8 e 12 semanas.

Nessa fase, utilizaram-se 10uL de PBS estéril como placebo nos animais dos grupos controle
(grupos 1 e 2) e para indugéo da infec¢do nos animais do grupo infectado foram aplicados
10uL de solugio bacteriana com carga de 10* (para os grupos 3 e 4) e carga de 10° (para os
grupos 5 e 6) em cada uma das quatro feridas confeccionadas no dorso dos animais. Nos
animais dos grupos controles, aplicaram-se 10uL de solucdo salina (PBS) diretamente sobre a
lesdo (grupo 1) ou sobre o filtro aplicado nas feridas (grupo 2). Nos animais do grupo
infectado, a infec¢do foi induzida com 10uL de solugdo bacteriana (PBS + bactéria) aplicada
diretamente sobre as feridas (grupos 3 e 5) ou sobre o filtro aplicado nas feridas (grupos 4 e
6). Nessa fase, todos os animais do grupo controle e do infectado tiveram as feridas ocluidas
com filme transparente e a inducgéo da infeccdo foi avaliada no tempo de 24h, 48h e 72h. O
tempo total de seguimento dos animais foi de 3 dias.

4.5.4 Procedimentos anestésico-cirargicos e inducdo do biofilme nas feridas com

Pseudomonas aeruginosa

Para a confecgcdo das feridas cutaneas excisionais, 0s animais foram anestesiados com as
substancias xilazina 2% (fabricante Syntec), na dose de 10 mg/kg, e cetamina 10% (fabricante

Syntec), na dose de 100 mg/Kg, preparadas em solucdo salina tamponada de fosfato
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(Phosphate-bufferid saline — PBS) estéril e administradas por via intraperitoneal utilizando
uma agulha calibre 22G (0,70x25mm, fabricante BD); em seguida, os animais foram

submetidos a tricotomia dos pelos e assepsia da pele em regido dorsal.

A tricotomia foi realizada com um mini-tricotomizador, da marca Wall, modelo portétil, e a
assepsia da pele com solugéo alcodlica a 70%. Apds esses procedimentos, confeccionaram-se
quatro feridas na regido média do dorso desses camundongos, com o auxilio de um punch
cirargico (punch para bidpsia) de 5mm de diametro (CANESSO et al., 2014). Esse
procedimento consistiu na retirada de toda a extensdo do tecido cutaneo, incluindo epiderme,
derme, hipoderme e paniculo carnoso. As feridas foram confeccionadas com uma distancia
minima de 0,5 cm e maxima de 1,0 cm entre elas, tanto na posi¢do horizontal como na

posicao vertical (Figura 3).

Figura 3 - Desenho esquematico da confeccdo e posicionamento das feridas no dorso dos
animais (2019)
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Fonte: em A, arquivo pessoal da pesquisador; em B, imagem adaptada de Galiano et al., 2004.

A inducdo do biofilme nas feridas foi realizada pela aplicacdo de um filtro (membrana) de
celulose estéril com espessura e porosidade de 0,2pum, medindo 5mm de didmetro, sobre cada
uma das feridas confeccionadas no dorso dos animais; em seguida, aplicaram-se 10ul da
suspensdo bacteriana contendo 10* UFC/mL nos animais do grupo intervencéo e 10l de PBS

sobre cada um dos 4 filtros aplicados sobre as lesdes para os animais do grupo controle.

Logo apos a aplicagdo dos filtros e da suspensdo bacteriana sobre as feridas de cada animal,
aplicou-se uma cobertura secundaria com filme transparente adesivo (fabricante 3M) nas
dimensdes de 3cm de comprimento por 15¢cm de largura, a fim de cobrir as 4 feridas do dorso

dos animais e dar duas voltas ao redor do corpo do animal (AMORIM, 2016) para garantir a
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permanéncia dos filtros sobre as feridas por 24 horas e também contribuir para a manutencédo
do microambiente para o crescimento bacteriano da P. aeruginosa no leito das feridas.

Apbs 24h da aplicacdo do inéculo de P. aeruginosa nas feridas, removeram-se o filme
transparente e os filtros aplicados sobre as mesmas. A cobertura com filme transparente foi
recolocada apés a retirada dos filtros e mantida até o término de cada tempo experimental.
Ressalta-se que essa cobertura foi trocada nos dias 3, 5 e 7, conforme cada tempo

experimental.

Ao término da confec¢do e infeccdo das feridas, os animais permaneceram em ambiente livre
de ruidos, sob manta térmica aquecida a 37°C até o término do periodo de recuperagdo
anestésica; apds esse tempo, eles foram acondicionados novamente em gaiolas individuais,

conforme descrito anteriormente.

Ao final de cada tempo experimental (3, 5, 7 e 10 dias), realizou-se a bidpsia da pele para
remocao do tecido correspondente a area das feridas com o auxilio de um punch cirurgico de
6mm de diametro (CANESSO et al., 2014) e considerando as adaptacOes pertinentes para este
estudo. O dia zero (0) foi representado pelo fragmento de tecido removido no momento da

confeccdo da ferida.

Ao término da realizacdo das bidpsias das feridas e coleta dos tecidos para as avaliacdes
propostas, os animais foram eutanasiados com uma sobredose de anestésico Xilazina 2%
(fabricante Syntec), na dose de 30 mg/kg, e Cetamina 10% (fabricante Syntec), na dose de
300 mg/kg, ambas preparadas em solucdo PBS estéril e administrada por via intraperitoneal
utilizando uma agulha calibre 22G (0,70x25mm, fabricante BD). Ap6s a administracdo da
sobredose de anestésico recomendada, realizou-se a técnica de deslocamento cervical, visto
que esta proporciona morte rapida, indolor e ndo necessita de aparelhagem ou medicamentos
de alto custo, segundo recomendacdes da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFMG e Resolucdo Normativa do CONCEA de n° 37, de 2018.

Os dejetos e as carcacas foram descartados em sacos plastico brancos, devidamente
identificados, com capacidade e resisténcia especificas para esse fim. As carcacas foram
acondicionadas em freezer com temperatura de -20°C até passarem pelo procedimento de
autoclavagem e esses residuos serem recolhidos pelo Servigo de Gerenciamento de Residuos
da UFMG, que esta em consonancia com as recomendacfes do Sistema de Limpeza Urbana
(SLU) do municipio de Belo Horizonte/MG.
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4.5.5 Delineamento experimental

Os animais foram divididos aleatoriamente em dois grupos de estudo denominados Grupo
Controle (Pbs) e Grupo Intervencdo (Pa). O seguimento temporal dos dois grupos ocorreu em
cinco tempos distintos (Figura 4).

Considerou-se como DO (dia O/basal) o momento da realizacdo das feridas, sendo
representado pelo tecido removido no momento da confeccdo da ferida e os demais tempos,
como D3 (seguimento de trés dias), D5 (seguimento de 5 dias), D7 (seguimento de 7 dias) e
D10 (seguimento de 10 dias), apos a confeccdo das feridas. O tempo maximo de seguimento
foi de 10 dias e o tempo minimo de 3 dias para os dois grupos do estudo. Acreditou-se que
esses tempos experimentais sdo importantes marcadores de acompanhamento da inducdo e

formagéo do biofilme no processo de cicatriza¢ao de feridas.

Figura 4 - Desenho experimental do estudo (2019-2020)
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Fonte: dados da pesquisa.

Confeccionaram-se quatro feridas cutaneas no dorso de cada um dos animais que compunham
0 grupo controle e o grupo intervencdo. Nos animais do grupo controle, aplicaram-se 10pl
PBS (veiculo), enquanto os animais do grupo infectado foram desafiados para a
infeccdo/colonizagéo e formacdo do biofilme de Pseudomonas aeruginosa com 10ul da

suspensdo bacteriana contendo 10* UFC/mL. Em ambos os grupos, as respectivas solucdes
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foram aplicadas sobre os filtros de celulose colocados sobre as quatro feridas, conforme
adaptacdo do modelo de feridas infectadas com biofilme descrito por Zhao et al. (2010).

Imediatamente apds a aplicacdo dos filtros sobre as feridas e a indugdo com o veiculo (PBS
estéril) ou com a solucdo bacteriana, realizou-se a fixacdo dos filtros sobre as feridas com
uma tira de filme de poliuretano transparente medindo 3,0 cm de comprimento por 15 cm de
largura visando garantir que os filtros mantivessem contato permanente com o leito das
feridas durante as primeiras 24 horas do experimento. O filme de poliuretano foi aplicado de
forma a cobrir as quatro feridas da regido dorsal a fim de permitir o envolvimento de toda a

regido dorso-ventral dos animais.

Ao término das primeiras 24 horas, os filtros foram removidos das feridas e estas nhovamente
ocluidas com o filme transparente. A troca dessa cobertura ocorreu nos dias 3, 5, 7 e 10 de
cada tempo experimental para a mensuracao e avaliacdo das feridas; em seguida, reaplicou-se
o filme transparente. Salienta-se que os animais foram devidamente anestesiados para a
realizacdo segura e humanitaria dos procedimentos experimentais em todas as marcacdes

temporais do delineamento experimental, ou seja, nos dias 0, 1, 3.5, 7 e 10.

Os procedimentos experimentais realizados em cada marcacdo temporal foram,

respectivamente:

e Dia 0: aplicacdo da anestesia, tricotomia dos pelos, mensurado peso, coleta de sangue,
confec¢do das feridas, mensuracdo da area das feridas, registro fotografico, aplicacao
dos filtros sobre as lesbes, inducdo do biofilme / infecdo das feridas, aplicacdo do
filme transparente, recuperacdo anestésica;

e Dia 1 (24h): anestesia, remocdo do filme transparente e dos filtros, avaliacdo
macroscépica das feridas, aplicacdo do filme transparente e recuperacdo anestésica;

e Dia 3: aplicacdo da anestesia, coleta de sangue, remocdo do filme transparente,
mensuracdo da &rea das feridas, registro fotografico, avaliagdo macroscopica das
feridas, aplicacdo do filme transparente, recuperacao anestesica para 0s animais dos
grupos de 5, 7 e 10 dias, técnicas de eutanasia ja descritas anteriormente para 0s
animais do grupo de 3 dias;

e Dia 5: aplicagdo da anestesia, coleta de sangue, remoc¢do do filme transparente,
mensuracdo da &rea das feridas, registro fotografico, avaliagdo macroscopica das

feridas, aplicacdo do filme transparente, recuperacdo anestesica para 0s animais dos
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grupos de 7 e 10 dias, técnicas de eutandsia ja descritas anteriormente para 0s animais
do grupo de 5 dias;

e Dia 7: aplicacdo da anestesia, coleta de sangue, remocdo do filme transparente,
mensuracdo da area das feridas, registro fotografico, avaliagdo macroscopica das
feridas, aplicacdo do filme transparente, recuperacdo anestésica para os animais do
grupo de 10 dias, técnicas de eutanasia j& descritas anteriormente para os animais do
grupo de 7 dias;

e Dia 10: aplicacdo da anestesia, coleta de sangue, remoc¢do do filme transparente,
mensuracdo da area das feridas, registro fotografico, avaliacdo macroscopica das
feridas, aplicagdo do filme transparente e técnicas de eutandsia j& descritas

anteriormente para os animais do grupo de 10 dias.

Ressalta-se que os dois grupos experimentais foram acompanhados paralelamente nos cinco
tempos distintos e que essas mesmas condi¢Oes foram realizadas para o grupo controle, exceto
pelo procedimento de infeccdo das feridas com a solucdo de P. aeruginosa. Nesses animais,
aplicou-se um veiculo (PBS estéril) para mimetizar e simular a infecdo das feridas. Ao
término de todos os procedimentos experimentais, 0s animais foram eutanasiados de acordo
com recomendacdes do CONCEA (2018) e CEUA/UFMG jéa descritas anteriormente.

4.6 Avaliac0es realizadas

4.6.1 Sobrevida dos animais durante o seguimento experimental

A avaliacdo da sobrevida dos animais foi realizada por meio do método de Kaplan-Meier.
Esse método é utilizado para estimar a probabilidade de sobrevida em vaérios intervalos de

tempo e ilustrar graficamente a sobrevida ao longo do tempo.

4.6.2 Cinética de fechamento das feridas

O perfil de fechamento das feridas foi realizado por meio do registro fotografico e da

mensuracao da area das feridas nos dias 0, 3, 5, 7 e 10 apds a confecgdo cirurgica das feridas.
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Para o registro fotografico, utilizou-se camera Microscopio Digital Portatil USB, 2.0, com
capacidade de aumento até 800x (USB Microscope Microview).

A mensuracdo da area da ferida foi realizada com o auxilio de um paquimetro digital (marca
Insize), com sensibilidade minima de 0,01mm e méaxima de 200 mm. Os resultados foram
expressos como porcentagem de fechamento relativo ao tamanho original da ferida,
utilizando-se a seguinte formula: [100-(area atual da ferida) / (area original da ferida) x 100],
conforme descrito por Canesso e colaboradores (2014). Para fins de calculo, utilizou-se a area

média + erro padrdo da média das feridas em todos os tempos experimentais.

4.6.3 ldentificacdo da presenca e dispersdo de Pseudomonas aeruginosa nas feridas

A contraprova da presenga de P. aeruginosa no leito das feridas foi realizada por meio da
técnica de cultivo do macerado dos tecidos correspondentes a area das feridas nos dias 0, 3, 5,
7€ 10.

A pele correspondente a area das feridas foi pesada e normalizada para 100mg de tecido por
2000pL (2 mL) de PBS. O macerado das feridas foi diluido por meio da técnica de diluicéo
seriada na proporcdo de 1:1.000 em solucdo tampdo de fosfato estéril (phosphate buffer
solution - PBS); em seguida, plaguearam-se 100ul dessa solucdo em placas de Petri contendo
agar cetrimide, um meio de cultivo de microrganismos seletivo para o isolamento de
Pseudomonas aeruginosa em amostras biolégicas de origem animal (BROWN; LOWBURY,
1965; BIOKAR DIAGNOSTICS, 2009). Posteriormente, essas placas foram incubadas por
24h em temperatura de 37°C com a finalidade de garantir a amplificacéo e o crescimento das
unidades formadoras de col6nia (UFC). Os resultados foram expressos como média + erro
padréo da media representando o niumero de UFC/g de tecido.

4.6.4 ldentificacdo da presenca e dispersdo de Pseudomonas aeruginosa em nivel

sistémico

Para a avaliacdo de sinais clinicos de septicemia nos animais, utilizaram-se as tecnicas de

cultivo do macerado do tecido hepatico nos tempos de 3, 5 e 7 dias, ap6s a inducdo da
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infecgdo nas feridas, e a contagem total e diferencial de leucdcitos nos dias O, 3, 5, 7 e 10,
apos a inducéo de infecdo local nas feridas.

O tecido foi pesado e normalizado para 100mg de tecido para 1000puL (1mL) de PBS. O
macerado do figado foi diluido por meio da técnica de diluicdo seriada na propor¢do de
1:1.000 em solucdo tampéo de fosfato estéril (phosphate buffer solution - PBS); em seguida,
plaguearam-se 100pL dessa solucdo em placas de Petri contendo agar cetrimide, um meio de
cultivo de microrganismos seletivo para o isolamento de Pseudomonas aeruginosa em
amostras biolégicas de origem animal (BROWN; LOWBURY, 1965; BIOKAR
DIAGNOSTICS, 2009). Posteriormente, essas placas foram incubadas por 24h em
temperatura de 37°C com a finalidade de garantir a amplificacdo e o crescimento das unidades

formadoras de colénia (UFC).

A contagem de leucdcitos foi avaliada por meio da coleta de sangue na cauda do
camundongo, sendo considerados 5uL de sangue para a contagem total de leucdcitos e 5uL

para o esfregaco em lamina de vidro para a contagem diferencial das células.

A contagem total de leucdcitos foi realizada a partir de uma dilui¢do de 1:10, sendo 5uL de
sangue e 45uL de solucdo de Turkey aplicados em camara de Newbauer para contagem das

células em microscopio 6ptico.

A contagem diferencial dos leucécitos foi realizada a partir da coloracdo do esfregaco
sanguineo com KIT Pandtico rapido (fabricante Laborclin). As laminas foram mergulhadas
por 5 segundos na solugdo 1, 5 segundos na solugcdo 2 e 5 segundos na solugédo 3,
respectivamente; em seguida, realizou-se 0 enxague das mesmas em agua destilada por 5

segundos.

Salienta-se que o KIT Panotico rapido € composto por trés solugdes denominadas 1, 2 e 3,
sendo que a solucdo 1 é um fixador do tecido sanguineo, a solucdo 2 age de forma semelhante
a eosina e cora as estruturas acidas do tecido, enquanto a solucdo 3 é mais semelhante a
hematoxilina e cora, portanto, as estruturas basicas do tecido. A contagem diferencial dos
leucdcitos foi realizada em microscopio optico considerando o aumento de 100x e imersdo em
Oleo. Nessa etapa, utilizou-se o aplicativo Haematoly Counter® para auxilio na contagem

diferencial das células do sistema sanguineo.
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Os resultados obtidos, UFC/g de tecido e n° de leucdcitos/mL de sangue, foram expressos

como média * erro padrdo da média.

4.6.5 Avaliacdo clinica dos animais

O acompanhamento clinico dos animais foi realizado por meio da inspec¢do clinica diéria,

mensuracdo do peso corporal e avaliacdo macroscépica das feridas nos dias 0, 3, 5, 7 e 10.

Para a inspecdo clinica, considerou-se o nivel de atividade do animal como ativo ou hipoativo
com a finalidade de detectar a capacidade de interacdo com o ambiente, de alimentacdo e de

hidratacao.

Para a avaliacdo do peso, utilizou-se uma balanca digital semi-analitica (marca Bel) com
capacidade para 0,001g, 310g. O peso corporal foi mensurado e descrito em gramas (g) nos

dias 0, 3, 5, 7 e 10, antes do procedimento anestésico.

Para a avaliacdo macroscopica das feridas, levou-se em consideracdo alguns aspectos clinicos
das feridas ja descritos na literatura. Observaram-se a presenca de odor e coloracao do tecido
necrotico, a presenca de uma pelicula brilhante, transltcida e viscosa na superficie das feridas
(LENSELINK; ANDRIESSEN, 2011; HURLOW; BOWLER, 2012; METCALF; BOWLER;
HURLOW, 2014), a presenca de tecido necrético frouxo e fluido (esfacelo) ou a presenca de
tecido desvitalizado de aspecto gelatinoso (HURLOW; BOWLER, 2009; 2012; PHILLIPS et
al., 2010).

4.6.6 Perfil de formacao do biofilme nas feridas

O perfil de formacdo e a identificagdo do biofilme nas feridas foram avaliados por meio da
inspecdo das feridas em Microscopio Eletronico de Transmissdo (MET), modelo Tecnai G2-
12 - FEI SpiritBiotwin 120 kV. A prepara¢do das amostras seguiu o protocolo de preparacéo
de amostras biologicas j& amplamente utilizado pelo centro de Microscopia da UFMG
(CM/UFMG).
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Apos a bidpsia da pele correspondente a area das feridas, esse tecido foi imediatamente pré-
fixado por imersdo em solucdo Karnovisky modificada (paraformaldeido a 2% e glutaraldeido
2,5% em tampao cacodilato 0,1 M / pH entre 7,2-7,4), por 72h. Apds 72h nessa solucéo, o
tecido da ferida foi recortado em fragmentos de 1mm (aproximadamente). Esses fragmentos
foram transferidos para eppendorfs contendo uma solucdo tamponada de fosfato (Tampéo
fosfato 0,2 M, pH 7,2-7,4) e mantidas sob refrigeracdo entre 4 e 8°C nessa solucéo até entrega

dessas amostras ao CM/UFMG para sequéncia do processamento de amostras bioldgicas.

Ressalta-se que ambas as solucGes da etapa de pré-fixacdo foram fornecidas pelo CM/UFMG
e que o tecido das feridas foi fragmentado considerando duas regides especificas: area de
borda e area de centro. As etapas de pré-fixacdo e a fragmentacdo do tecido foram realizadas
pela propria pesquisadora e os fragmentos correspondentes a cada regido acondicionados em
eppendorfs contendo solugdo de tampéo fosfato 0,1 M, identificados como regido de borda e
regido de centro e encaminhados ao CM/UFMG para continuidade do processo de preparacéo

de amostras bioldgicas para MET.

As proximas etapas de fixagdo, desidratacdo e inclusdo em resina foram realizadas pelo
CM/UFMG, conforme protocolo ja estabelecido desse servico.

Dando continuidade ao processo, as amostras foram lavadas com tampédo 0,1 M durante 10
minutos, por 3x consecutivas; em seguida, estas foram colocadas na solucgdo de tetroxido de
6smio (Oso4 2% + KA[Fe(CN)6] a 1,5% por 2 horas. ApOs esse periodo, as amostras foram
lavadas novamente com &gua durante 10 minutos por 5x consecutivas. Na sequéncia, as
amostras foram submersas em solucdo aquosa de acetado de uranila 2% com 13,3% de
sacarose, a 4°C overnight, sob agitacdo; em seguida, as amostras foram novamente lavadas

em agua durante 5 minutos por 3x consecutivas.

A desidratacdao dos fragmentos foi realizada a partir de solucdes com concentragdo crescente
de alcool (35% 2x por 10°, 50% 2x por 10’, 70% 2x por 10°, 85% 2x por 10°, 95% 2x por 10°,
100% 3x por 10’) e acetona 100% 2x por 10°. Essa etapa tem como objetivo garantir a

resisténcia ao vacuo e permitir a inclusdo em resina.

A inclusdo em resina do tipo epoxi (EPON), um polimero termorrigido, foi realizada em seis
etapas distintas. Na primeira fase, as amostras foram submersas durante 2 horas em solugéo
de acetona 100% e resina EPON na proporcdo de 2:1, respectivamente. Na segunda etapa da

inclusdo, as amostras foram submersas em solucdo de acetona 100% e resina EPON na
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proporcdo de 1:1 por 2 horas. Em um terceiro momento, as amostras foram submetidas a uma

solucéo de solucéo de acetona 100% e resina EPON na proporgao de 1:2 por 12h (overnight).

Posteriormente, os fragmentos do tecido foram incluidos em resina EPON pura durante 3
horas em repouso, considerando o posicionamento transversal do fragmento que permite a
avaliagdo das estruturas da pele, tendo como referéncia a epiderme como a parte mais
superficial da pele e a hipoderme como a estrutura de maior profundidade na organizagéo da

pele.

Apos esse periodo, as amostras foram levadas a estufa a 40°C por 1 hora e depois em estufa a
60°C por 48 horas para secagem dos blocos. Essa etapa de inclusdo em resina tem como
objetivos tornar as amostras bioldgicas resistentes ao feixe de elétrons e permitir a

ultramicrotomia das amostras.

Apdbs a preparacdo e montagem dos blocos em resina, realizou-se o corte das amostras na
espessura de 200 a 300nm. Esses cortes foram coletados em laminas de vidro e corados com
azul de toluidina para auxiliar na selecéo da regido de maior interesse nas amostras por meio
da avaliacdo de imagem bidimensional do tecido seccionado fornecida pelo CM/UFMG. Ap6s
a selecdo da regido de maior interesse investigativo, as amostras passaram pela etapa de
ultramicrotomia, que corresponde ao corte do tecido na espessura de 50-60nm e deposicao
desse fragmento em tela de cobre (telas de cobre 100, 200 ou 300 mesh, sem filme); em
sequida, realizou-se a contrastacdo positiva com citrato de chumbo. O fluxograma do

processo de preparacdo das amostras pode ser consultado no Anexo C deste documento.

Diretrizes recentes sobre biofilmes apontam o uso da microscopia eletronica, como a
microscopia de transmissdo, de varredura e microscopia confocal de varredura, como técnica

confiavel de diagndstico desses microrganismos (WEI et al., 2019).

A microscopia eletronica de transmissdo é considerada como a técnica “padrdo-ouro” para a
deteccdo de biofilmes em superficies bioticas e teve como finalidade permitir a detecgdo da
presenca do biofilme e/ou da bactéria (Pseudomonas aeruginosa) utilizada para indugdo da
formacgé@o do biofilme. Os resultados foram expressos como biofilme presente ou biofilme

ausente.
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4.7 Andlise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism versdo 6.0 e os
resultados representados como média + erro padrdo da média. Consideraram-se significativos

os valores de p<0.05.

A avaliacdo da sobrevida dos animais foi realizada por meio do método de Kaplan-Meier,
considerando o teste de Log-rank (Mantel-Cox) utilizado na comparacdo de curvas de

sobrevida entre dois ou mais grupos.

Para comparaces entre dois grupos ao longo tempo, utilizou-se o teste de variancia ANOVA
bidirecional (Two-way ANOVA), seguido pelo teste de comparagdes multiplas Tukey’s com a

finalidade de verificar a interagdo entre as variaveis dependentes no tempo.

Para comparacg0es entre trés ou mais grupos, o teste de variancia ANOVA unidirecional (one-
way ANOVA) foi usado, seguido do teste de comparacfes multiplas Tukey’s com a finalidade

de verificar a interagdo entre as variaveis independentes no tempo.



5 RESULTADOS

5.1 Determinacao da carga bacteriana: um estudo prévio

5.1.1 Etapa 1 da fase de determinagé&o a carga bacteriana
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A determinagdo da carga bacteriana utilizada neste estudo foi realizada a partir de um estudo

prévio conforme descrito no item 4.5.3.

Os testes para determinacdo da carga bacteriana foram realizados a partir de diferentes

suspensdes bacterianas obtidas por meio da técnica de diluicdo seriada da amostra de

Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25583) nas seguintes quantidades: 10%, 105 10° e 10*
(Quadro 6).

Quadro 6 — Descricdo das técnicas para inducdo de infeccdo nas feridas (2018-2019)

Técnica Descricao do método aplicado Carga Uso do Filtro Resultados obtidos
de bacteriana vs Ocluséo
infeccdo (n) das feridas
Técnica | Aplicagdo de 10puL de PBS nos | Controles 1 animal: - / - Ndo houve mortes nos
A controles e 10puL de solugdo | (n=3) 1 animal: -/ + | animais controle.
bacteriana (PBS +  bactéria) 1animal: +/+
diretamente sobre as feridas
imediatamente a confeccdo das | 10°/ (n=2) | 1animal: - /- Houve 100% de morte para
mesmas. lanimal:-/+ | o0s animais com carga
OBS.: ocluséio  com  filme bacteriana de 10° no 10° dia
transparente foi aplicada por 24h. apos a infeccao.
108/(n=2) | 1animal:-/- | Houve 50% de morte nos
1animal: -/+ | animais com carga de 10%
com 24h de inducdo da
infecdo.
Sobreviveu 1 animal sem
filtro e sem ocluséo (-/ -).
Técnica | Foram aplicados 10uL de solugdo | 10* (n=2) | 1animal:-/+ | Houve 100% de morte nas
B bacteriana (PBS + bactéria) sobre 0 1 animal: +/+ | primeiras 72h ap0s a infeccédo
filtro e incubados por 24h em estufa das feridas para as trés cargas
microbioldgica a 37°C. Os filtros | 10° (n=2) | 1animal:-/+ | bacterianas aplicadas,
incubados por 24h foram aplicados 1 animal: +/+ | independente do uso do filtro
sobre as feridas imediatamente ap0s ou da ocluséo das feridas.
a sua confeccéo. 108(n=2) | 1animal:-/+
OBS.: oclusaio com  filme 1 animal: +/+

transparente foi aplicada por 24h a
72h.

Continua...
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Técnica
de
infeccdo

Descri¢é@o do método aplicado

Carga
bacteriana

(n)

Uso do Filtro
vs Ocluséo
das feridas

Resultados obtidos

Técnica
C

Foram plaqueados 100pL de
solucdo bacteriana (PBS + bactéria)
sobre uma placa de petri contendo
agar BHI estéril, quatro filtros sobre
a placa com a bactéria e incubados
por 24h em estufa microbioldgica a
37°C. Apos esse periodo, os filtros
foram retirados da placa e aplicados
sobre as feridas imediatamente apds
a sua confeccao.

OBS.: oclusaio com  filme
transparente foi aplicada por 24h a
72h.

105(n= 2)

108 (n=2)

1 animal: -/ +
1 animal: +/+

1 animal: -/ +
1 animal: +/+

Houve 100% de morte nas
primeiras 72h apoés a infeccao
das feridas independente do
uso do filtro ou da oclusdo.

Técnica
D

Foram aplicados 10pL de solugdo
bacteriana (PBS + bactéria) sobre o
filtro e, em seguida, o filtro foi
colocado diretamente sobre as
feridas imediatamente ap6s a sua
confeccdo no dorso dos animais.
OBS.: ocluséio  com  filme
transparente foi aplicada por 24h a
72h.

105 (n=2)

108 (n=2)

1 animal: -/ +
1 animal: +/+

1 animal: -/ +
1 animal: +/+

Nas primeiras 72h apés a
infeccdo das feridas, houve
100% de morte para o grupo
com carga bacteriana de 108,
50% de morte para 0 grupo
com carga bacteriana de 10°.
Com 72h essa técnica atingiu
75% de perda total em
relagdo a amostra inicial e
chegou a 100% de morte no
5° dia de experimento.

Fonte: dados da pesquisa.

A aplicacdo do filtro de celulose e do filme de poliuretano transparente utilizado para ocluséo

das feridas foi ilustrado na Figura 5.

Figura 5 - Consideragdes sobre o uso do filtro de celulose e da oclusdo das feridas com filme
transparente (2018-2019)

Legenda: em A Ferida sem filtro e sem oclusdo; em B ferida sem filtro de celulose e ocluida com filme

transparente; em C feridas com filtro de celulose e oclusdo com filme transparente.

Fonte: imagens e dados da pesquisa.
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Ocorreu alta taxa de mortalidade dos animais (Quadro 6) conforme curva de sobrevivéncia
(Figura 6). Destaca-se que ndo houve perdas no grupo controle, como esperado. Entre os 18
animais alocados para o0 grupo intervencdo (teste das diferentes técnicas de infeccdo
associadas as diferentes cargas bacterianas), houve 95% de perdas. A sobrevivéncia de 5% no
grupo intervencéo se refere ao animal alocado para a técnica A com carga bacteriana de 108,
sem filtro de celulose e sem a oclusdo das feridas com filme transparente. Os animais

sobreviventes foram acompanhados até 28 dias apds a confeccao e infeccdo das feridas.

Figura 6 - Curva de sobrevivéncia dos animais durante a etapa de determinacdo da carga

bacteriana para infeccdo (2018-2019)
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Fonte: dados da pesquisa.

A inspecdo clinica e macroscopica dos animais demonstrou que houve crescimento bacteriano
em 24 horas apés a inducdo da infeccdo nos animais do grupo intervencdo. No intervalo entre
24 e 72 horas apoés a inducdo de infeccdo nas feridas, observou-se que os filtros de celulose
aplicados sobre as feridas apresentavam coloracdo esverdeada sugerindo que houve
crescimento da carga de Pseudomonas aeruginosa aplicada. Esses animais do grupo
intervencao apresentaram-se debilitados, em posicdo curvada, com tremor intenso, hipoativos
(baixa mobilidade) e em condigdes de pouca higiene (presenca de urina e fezes espalhadas em
toda forragdo [maravalha] do microisolador). Apds a morte, percebeu-se um odor intenso e

fétido nesses animais.
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Constatou-se, também, que a oclusdo das feridas com filme transparente, além de garantir a
fixacdo dos filtros de celulose sobre as feridas, tem a capacidade de impedir ou reduzir a
formacéo de crosta sobre as feridas como foi observado nos animais que nao tiveram suas
feridas ocluidas com filme transparente. A evolucdo do processo de cicatrizacdo nessa etapa

foi exemplificada e demonstrada pela Figura 7.

Figura 7 - Cinética de fechamento das feridas na primeira etapa deste estudo (2018-2019)
D14 D21

DO D5 D7

PBS

PA

W )
Legenda: PBS: identificacdo dos animais do grupo controle. PA: identificacdo dos animais alocados no grupo
intervencdo. DO ao D21 refere-se aos dias pontuais para as avaliagdes.

Fonte: dados e imagens da pesquisa.

5.1.2 Etapa 2: reavaliacdo da carga bacteriana e da técnica de inducdo de infeccédo das

feridas

O percentual de perdas (morte dos animais em experimento) na segunda etapa dessa fase foi
resumido no Quadro 7 e a sobrevida dos animais ilustrada na Figura 8, respectivamente.
Identificou-se que apesar da alta mortalidade nas primeiras 24 horas deste estudo (Dia 1) ndo

houve diferenca estatistica na analise da sobrevida desses animais ao longo dos dias.

Quadro 7 — Quadro descritivo do % de perdas na segunda etapa de determinagdo da carga

bacteriana desse estudo (2019)

Grupos / % morte Amostra 24h 48h 72h l4dias 21 Amostra
inicial (D1) (D2) (D3) (D14) dias final
(DO) (D21) (D3)

1 - Controle sem filtro n=2 0% 0% 0% 0% 0% n=2

2 - Controle com filtro n=2 0% 0% 0% 0% 0% n=2

3 - Infectado sem filtro n=2 0% 0% 0% 0% 0% n=2

4 - Infectado com filtro n=6 50% 0% 0% 0% 0% n=3

Fonte: dados da pesquisa.
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Os animais dos grupos controles (CCF) tiveram menor percentual de cicatrizacdo quando
comparados com os animais controles do grupo CSF. Os dois grupos controles tiveram maior
percentual de cicatrizacdo quando comparados aos dois grupos de animais infectados com

carga bacteriana de 10*.

Os animais dos grupos infectados (ISF 10* e ICF 10% apresentaram menor taxa de
cicatrizacdo ao longo de todo o seguimento experimental. O percentual de cicatrizacdo do
grupo ICF 10* foi inferior aos grupos controles ao longo de todo o seguimento experimental.
Além disso, ao comparar os dois grupos infectados, verificou-se que o ISF 10* pontuou menor
taxa de cicatrizacdo entre os dias 3 e 5 desse experimento. A partir dai ele conseguiu se
recuperar e ultrapassou o percentual de cicatrizagéo do grupo ICF 10%.

Figura 8 - Curva de sobrevivéncia no experimento de determinacdo da carga bacteriana
(2019)
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Dias apds a confeccdo e inducdo de infecgdo nas feridas
Fonte: dados da pesquisa.

Apdbs o 10° dia do seguimento experimental, o percentual de cicatrizacdo das feridas dos
animais alocados nos grupos infectados foi, aproximadamente, 15% menor em relagdo aos

grupos controles conforme ilustrado na Figura 9(A).

Nesse periodo, a avaliacdo macroscopica das feridas dos animais dos grupos infectados (ISF e
ICF 10%) apresentou maior quantidade de exsudato de aspecto amarelo-esverdeado, maior
percentual de tecido necrdtico de aspecto umido, amarelado e bem aderido ao leito das lesdes,

principalmente no intervalo entre 3 e 7 dias.
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Figura 9 - Avaliacdo macroscopica das feridas, do % de fechamento das feridas e da variagéo

ponderal na etapa 2 da determinagéo da carga bacteriana (2019)
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Legenda: em A, observa-se 0 % de fechamento das feridas; em B, avalia-se a perda ou o ganho ponderal em
relacdo ao dia 0; em C é possivel observar as caracteristicas macroscopicas das feridas. A seta preta indica
presenca de exsudato que pode ser observado por meio do aspecto Umido e brilhante da pele e dos pelos. A seta
vermelha indica o esfacelo recobrindo o leito das feridas.

Fonte: dados e imagens da pesquisa.

Além de apresentarem 0s piores escores de cicatrizacdo nessa fase, esses dois grupos

cursaram com maior variacdo de perda ponderal, principalmente entre 0 3° e 0 7° dia de
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seguimento experimental. A partir do 7° dia, observou-se uma tendéncia de recuperagéo
ponderal e resolugdo das feridas nos 4 grupos testados.

Ressalta-se que, apesar desses resultados apresentarem uma tendéncia significativa, nesse
momento da pesquisa ndo foram realizadas analises estatisticas por se tratar de estudo prévio
cujo n amostral para os testes demandados foi muito reduzido, o que comprometeria a analise
estatistica. Esses resultados conduziram para a terceira etapa cujo objetivo foi validar o

modelo de feridas infectadas com Pseudomonas aeruginosa.

5.1.3 Experimento de validacdo da carga bacteriana e da técnica de inducado de infeccao
das feridas

O principal objetivo dessa etapa foi validar a técnica de infeccdo das feridas com cargas
bacterianas de 10* e 10°, respectivamente. O tempo total de seguimento experimental dessa

fase foi de 3 dias e a amostra total de 26 animais.

Nessa fase, todos os animais do grupo controle e do infectado tiveram as feridas ocluidas com
filme transparente e a avaliagdo macroscépica das feridas foi realizada no tempo de 24h, 48h
e 72h. O percentual de mortalidade (%) e a curva de sobrevivéncia dos animais foram

representados na Figura 10 e no Quadro 8, respectivamente.

Figura 10 - Curva de sobrevivéncia na fase de validagdo do modelo de feridas infectadas
(2019)
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Dias apos a confeccado e inducdo de infeccdo nas feridas
Fonte: dados da pesquisa.
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Quadro 8 - Quadro descrito do % de perdas na fase de validacdo do modelo de ferida

infectada com Pseudomonas aeruginosa (2019)

Grupos / % morte Amostra (n) 24h 48h 72h Amostra
inicial (D0)  (D1) (D2) (D3) final (D3)

1 - Controle sem filtro 4 0% 0% 0% n=4

2 - Controle com filtro 4 0% 0% 0% n=4

3 - Infectado sem filtro- 10 5 0% 0% 0% n=5

4 - Infectado com filtro- 10* 7 0% 0% 0% n=7

5 - Infectado sem filtro - 10° 3 0% 0% 0% n=3

6 - Infectado com filtro - 10° 3 0% 33,3% 0% n=2

Fonte: dados da pesquisa.

O acompanhamento da cinética de fechamento das feridas demonstrou que, no seguimento de
3 dias, o percentual (%) de cicatrizacdo foi semelhante entre todos os grupos com uma
discreta reducdo nos grupos infectados com filtro e com filme transparente (grupos 4 e 6),
sem diferenca estatisticamente significativa. A média do percentual de cicatrizacdo se
manteve proxima de 40% para todos os grupos avaliados. A avaliacdo macroscopica das
feridas dos grupos infectados com filtro (4 e 6) e dos grupos infectados sem filtro (3 e 5)
apresentou maior quantidade de exsudato e de esfacelo, de aspecto Umido e coloragdo
amarelo-esverdeado ao longo do seguimento experimental (Figura 11), além da presenca de

odor fétido em ambos 0s grupos.

Figura 11 - Avaliacdo macroscopica das feridas no seguimento para validagdo do modelo de
feridas infectadas (2019-2020)
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Legenda: seta preta indica presenca de exsudato e seta vermelha indica a presenca de esfacelo (tecido necrético
Fonte: dados e imagens da pesquisa.

~

A avaliacdo macroscoépica das feridas demonstrou que todos os grupos atingiram em média
40% de cicatrizacdo no tempo de 3 dias. Nesse intervalo ja foi possivel observar a presenca de
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esfacelo de aspecto umido e amarelado recobrindo os leitos das feridas nos animais dos quatro
grupos infectados. Também foi observado que os animais cuja técnica de infeccdo utilizou o

filtro de celulose apresentaram esfacelo mais espesso.

Em relacdo ao acompanhamento do peso corporal desses animais, constatou-se maior perda
ponderal no grupo de animais infectados com filtro (grupos 4 e 6), confirmando os dados

encontrados no seguimento de 21 dias.

Nessa fase do estudo, realizou-se a cultura da pele com a finalidade de verificar a presenca da
Pseudomonas aeruginosa nas feridas e de padronizar os tempos para realizacdo das culturas.
O plagueamento e cultura das feridas dos animais infectados apresentaram recuperacdo de
microrganismos na amostra pura e nas dilui¢des testadas (10 até 107), no tecido a fresco e
apos congelamento do tecido (pele) em freezer -20°C por 24 horas, 48 horas, 72 horas e 7
dias.

A partir desses resultados, deu-se inicio a reproducdo desse modelo de feridas considerando o
n amostral previsto para esta pesquisa e em busca da determinagédo do perfil de formagdo do

biofilme em feridas excisionais.

5.2 Resultados do delineamento experimental proposto

5.2.1 Avaliacdo da sobrevida dos animais nos diferentes tempos experimentais

A avaliacdo da sobrevida dos animais apds a confecgdo das feridas e inducdo da infeccdo nédo
detectou diferenca estatisticamente significativa entre os dois grupos testados. O desenho
experimental empregado nessa fase e a curva de sobrevivéncia dos animais foram ilustrados

nas Figuras 12 (A) e (B), respectivamente.

Em ambos os grupos houve perdas, totalizando 8 mortes no grupo Pbs (ni = 37 animais) e 7
mortes no grupo Pa ((ni = 42 animais) durante todo o seguimento experimental. Esses
numeros, quando comparados ao n inicial (nj) empregado para cada grupo, equivalem a um
percentual de mortalidade de 21,62% no grupo Pbs, enquanto no grupo Pa esse percentual
atingiu 16,67%.



Figura 12 - Desenho experimental e curva de sobrevivéncia dos animais (2019)
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Fonte: dados da pesquisa.

Dias apds a confeccao e inducao de infeccao nas feridas

5.2.2 Cinética de fechamento das feridas

75

O Quadro 9 descreve os percentuais médios do perfil de fechamento das feridas e a area

média das feridas nos tempos 0, 3, 5, 7 e 10 dias, nos grupos controle (Pbs) e intervencéo

(Pa).



76

Na avaliacdo da cinética de fechamento das feridas intergrupos (Pbs vs Pa), percebeu-se que
as feridas do grupo Pa apresentaram menor percentual de cicatrizagdo quando comparado ao
grupo Pbs, como ilustrado nas Figuras 12 (A) e 13(A).

No tempo de 5 dias, a avaliacdo intergrupos mostrou que a taxa média de cicatrizacéo foi de
43,40% (£ 2,61 SEM) no grupo Pa contra 64,64% (= 1,75 SEM) do grupo Pbs, enquanto no
tempo de 7 dias essa taxa chegou a 62,48% (£ 1,67 SEM) no grupo Pa contra 73,96% (+ 1,51

SEM) do grupo Pbs, conforme descrito no Quadro 9. Os resultados para os demais tempos

(0, 3 e 10 dias) nao foram estatisticamente significativos.

Quadro 9 - Avaliacédo do perfil de fechamento das feridas (2020)

Perfil de fechamento das feridas
Pbs Pa

Tempo Cicatrizagdo Area Cicatrizagdo Area

(%) (mm?) (%) (mm?)
Meédia SEM Meédia SEM n Média SEM Média SEM n
0 0,0 0,0 18,80 0,38 116 0,0 0,0 18,35 0,28 140
3 37,81 2,12 11,51 0,37 113 | 34,40 1,74 12,06 0,36 136
5 64,64 1,75 7,36 0,29 85 43,40 2,61 12,13 0,39 103
7 73,96 1,51 5,01 0,29 56 62,48 1,67 7,67 0,35 62
10 91,82 0,76 1,79 0,16 28 88,03 1,22 2,47 0,24 31

Legenda: os dados foram descritos considerando a média + erro padrdo da média (SEM). O n amostral refere-se
ao namero de feridas avaliadas na amostra.
Fonte: dados da pesquisa.

Neste estudo, a avaliacdo da area das feridas (mm?2) foi inversamente proporcional ao
percentual de fechamento das feridas. Na comparacao intergrupos (Pbs vs Pa), identificaram-
se diferencas estatisticamente significativas nos tempos de 5 e 7 dias apds a inducdo da
infeccdo das feridas, como ilustrado nas Figuras 13 (A e B) e 14 (A e B). Os resultados para

os demais tempos (0, 3 e 10 dias) nao foram estatisticamente significativos.

No tempo de 5 dias, a area média das feridas foi de 12,13mm?2 (x 0,39 SEM) no grupo Pa e de
7,36mm2 (+ 0,29 SEM) no grupo Pbs no tempo de 5 dias, enquanto no tempo de 7 dias esses
valores atingiram as médias de 7,67mm?2 (x 0,35 SEM) no grupo Pa contra 5,01mm? (+ 0,29
SEM) no grupo Pbs. Observaram-se diferencas estatisticamente significativas entre os grupos
(Pbs vs Pa) no tempo de 5 e de 7 com valor de p < 0,05. Nos demais tempos experimentais

ndo houve diferencas estatisticas significativas.
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Figura 13 - Avaliacédo da cinetica de fechamento e da &rea das feridas (2019-2020)
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Legenda: em A e B, a avaliacdo intergrupo (Pbs vs Pa) foi representada pelo simbolo * ; em C, avaliacdo
macroscdpica das feridas; em D, ampliagdo da imagem calibrada para regra de 1mm. Os resultados foram
representados como média + SEM e os valores de P foram descritos como: p < 0,05: * ou # ou &, p < 0,01: **
ou ## ou &&, p < 0,001: *** ou ### ou &&& e p <0,0001: **** ou ###H# oU & &&&.

Fonte: dados e arquivos da pesquisa.

A avaliacdo macroscopica das feridas demonstrou que os animais do grupo Pa seguem um

padrdo de cicatrizacdo mais irregular quando comparados aos do grupo Pbs que apresenta
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uma tendéncia mais regular. As feridas dos animais do grupo Pa apresentaram menor
percentual de fechamento de cicatrizacdo das feridas e maior area das feridas quando
comparados ao grupo Pbs, principalmente nos tempos de 5 e 7 dias, conforme demonstrado
nas Figuras 13(A), 13(C) e 14(A). Nessa avaliacdo, verificou-se que as feridas do grupo Pa
estavam recobertas por tecido necrético amarelado, de aspecto mais espesso e bem aderido,
principalmente nos tempos de 5 e 7 dias. Nos tempos de 3 e 10 dias, apesar do leito das
feridas estarem recobertos por tecido necrdtico amarelo de aspecto brilhante e Umido, em
quase 100% da éarea das feridas, nao foi observada significancia estatistica nesses dois pontos

do seguimento experimental.

A avaliacdo da cinética de fechamento e da area das feridas na comparacéo intragrupos (Pbs

vs Pbs) e (Pa vs Pa) foi ilustrada nas Figuras 14 (C) e (D), respectivamente.

Figura 14 - Avaliacdo inter e intragrupos da cinética de fechamento e &rea das feridas (2020)
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Legenda: em A e B, a avaliacdo intergrupos (Pbs vs Pa) foi representada pelo simbolo *; em C e D, a avaliagéo
intragrupos (Pbs vs Pbs) foi representada pelos simbolos # e (Pa vs Pa) &. Os resultados foram representados
como média + SEM e os valores de P descritos como p < 0,05: * ou # ou &, p < 0,01: ** ou ## ou &&, p <
0,001: *** ou ### ou &&& e p < 0,0001: **** ou #### ou &&&&.

Fonte: dados da pesquisa.
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Na analise cinética de fechamento das feridas do grupo Pbs, os intervalos de tempo D0-D3,
D0-D5, D0-D7, D0-D10, D3-D5, D3-D7, D3-D10, D5-D10 e D7-D10 foram considerados
estatisticamente significativos com valor de p < 0,0001. O intervalo de D5-D7 dias apresentou
valor de p < 0,05. No grupo Pa, os intervalos de tempo DO-D3, DO-D5, D0-D7, D0-D10, D3-
D7, D3-D10, D5-D10 e D7-D10 obtiveram valor de p < 0,0001, exceto o intervalo de D3-D5

que obteve valor de p < 0,001, conforme ilustrado na Figura 13(C).

Na avaliacdo da area das feridas, os intervalos de tempo D0-D3, D0-D5, D0-D7, D0-D10, D3-
D5, D3-D7, D3-D10 e D5-D10 foram estatisticamente significativos com valor de p < 0,0001.
Os intervalos de tempo de D5-D7 e D7-D10 do grupo Pbs apresentaram diferenga
estatisticamente significativa com valor de p < 0,01. No grupo Pa, todos os intervalos de
tempo (D0-D3, D0-D5, D0-D7, D0-D10, D3-D7, D3-D10, D5-D7, D5-D10 e D7-D10) foram
estatisticamente significativos com valor de p < 0,0001, exceto o intervalo de D3-D5 dias que

ndo apresentou diferenga estatistica conforme ilustrado na Figura 13(D).

5.2.3 Acompanhamento clinico-ponderal

No acompanhamento clinico-ponderal ao longo do seguimento experimental, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significativas entre os grupos Pbs e Pa conforme

demonstrado no Quadro 10 e na Figura 15(A).

Quadro 10 - Avaliacdo do peso bruto e da variagdo ponderal durante o seguimento

experimental (2020)

Variagdo ponderal
Pbs Pa
Peso (g) % Variagdo Peso (g) % Variagdo
Média SEM Média SEM n Média  SEM Média SEM n

Tempo

0 24,65 0,28 100,0 0,00 29 25,37 0,26 100,00 0,00 35
3 22,98 0,36 92,98 0,74 28 23,45 0,27 92,32 0,50 28
5 22,86 0,39 94,20 0,69 18 23,53 0,30 91,04 0,71 26
7 23,07 0,47 92,61 0,71 14 | 22,73 0,40 89,89 0,74 17
10 22,86 1,12 91,40 2,00 7 22,77 0,56 89,67 0,95 8

Legenda: os dados foram descritos considerando a média + erro padrdo da média (SEM). O n amostral refere-se
ao nimero de animais em cada seguimento temporal.
Fonte: dados da pesquisa.
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No teste para multiplas comparacgdes intragrupo Pbs vs Pbs, observou-se diferenca estatistica
significativa no intervalo de tempo de 0-3 e 0-5 dias com valor de p< 0,05, enquanto a
comparacao intragrupo Pa vs Pa identificou diferengas significativas nos intervalos de tempo
de 0-3 com p < 0,001, de 0-5 e de 0-10 com valor de p < 0,01 e o intervalo de 0-7 com valor
de p <0,0001 conforme ilustrado na Figura 15(C).

Figura 15 - Avaliacdo do peso e da variagdo ponderal (2019-2020)
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Legenda: em A e B, Pbs vs Pa foi representado por * ; em C e D, Pbs vs Pbs foi representado por # e Pa vs Pa
por &. Os valores de P foram descritos como p < 0,05: * ou # ou &, p < 0,01: ** ou ## ou &&, p < 0,001: ***
ou ### ou &&& e p <0,0001: **** ou #### oU &&&&.

Fonte: dados da pesquisa

A avaliagdo ponderal permitiu observar que ocorreu perda de peso em ambos 0s grupos, de
forma mais acentuada até o 3° dia do seguimento experimental. Entretanto, apesar das
diferencas observadas, detectou-se significancia estatistica somente no tempo de 5 dias com
valor de p < 0,01. A diferenca entre o percentual médio de perda ponderal foi de 9% (+ 0,71
SEM) de perda ponderal no grupo Pa contra 6% (x 0,69 SEM) de perda no grupo Pbs
conforme descrito no Quadro 10 e ilustrado na Figura 15(B).
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No teste para maltiplas comparagdes intragrupos (Pbs vs Pbs) e (Pa vs Pa), observou-se
variacdo ponderal com diferencas estatisticamente significativas nos intervalos de tempo de
DO0-D3, D0-D5, D0O-D7 e D0-D10, todos com valores de p < 0,0001 para ambos 0s grupos

conforme demonstrado na Figura 15(D).

5.2.4 Cultura da pele correspondente a area das feridas e cultura do tecido hepatico

Os resultados relativos a cultura da pele foram ilustrados no Quadro 11 e Figura 16 (A). As
técnicas de plagueamento e cultura da pele empregadas neste estudo permitiram a recuperagao
de Pseudomonas aeruginosa no tecido correspondente a area das feridas nos tempos de 3, 5, 7
e 10 dias. Também foi observada uma baixa recuperacdo desses microrganismos para 0 grupo
Pbs nos tempos de 5, 7 e 10 dias quando comparados ao grupo Pa conforme ilustrado no
Quadro 11.

Quadro 11 - Recuperacdo de Pseudomonas aeruginosa na cultura das feridas (2019-2020)

Cultura das feridas (UFC/qg)
Tempo Pbs Pa

Média SEM n Média SEM n
0 0 0 11 0 0 18
3 0 0 6 677.427 285.032 7
5 14.000 6.175 6 3.885.714 1.070.698 7
7 2,500 1.893 4 4.550.000 1.611.455 8
10 2.400 1.470 5 128.000 71.814 5

Legenda: os dados foram descritos considerando a média + erro padrdo da média (SEM). O n amostral refere-se
ao nimero de animais em cada seguimento temporal.
Fonte: dados da pesquisa.

Na avaliacéo intergrupo (Pbs vs Pa), identificou-se recuperacdo de P. aeruginosa nos tempos
de 5 e 7 dias. Esses dados foram estatisticamente significativos e apresentaram valores de p <
0,01 conforme ilustrado na Figura 16 (A).

Na avaliacdo intragrupo (Pa vs Pa), o teste de multiplas compara¢des demonstrou diferencas
estatisticamente significativas para os intervalos de tempo D0-D5 com valor de p < 0,001,
D0-D7 com valor de p < 0,0001; D3-D5 e D5-D10 com valores de p < 0,05; D3-D7 e D7-
D10 com valores de p < 0,01, respectivamente. Entretanto, na avaliacdo Pbs vs Pbs ndo foram
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observadas diferencas estatisticamente significantes para essa analise. Esses resultados podem

ser observados no Quadro 11 e na Figura 16(A).

Figura 16 - Cultura das feridas e do tecido hepatico (2019-2020)
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Legenda: em A, a cultura da pele correspondente a area das feridas; em B, cultura do tecido hepético. As
avaliacGes considerando Pbs vs Pa foram representadas no grafico por *, Pbs vs Pbs por # e Pa vs Pa por &. Os
resultados foram expressos como a média +SEM e os valores de p foram representados com p < 0,05: * ou # ou
&, p <0,01: ** ou ## ou &&, p < 0,001: *** ou ### ou &&& e p <0,0001: **** ou ###H# oU &&&&.

Fonte: dados da pesquisa.

Os resultados obtidos com a cultura do tecido hepatico foram ilustrados na Figura 16 (B) e

descritos no Quadro 12, respectivamente. Ressalta-se que na avaliagdo intergrupo (Pbs vs Pa)
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e intragrupo (Pa vs Pa e Pbs vs Pbs) da cultura do tecido hepéatico ndo foram observadas

diferencas com significancia estatistica.

Quadro 12 - Recuperacdo de Pseudomonas aeruginosa nas culturas do figado (2019-2020)

Cultura das feridas (UFC/g de tecido)
Tempo Pbs Pa
Média SEM n Média SEM n
3 150.000 95.743 4 67.000 40.785 6
5 16.000 10.863 4 5.667 2.028 6
7 38.000 8.610 6 20.500 8.995 4

Legenda: os dados foram descritos considerando a média + erro padrdo da média (SEM). O n amostral refere-se
ao nimero de animais em cada seguimento temporal.
Fonte: dados da pesquisa.

5.2.5 Quantificacdo global e diferencial de leucdcitos

5.2.5.1 Avaliacao global de leucdcitos e classificacio granulocitica dos leucocitos

Os resultados obtidos com a quantificacdo e a classificacdo granulocitica dos leucécitos foram

demonstrados na Figura 17 (A-F).

A andlise da quantificacdo global de leucdcitos intergrupos (Pbs vs Pa) ndo apresentou
diferengas estatisticamente significativas conforme apresentado do na Figura 17(A). A mesma
situacdo foi observada na quantificacdo dos leucécitos polimorfonucleares, Figura 17(C), e de

mononucleares, Figura 17(E).

A anélise da quantificacdo global de leucdcitos intragrupos (Pbs vs Pbs) e (Pa vs Pa)
demonstrou que ambos o0s grupos apresentaram diferencas significativas ao longo dos dias.
Na avaliacdo do grupo Pbs vs Pbs, constataram-se diferencas significativas nos intervalos de
tempo de DO-D10, D3-D10, D5-D10 e de D7-D10, com valores de p < 0,05. Na avaliacdo do
grupo Pa vs Pa, tambem foram observadas diferencas estatisticas significativas nos intervalos
de tempo de DO-D5, D3-D10, D0-D7, D0-D10, D5-D10 e D7-D10, com valores de p < 0,05,

conforme ilustrado na Figura 17(B).
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Figura 17 - Quantificacéo e classifica¢do de leucdcitos no sangue periférico (2020)
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Legenda: em A e B, avaliacao global de leucdécitos; em C e D, avaliagdo das células polimorfonucleares; em E e
F: avaliacdo das células mononucleares. As avaliagGes considerando Pbs vs Pa foram representadas no grafico
por *, Pbs vs Pbs por # e Pa vs Pa por &. Os resultados foram expressos como a média +SEM e os valores de p
foram representados com p < 0,05: * ou # ou &, p < 0,01: ** ou ## ou &&, p <0,001: *** ou ### ou &&& e p <
0,0001: **** gu #### oU &&&&.

Fonte: dados da pesquisa.

Na avaliacdo das celulas PMN, a comparacdo intragrupo (Pbs vs Pbs) foi estatisticamente
significativa nos intervalos de tempo de D0-D3 e D0-D7 com valores de p < 0,05, enquanto

na comparacgdo (Pa vs Pa) foram observadas diferengas com significancia estatistica para os
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intervalos de tempo de DO-D5, DO-D7, D0-D10, D3-D7 e D5-D7, com valores de p < 0,05,
conforme demonstrado na Figura 17(D).

Na avaliagdo das células MNN, a comparagdo intragrupo (Pbs vs Pbs) também foi
estatisticamente significativa nos intervalos de tempo DO-D3 e D0O-D7, com valores de p <
0,05, enquanto na comparacdo (Pa vs Pa) foi detectada significancia estatistica nos intervalos
de tempo D0-D7, D0-D10, D3-D7 e D5-D7, com valores de p < 0,05, conforme apresentado
na Figura 17(F).

5.2.5.2 Avaliacao diferencial de leucocitos

A avaliacéo diferencial de leucdcitos polimorfonucleares e mononucleares foi demonstrada

nas Figuras 18 e 19, respectivamente.

A quantificacdo de baséfilos no grupo Pa apresentou uma reducdo do namero de células no
dia 3 quando comparado ao grupo Pbs, com diferenga estatistica e valor de p < 0,05,
conforme demonstrado na Figura 18 (E).

As diferencas intergrupos na quantificacdo dos neutrofilos e dos eosinoéfilos ndo foram
estatisticamente significantes, porém, observou-se um pico de neutr6filos no 10° dia,
enguanto para os eosinofilos esse pico ocorreu no 3° dia apds o trauma cirurgico e inducédo da

infeccdo, como mostrado nas Figuras 18 (A) e (C).

Apesar de ndo ter significancia estatistica, em ambos o0s grupos, constatou-se que os baséfilos
sofreram uma reducdo acentuada no 5° dia, mas conseguiram uma recuperacdo préxima ao

nivel basal no 10° do experimento.

Na comparagéo intragrupos Pbs vs Pbs, a quantificacdo dessas células apresentou diferencas
significativas para o intervalo de tempo D3-D5, enquanto Pa vs Pa demonstrou diferengas
significativas apenas no intervalo de tempo DO0-D5, com valor de p < 0,05, para os dois

grupos avaliados, Figura 18(D).

A avaliacdo diferencial das células mononucleares foi demonstrada na Figura 19. Na

comparacdo intergrupos (Pbs vs Pa), a quantificacdo dos linfocitos e mondcitos ndo
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apresentou diferencas com significancia estatistica conforme ilustrado nas Figuras 19 (A) e

().

Figura 18 - Quantificacdo diferencial de leucdcitos polimorfonucleares no sangue periférico

(2019-2020)

A

Neutrofilos
2.0:107 -
- 1.5=107 4
=
3
E 1.0x1074
=
Z
Z  50=10¢
(i
Q ) o A K
Dias apos a confecgdo e infecdo das feridas
C Eosinofilos
15000001
=
= 10000004
= 500000
=
0
o ) o A )
Dhas apos a confeegio e mfecgio das feridas
E Basofilos
5000000 - *
4000000 4
-
E
g 3000000 4
'E
& 2000000
4
1000000 -
0

o 5 ) A &

Dias apos a confecgdo e infecedo das feridas

N" Meutmollos'mL

2.0:107 -

1.5x107 4

1.0:107 4

5.0:10° 4

Neutrofilos

- T Em Fos

mm Fa

B 5 ALD

1500000 -

1000000 -

5000004

N° Eosinofilos'mL

5000000+

40000004

3000000

2000000

N? BasofilosmlL

1000000 -

BB B AN
Dnas apos a confeegio e mfeccdo das fendas

Eosinofilos

#H
Bl FPbs

Il Pa

Q™6 A D 98 b6 AN

Dias apos a confecgdo e infecgdo das feridas
Basofilos

B mm Pbs
: N Fq

D% 8 ALY

BB AL

Dias apos a confecgio e mfecgio das feridas

Legenda: em A e B, avaliacao global de leucdécitos; em C e D, avaliagdo das células polimorfonucleares; em E e
F, avaliacdo das células mononucleares. As avaliagfes considerando Pbs vs Pa foram representadas no gréafico
por *, Pbs vs Pbs por # e Pa vs Pa por &. Os resultados foram expressos como a média +SEM e os valores de p
foram representados com p < 0,05: * ou # ou &, p < 0,01: ** ou ## ou &&, p < 0,001: *** ou ### ou &&& e p <

0,0001: **** ou #### ou &&&&.
Fonte: dados da pesquisa.
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Os linfdcitos apresentaram uma reducdo importante no nimero de células circulantes nos dias
3, 5 e 7 quando comparado ao DO, entretanto essas células retomam os valores préximos ao
basal, em ambos os grupos avaliados, no 10° dia do experimento. Por outro lado, a
comparacéo dos linfdcitos intragrupo (Pbs vs Pbs) apresentou diferencas significativas para 0s
intervalos de tempo de DO0-D7 e D7-D10, enquanto Pa vs Pa apresentou diferencas
significativas apenas nos intervalos de tempo DO-D5 e D0-D7, com valores de p<0,05,

conforme ilustrado nas Figuras 19 (A) e (B).

Figura 19 - Quantificacdo diferencial de leucdcitos mononucleares no sangue periférico
(2020)
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Legenda: em A e B, representacdo dos linfdcitos; em C e D, representagdo dos monocitos. As avaliagdes
considerando Pbs vs Pa foram representadas no grafico por *, Pbs vs Pbs por # e Pa vs Pa por &. Os resultados
foram expressos como a média +SEM e os valores de p foram representados com p < 0,05: * ou # ou &, p <
0,01: ** ou ## ou &&, p < 0,001: *** ou ### ou &&& e p < 0,0001: **** ou #### oU &&&&.

Fonte: dados da pesquisa.

Nesse mesmo sentido, na comparacgéo intergrupos, identificou-se que, em ambos 0s grupos,
houve um pico de mondcitos no 10° ap6s o ferimento e inducdo da infecgdo, porém sem

significancia estatistica. Embora, na avaliagdo intragrupo (Pbs vs Pbs) e (Pa vs Pa) dessas
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células, observaram-se diferencas significativas para os intervalos de tempo de D0-D10, D3-
D10, D5-D10 e D7-D10, ambos com valores de p < 0,05, conforme ilustrado nas Figuras 19
(C) e (D).

5.2.6 Avaliacdo por meio da microscopia eletrénica de transmissao

Na avaliacdo das feridas por meio da microscopia eletrénica de transmissdo (MET), ndo foi
possivel identificar a presenca de biofilme bacteriano ou de Pseudomonas aeruginosa em sua

forma plancténica conforme ilustrado na Figura 20.

Figura 20 — Imagens representativas da auséncia de biofilmes na area das feridas (2020)
A - Pbs B-Pa

Legenda: em A, Grupo Pbs (controle). Em B, Grupo Pa (infectado com P. aeruginosa). Em ambos 0s grupos
ndo foi observado presenca de biofilme ou células bacterianas na area das feridas. Barra de escala: S5pm.
Fonte: imagens da pesquisa. Painel elaborado pela autora.
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Por outro lado, a MET permitiu identificar algumas estruturas celulares caracteristicas e bem
delimitadas no tecido correspondente a area das feridas, como por exemplo, a presenca de
fibras colagenas, células do sistema imune, presenca de nervos, vasos sanguineos e células em

processo de apoptose (Figura 21).

Figura 21 - Imagens das feridas por MET: estruturas celulares caracteristicas da pele

correspondente a area das feridas (2020)

Regido de fibras colagenas

Fibroblasto

Vaso sanguineo

Terminagdes nervosas
T @ }
’

Hemécias soltas no tecido
caracterizando regido de sangramento

2um

Legenda: estruturas identificadas nas imagens pela ponta das setas. Barra de escala: em A, E e F: 2um; em B:
1um; em C e D: 5um, respectivamente.
Fonte: imagens da pesquisa. Painel elaborado pela autora.
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Dentre essas caracteristicas observadas, destaca-se que a deposicdo de fibras colagenas foi

mais proeminente no grupo Pa quando compara do ao grupo Pbs (Figura 22).

Figura 22 - Imagens das feridas por MET: deposicédo de fibras colagenas na area das feridas
(2020)

A - Pbs B - Pa

Legenda: em A, Grupo Pbs (controle), baixa presenca de coladgeno disperso no tecido; em B Grupo Pa
(infectado). Nas imagens acima, o colageno é visualizado como pontos brancos e brilhantes dispersos no tecido.
Barra de escala: Al e B1: 5um; A2 e B2: 2um, respectivamente.

Fonte: imagens da pesquisa.

A MET permitiu identificar diferentes células como presenca de fibroblastos, eosinofilos e
neutrofilos contendo granulos eletrodensos dispersos no citoplasma e células vacuolizadas
com granulos eletrodensos bem delimitados dentro da estrutura dos vactolos em ambos 0s

grupos avaliados (Figura 22).

Né&o foram realizados testes para identificagdo desses granulos pois esse ndo era o alvo deste
estudo, entretanto, acredita-se que esses granulos sejam substancias sintetizadas pelas células
como resposta ao processo de inflamacdo decorrente do processo cirdrgico e indugdo da

infeccdo com P. aeruginosa na regido das feridas.
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Figura 23 - Imagens das feridas por MET: células com granulos eletrodensos (2020)

A - Pbs B - Pa

A1

Legenda: em A, Grupo Pbs (controle), células contendo grénulos eletrodensos; em B Grupo Pa (infectado),
células contendo grénulos eletrodensos. Barra de escala: 2pm.
Fonte: imagens da pesquisa. Painel elaborado pela autora.



92

6 DISCUSSAO

O presente estudo buscou avangar na discussédo sobre a indugéo, formacéo, identificacdo e
manejo do biofilme em feridas cutaneas excisionais no modelo in vivo. Nesse contexto, 0s
modelos experimentais de feridas cutaneas com biofilme in vivo compreendem estratégias
cruciais para 0 avanco dessa tematica. Esses modelos permitem diversas frentes de
investigacdo e englobam as questdes relacionadas & identificacdo dos biofilmes, o
desenvolvimento de novos produtos ou mesmo o teste de eficacia de produtos ja disponiveis
no mercado com a finalidade de combater o biofilme. Por fim, incorporam as acdes de

prevencdo, monitoramento e gerenciamento desses organismos na pratica clinica.

Assim, nos testes preliminares deste estudo, ao tentar reproduzir um dos modelos descritos na
literatura, para o teste de um produto cuja finalidade visa romper as estruturas do biofilme,
observou-se alta mortandade dos animais. Tal situacdo obrigou os pesquisadores a
interromperem temporariamente o estudo com o intuito de investigar o que de fato havia
ocorrido. Ao buscar outros modelos semelhantes na literatura, identificou-se uma variedade
muito grande de propostas, cada uma com diferentes variaveis que poderiam impactar nos
resultados, alterando os desfechos esperados. Esses achados permitiram repensar algumas
estratégias que conduziram para a padronizacdo de um modelo de feridas colonizadas ou
infectadas por biofilmes que fosse viavel e reprodutivel, permitindo desde a identificagdo do

biofilme até as mais diferentes situacdes de investigacdo em torno dessa tematica.

Nesse sentido, a primeira fase desta pesquisa permitiu estabelecer a carga bacteriana capaz de
induzir a colonizacdo e infeccdo das feridas e, que ao mesmo tempo, fosse suficientemente

segura para garantir a sobrevida dos animais.

Nessa etapa do estudo, empregou-se 0 modelo de feridas multiplas, confeccionadas no dorso
dos animais, medindo aproximadamente 5mm de didametro e com espessura total da pele,
descrito por Canesso et al. (2014). Esse modelo de ferida foi associado a diferentes cargas
bacterianas ja descritas na literatura por outros autores que trabalham essa mesma tematica
(ZHAO et al, 2010; DAVIS et al, 2019; BRANDENBURG et al, 2019; MORI et al, 2019;
AKERS et al, 2014). As cargas bacterianas selecionadas para inducgéo da infecgéo e formagéo
do biofilme foram aplicadas em aliquotas de uma suspenséo bacteriana fresca contendo 108,
108, 10° e 10%
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Essas cargas bacterianas também foram associadas a quatro diferentes técnicas de indugdo da
infecgdo das feridas com P. aeruginosa denominadas neste estudo técnicas A, B, C e D.
Optou-se pela averiguacdo do impacto da oclusdo das feridas com filme de poliuretano
transparente na inducdo da formacdo do biofilme, sendo realizadas as trocas (remocéo /

reaplicagéo) nos dias 1, 3, 5 e 7 do seguimento experimental.

O mecanismo de repique bacteriano e preparo do inoculo para indugdo da infecdo também foi
descrito por diferentes autores (STOFFEL et al., 2019; ZHAO et al., 2010; DAVIS et al.,
2019; BRANDENBURG et al., 2019; MORI et al., 2019) e, em varios aspectos, foram

observadas semelhancas em relagdo aos procedimentos técnicos empregados neste trabalho.

Alguns autores utilizaram uma cepa de S. aureus (linhagem Xen29) para inducéo da infeccéo.
A cultura e o preparo do in6culo para infeccdo das feridas foram realizados por meio da
técnica de diluicdo seriada na proporcdo de 1:10, em PBS estéril e incubada por 60min a £35
(x 2C); em seguida, essas bactérias foram lavadas com PBS por 3 vezes e ressuspendidas até
uma concentragdo final de 108 UFC/mL. Posteriormente, confeccionaram-se feridas de 1cm
de didmetro e espessura total no dorso dos animais (ratos atipicos - sem pelagem). Essas
feridas foram semeadas com 10pL da suspensdo com carga bacteriana 108 UFC/mL e cobertas
com o filme de poliuretano transparente por 24 horas para permitir a formacéo do biofilme
(STOFFEL et al., 2019). Esses autores, apesar de utilizarem uma carga bacteriana semelhante
as concentracdes bacterianas utilizadas em outros estudos, aplicaram um tempo de cultivo e
preparo do in6culo para infeccdo das feridas de 60 minutos, o que difere muito do tempo de
cultivo e preparo do indculo de 24 horas empregados neste e em outros estudos (ZHAO et al.,

2010; ) que avaliaram culturas de feridas para identificacdo de biofilmes.

O estudo de Zhao et al. (2010) trabalhou a indugdo de biofilme de P. aeruginosa em ratos
diabéticos. Esses autores consideraram o modelo de ferida excisional Unica, confeccionada na
regido dorsal do animal, medindo 6mm de didmetro e de espessura total da pele. Eles testaram
uma aliquota de suspensdo bacteriana fresca contendo em torno de 108 UFC/mL apds 24h de
incubacéo dessa suspensdo bacteriana. A segunda carga testada por esses autores continha em

torno de 10° UFC/mL apds 72h de incubag&o da solugio bacteriana.

Brandenburg e colaboradores (2019) também consideraram um modelo de ferida tipificada
como “queimadura por escaldadura” em ratos Sprague-Dawley. Esse modelo de criacdo de

feridas por escaldadura com espessura de 500-600um de profundidade foi associado a uma
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carga bacteriana em torno de 10° UFC/g de tecido. Imediatamente apds a realizagdo das
queimaduras na regido dorsal desses ratos, aplicaram-se 100ul de uma suspensdo de
Pseudomonas aeruginosa sobre a superficie das feridas e, segundo esses autores, no tempo de

7 dias, foi possivel observar um aumento robusto da infeccao.

Dentro dessa mesma tematica, Davis et al. (2019) utilizaram um modelo de ferida porcina, de
espessura parcial profunda, na zona paravertebral e toracica, medindo 10mmx7mmxZ1,0mm.
Neste estudo, os autores realizaram 52 feridas de espessura parcial no dorso desses animais;
em seguida, estas foram desafiadas com uma aliquota de 25uL. de suspensdo bacteriana
contendo 106 UFC/mL de Pseudomonas. Uma aliquota de 25uL foi depositado no centro de
cada ferida, sendo ligeiramente esfregada e espalhada sobre a superficie das feridas. Nesse
modelo, as feridas também foram ocluidas com filme de poliuretano transparente por 24h,
para garantir que o biofilme pudesse se estabelecer, e a troca da cobertura realizada a cada
48h para aplicagéo do tratamento utilizado por esses autores.

Salienta-se que, para este estudo, a técnica A foi classificada como modelo de inducdo
pontual (aplicagdo direta da suspensdo bacteriana no leito das feridas) para formagdo do
biofilme (DAVIS et al., 2019), enquanto a técnica D replicou esse modelo de inducéo pontual
associando-o ao filtro de celulose, um componente utilizado como suporte de amplificacdo e
adesdo das bactérias no leito das feridas, ja amplamente utilizado nos modelos de
transferéncia de biofilme (ZHAO et al., 2010). As técnicas B e C foram caracterizadas como
modelos de transferéncia de biofilme para o leito das feridas e tinham como objetivo simular a
ruptura do biofilme maduro, com consequente contaminacdo de outros sitios da ferida
considerando a natureza refrataria dos biofilmes, como discutido por outros estudiosos desse
assunto (DONLAN; COSTERTON, 2002; ZHAO et al., 2010).

A alta taxa de mortalidade dos camundongos observada nessa fase do estudo permitiu
perceber que a carga bacteriana estava fortemente associada a técnica empregada para
inducdo da infecdo. Os resultados obtidos nesta etapa permitem inferir que os modelos de
transferéncia de biofilmes ndo foram seguros para garantir a sobrevida dos animais apos a
inducdo de infeccdo das feridas com P. aeruginosa. Entretanto, de forma contréria aos
resultados obtidos por este estudo, alguns autores relatam que a técnica de inoculagdo da
carga bacteriana no momento de confeccdo das feridas apresentou alta taxa mortalidade e
induziu 0 aumento da area das feridas em relacdo a medida da ferida inicial (HOCHWALT et
al., 2008; ZHAO et al., 2010).



95

Para esta pesquisa, compreende-se que 0 aumento da area das feridas representava um dos
componentes do retardo do processo de cicatrizacdo. Os resultados mostraram que a maior
taxa de mortalidade ocorreu para as técnicas B e C utilizadas para a inducdo da infeccéo.
Desse modo, os modelos de inducéo pontual da infeccdo empregados para este estudo, apesar
de terem apresentado uma alta taxa de mortalidade no primeiro momento, apresentaram-se
mais propensos a causar colonizacdo/infeccdo das feridas, visto que os animais alocados
nessas tecnicas (A e D) sobreviveram por mais tempo, de forma a garantir a sobrevida dentro
das marcacdes temporais (tempo de 3, 5, 7 e 10 dias) adotadas para este estudo. Para além
disso, os estudos avaliados na composicdo deste trabalho mostraram que o delineamento
temporal adotado coincide com o delineamento temporal empregado em outros estudos que
tém em seu desfecho principal a indugédo e a formacao dos biofilmes ou o tratamento desses
organismos (DAVIS et al., 2019, ZHAO et al., 2010; BRANDENBURG et al., 2019).

A avaliagdo clinica dos animais ao longo dos dias experimentais demonstrou reducdo da
mobilidade, prostracdo, dificuldade para se alimentar e hidratar, formacdo de crosta nos
animais que nao tiveram as feridas ocluidas com filme transparente, pelagem arrepiada e sem
brilho, principalmente para aqueles animais que foram alocados para avaliagdo das técnicas B,
C e D, respectivamente. Entretanto, essas observacfes ndo foram passiveis de ser comparadas
com a literatura, pois, em varios estudos consultados, os autores ndo relatam e ndo descrevem

0 acompanhamento dessas condic@es clinicas.

As feridas dos animais que foram alocados para a técnica A ndo foram ocluidas com filme
transparente, sobrevivendo apenas um animal com carga de 10%. Esse animal apresentou
formacdo de crosta espessa sobre as feridas e contracdo acentuada do tecido, fugindo aos
objetivos deste estudo, por isso a ndo oclusdo das feridas foi desconsiderada para a

continuidade desta pesquisa.

Nas técnicas B e C, todas as feridas foram ocluidas por 24h e, independentemente da carga
bacteriana aplicada, todos 0s animais morreram nas primeiras 72h. Esse achado confirmou
que a técnica de transferéncia de biofilme para as feridas ndo era suficientemente segura para
garantir a sobrevida dos animais, uma vez que a incubagdo dos filtros por 24h, além de
aumentar exponencialmente a carga bacteriana, impediu a quantificacdo exata da carga
bacteriana aplicada nos animais, o que pode ter favorecido a morte dos mesmos. Com isso,

surgiu a seguinte questdo: o efeito da oclusdo das feridas poderia agravar esse crescimento
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exponencial da Pseudomonas aeruginosa de forma a aumentar a taxa de mortalidade dos

animais?

Além disso, ao avaliar os efeitos da técnica D na curva de sobrevida dos animais, observou-se
que, apesar de apresentar uma alta mortalidade para as cargas bacterianas testadas, essa
técnica mostrou que 50% dos animais com carga bacteriana de 10°UFC/mL sobreviveram até
0 décimo dia do experimento. Esse achado sugere que, dentre as técnicas testadas, essa

técnica de inducéo (D) era a mais favoravel para o modelo de feridas infectadas proposto.

A partir desses resultados e da hip6tese levantada, realizou-se uma segunda etapa
experimental para confirmacao e ajuste da carga bacteriana, do uso do filtro de celulose e da

oclusdo com filme transparente no contexto da inducéo da infeccéo das feridas.

A segunda fase desta investigacdo considerou um seguimento experimental de 3 dias, visto
gue o maior percentual de mortalidade ocorreu nas primeiras 72h e o modelo de feridas
proposto neste estudo, em geral, atinge 100% de cicatrizacdo em torno do 14° dia. Na
comparacdo da sobrevida entre 0s grupos experimentais testados, identificou-se que houve
baixa taxa de mortalidade quando a carga empregada para inducédo da infecao foi aplicada em
aliquotas de 10pL contendo 10* ou 10° UFC/mL dessas suspensdes, aplicadas diretamente
sobre os filtros de celulose aderidos a superficie das feridas. A fixacdo dos filtros e a
respectiva oclusédo das feridas foram realizadas com o filme de poliuretano transparente, que
foi mantido por 24h.

Como esperado, além de garantir a visualizacdo e observacdo da evolucdo das feridas durante
todo o seguimento experimental, a oclusdo das feridas com filme transparente impediu a
formacédo de crosta sobre as mesmas e minimizou a necessidade de trocas do curativo durante
0S experimentos, exceto para 0s pontos de avaliacdo e mensuracdo, Necessarios ao

delineamento experimental desta pesquisa.

A ocluséo das feridas nos modelos animais também foi utilizada em outros estudos. De forma
semelhante a técnica de oclusdo adotada para este trabalho, alguns autores descrevem o uso
do filme de poliuretano transparente (marca 3M) para ocluséo das feridas por 24 horas com a
finalidade de permitir o estabelecimento de biofilmes de P. aeruginosa antes de aplicarem 0s
tratamentos propostos (ZHAO et al., 2010; DAVIS et al., 2019). Ressalta-se que neste estudo
ndo foi aplicado tratamento, j& que o objetivo principal era padronizar o modelo de feridas

excisional com biofilme bacteriano.
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Nesta pesquisa, a oclusdo das feridas com filme transparente apresentou algumas
desvantagens, pois, em alguns animais, no processo de remocao do curativo, constatou-se a
ocorréncia de sangramento e/ou rompimento/remocao mecéanica do esfacelo (tecido necrético)
formado no leito das feridas. Além disso, observou-se que as trocas realizadas em intervalos
menores que 3 dias ou executadas de maneira irregular podem induzir o surgimento de

irritacdo e dermatite da pele ao redor das feridas.

Ressalta-se que cada troca de curativo compreende a remocdo do filme transparente aplicado
sobre as feridas e a aplicacdo de uma nova cobertura sobre as feridas. Nesse contexto, 0
desenho experimental empregado para este estudo mostrou que, ao todo, foram realizadas
cinco trocas dessa cobertura (aplicacdo + remocdo) e, destas, uma ocorreu 24h apos a inducéo
da infeccdo, trés ocorreram com 48h e uma troca (remogéo do dia 10) com 72h. Esse padrédo
de troca pode ser um viés de confusdo para o estudo da inducdo e formacéo do biofilme em
feridas excisionais, considerando que houve perda de pequenos fragmentos de esfacelo do

leito das feridas nos momentos de remocao dessa cobertura.

Sabe-se que, na pratica clinica, o intervalo entre as trocas de curativos € um ponto crucial no
processo de tratamento de feridas, entretanto, nos modelos experimentais de feridas, essa
questdo tem sido pouco discutida e carece de mais investigacdo para elucidar qual é o impacto
da troca de curativo/cobertura no processo de tratamento das feridas experimentais e,
principalmente, para este estudo, qual € o impacto da troca da cobertura no processo de
indugéo e formagéo do biofilme?

A comparacdo desses dados e aspectos observados no modelo de feridas excisionais utilizado
neste estudo ndo encontrou respaldo na literatura consultada, visto que os diferentes autores
consultados sobre 0 uso de modelos de feridas em animais néo fazem referéncia a esse tipo de
cuidado. Vale salientar que essa preocupacdo sobre o cuidado é rotineira na préatica clinica e,
nas Gltimas décadas, observa-se uma preocupacao crescente dos profissionais dos servicos de
satude (SMANIOTTO et al., 2012) e dos proprios fabricantes de insumos para o tratamento de
ferida (MORRIS, 2006; GIANINO; MILLER; GILMORE, 2018) com o0s aspectos que
englobam o uso de coberturas primarias e secundarias, como 0s adesivos médicos e, em
particular, o filme de poliuretano transparente que é extremamente versatil em suas

aplicacdes.
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Para além da capacidade de fixacdo dessas coberturas, na prética clinica, o tratamento de
feridas cronicas, independente da etiologia, envolve uma série de cuidados como o
desbridamento dos tecidos desvitalizados (esfacelo e/ou tecido necrético), o equilibrio da
umidade (controle do exsudato), controle da dor e reducdo da carga bacteriana patogénica
(SINGH et al., 2008; PERCIVAL et al., 2012; DAVIS et al., 2008; PASTAR et al., 2012).
Assim como sdo avaliados outros pardmetros, como 0 tempo maximo de uso dessas
coberturas especiais, tempo indicado para trocas, praticidade de aplicacdo desses produtos,

reducdo ou alivio da dor, custos do produto e da méo de obra especializada, por exemplo.

Por outro lado, essa preocupacgdo parece ser inexistente entre os parametros avaliativos da
pesquisa experimental em animais. Tal situacdo induz a pensar que os modelos animais
empregados pelos autores no contexto do tratamento de feridas in vivo ndo conseguiram
simular experimentalmente as condi¢des clinicas e comportamentais observadas nos pacientes
com feridas crénicas ou, entdo, esses parametros, por ndo ser o foco de investigacdo desses
autores, ndo foram julgados como pertinentes ao processo de cicatrizacdo. Ou ainda, indo um
pouco mais, além dos aspectos técnicos envolvidos nesse processo, questiona-se o papel da
enfermagem na producao desses modelos experimentais de feridas, visto que esta é a principal
categoria profissional envolvida no processo de tratamento de feridas e, a0 mesmo tempo, téo

ausente na pesquisa basica dentro dessa tematica.

Acredita-se que a escassez de informacgdo sobre padronizacdo do intervalo de troca de
curativos, técnica de aplicacdo e remocdo dos adesivos e das coberturas, entre outros
requisitos que envolvem o tratamento de feridas nos modelos experimentais de feridas, pode
ter relacdo com a auséncia da enfermagem nesse campo de pesquisa. I1sso nao significa que as
demais categorias envolvidas nessa abordagem de pesquisa ndo se preocupam com esse tipo
de questdo, mas pode traduzir que essa abordagem ndo faz parte do escopo de prioridades

dessas categorias profissionais como faz para a enfermagem.

Ressalta-se, que dentre os 23 estudos envolvidos na revisdo de literatura realizada, apenas 1
(GURJALA et al., 2011), que trabalhou o modelo de feridas infectadas em orelha de coelhos,
apresentou preocupacdo com esse tipo de informagdo e, de forma mais sistematizada,
descreveu essa preocupagdo como varidveis do estudo. Essas variaveis foram denominadas
como localizagédo, tamanho e nimero de feridas por orelha, profundidade da ferida, tempo de
inoculacdo da bactéria, tempo de tratamento com antibidtico, tipo de cobertura absorvente,
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tempo de trocas de curativos e duracdo do periodo de cicatriza¢do de ferida (GURJALA et al.,
2011).

Outro ponto de observacdo neste estudo em questdo foi que o uso do filme transparente
impediu a formagéo de crosta no leito das lesdes e serviu de barreira de contengdo da
dispersdo de P. aeruginosa no ambiente e, apesar de ter provocado sangramento e
rompimento do esfacelo em alguns animais, seu uso foi mantido em fun¢éo da necessidade de
fixacdo dos filtros de celulose sobre as feridas nas primeiras 24h do estudo para facilitar a
propagacao da bactéria no interior das feridas; a necessidade de manutencdo de um ambiente
propicio ao crescimento dos microrganismos; e a expertise dos pesquisadores para 0 manuseio
dessa cobertura. Entretanto, vale ressaltar que esses dados sugerem a necessidade de
treinamento especifico dos pesquisadores a serem envolvidos nos projetos de pesquisas que
abordem o uso desse produto no acompanhamento de feridas cutaneas, seja na préatica clinica
ou na pesquisa bésica, considerando que a aplicacao de forma inapropriada ou errénea pode se

tornar um viés de confuséo.

Os resultados obtidos até essa fase da pesquisa mostraram que o modelo de ferida infectada
proposto com carga bacteriana de 10* foi capaz de retardar o processo de cicatrizagdo, visto
gue os animais do grupo infectado apresentaram 0s piores escores de cicatrizacdo, perda
ponderal e tiveram resultado positivo da cultura das feridas que conseguiu recuperar a bactéria

Pseudomonas spp. em todos os tempos do seguimento experimental.

Esses dados permitiram concluir que o modelo de inducdo da infeccdo em feridas proposto
por esses pesquisadores estava funcionando e, por sua vez, direcionou para uma terceira fase
deste estudo que compreendeu a replicagdo do modelo de feridas infectadas para indug¢éo do
biofilme e a capacidade de recuperacdo da bactéria empregada para a inducdo da infeccdo das
feridas na cultura da pele e do figado nas marcacGes temporais previstas no delineamento
temporal do estudo. Esse momento também foi utilizado para a padronizacdo dos tempos para

realizacdo das culturas.

Os resultados obtidos nessa fase demonstraram que o plagueamento e a cultura das feridas dos
animais infectados apresentaram recuperacdo de microrganismos na amostra pura e nas
diluicdes testadas (107 até 10°) no tecido a fresco e apds congelamento do tecido (pele) em
freezer -20°C por 24 horas, 48 horas, 72 horas e 7 dias.
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Quanto ao plaqueamento e cultura do figado (tecido a fresco), ndo foi observado crescimento
de colbnias bacterianas para as duas cargas bacterianas testadas, sugerindo que a técnica de
inducdo da colonizacdo/infeccdo de feridas ndo € capaz de provocar infeccdo sistémica
(septicemia) para as duas cargas bacterianas testadas. Apenas duas amostras apresentaram
crescimento bacteriano, sendo uma do grupo controle e uma do grupo infectado com carga de
10°, sugerindo a possibilidade de contaminagdo durante o processamento e plagueamento das
amostras. Nos demais grupos, a cultura do figado ndo apresentou crescimento bacteriano,

sugerindo que ndo ocorreu septicemia para as duas cargas bacterianas testadas.

A partir desses resultados, deu-se inicio a reproducdo desse modelo de feridas considerando o
n amostral previsto para este estudo e em busca da determinacdo do perfil de formacéo do

biofilme em feridas excisionais.

Salienta-se que a cultura das feridas foi capaz de recuperar microrganismos em quantidade
que variam de 4,0 x 10° a 5,0 x 10° UFC/g de tecido com diferenca estatisticamente
significativa nos dias 5 e 7 do seguimento experimental. Também foram recuperados
microrganismos nos dias 5, 7 e 10 do grupo Pbs com quantidade mais expressiva no dia 5,
entretanto, na comparacédo intragrupo (Pbs vs Pbs ao longo dos dias), essa diferenca ndo foi
estatisticamente significativa como observado para o grupo Pa. No grupo Pa, identificaram-se
diferencas estatisticamente significativas em seis intervalos de tempo diferentes, ao longo do

delineamento experimental empregado.

Tais fatos sugerem que o modelo de infecdo por Pseudomonas, considerando a carga de
infeccdo de 10* UFC/g de tecido é funcional, apresentou diferenca mais expressiva nos
tempos de 5 e 7 dias apds os procedimentos de confeccdo e indugdo da infec¢do nas feridas.
Os resultados da cultura da pele permitem inferir que o grupo Pbs consegue debelar a infec¢ao
a partir do 7° dia, uma vez que se identificou uma reducdo importante da carga bacteriana
nesse periodo, enquanto o grupo Pa manteve o crescimento dessas bactérias até o dia 7 e
apresentou reducéo da carga bacteriana no 10° dia da infecéo. Esses achados sdo corroborados
pelo estudo de Brandenburg et al. (2019) que, no tempo de 7 dias, detectou niveis de infeccédo
com carga bacteriana de aproximadamente 1x10° UFC/g de tecido, proveniente de feridas

decorrentes de escaldadura da pele (queimadura da pele).

De forma semelhante, o estudo de Zhao (2010) demonstrou que a cultura da crosta, da area da

ferida e da pele ao redor da ferida foi capaz de recuperar 0os microrganismos. Esses autores
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afirmam que a cultura das crostas recuperou microrganismos com carga entre 2-6,5 x 10’
UFC/g de tecido, enquanto a cultura da area corresponde a ferida, e a pele ao redor da ferida
recuperou microrganismos na proporcéo de 102 - 10° UFC/g de tecido do grupo infectado com
Pseudomonas (PAO1) no tempo de 28 dias. Além disso, esses mesmos autores descrevem a
recuperacdo de microrganismos nos animais do grupo controle na crosta com carga de 10* e
na area das feridas e na pele ao redor com carga entre 103-10°. Estes salientam, ainda, que as
bactérias recuperadas foram identificadas como uma combinacéo de P. aeruginosa e S. aureus

em ambos os grupos (controle e PAOL).

Os resultados expressos por esse grupo de pesquisadores (ZHAO et al., 2010) corroboram
com os resultados observados neste estudo em questdo, no qual foram recuperados
microrganismos tanto no grupo Pbs quanto no grupo Pa. Vale a pena ressaltar que nesta
pesquisa foi adotado um meio seletivo para o crescimento de P. aeruginosa, sendo observadas
as caracteristicas como coloracdo amarelo-esverdeada e aspecto mucoide das col6nias
observadas durante a quantificacdo dessas UFCs para avaliacdo da espécie de microrganismo
gue cresceu na placa. A avaliacdo das placas de cultura ndo demonstrou sinais de crescimento
de outros microrganismos além da Pseudomonas utilizada para inducdo da infecgdo. Ressalta-
se que, neste trabalho, ndo foram empregados outros métodos de isolamento e identificacdo
bioquimica desses microrganismos, o que, na analise dos resultados, permitiria comparacdes

mais refinadas com outros estudos que utilizaram esse tipo de metodologia.

Os resultados obtidos na cinética de fechamento das feridas demonstraram que o grupo Pa
apresentou 0s menores escores de cicatrizacdo durante todo o periodo experimental quando

comparado ao grupo Pbs, o que pode ser confirmado no recorte temporal de 5 e 7 dias.

As comparages intragrupo mostraram que tanto o grupo Pbs quanto o grupo Pa apresentaram
diferencas significativas no acompanhamento da evolucdo da taxa de cicatrizacdo e,
consequentemente, da reducdo da area das feridas ao longo do seguimento experimental. Para
0 grupo Pbs, esses resultados eram esperados e comprovam que o modelo de feridas
excisional adotado ¢ funcional e fortemente reprodutivel. A avaliacdo desses resultados para o
grupo Pa demonstrou que a carga bacteriana aplicada para indugdo da infecdo é funcional em
todos os pontos de comparagdo do seguimento, pois os escores de cicatrizagdo em cada uma
das marcacdes temporais avaliadas dentro desse grupo foi estatisticamente significante com

valores de p < 0,05.



102

O grupo Pa apresentou um percentual de cicatrizagdo 21% menor em relagéo ao grupo Pbs no
dia 5 e 12 % menor no dia 7, respectivamente. Diferencas semelhantes foram observadas para
o tamanho das feridas nesse periodo, em que as feridas do grupo Pa apresentaram uma area
média de 12,1cm contra 7,4cm do grupo Pbs, no tempo de 5 dias, e 7,7cm contra 5,0cm, no

tempo de 7 dias, respectivamente.

De forma bastante semelhante, um grupo de estudiosos induziu a infeccdo de um modelo de
ferida cutanea no dorso de camundongos C57BI6/J saudaveis (linhagem idéntica a utilizada
neste estudo) usando biofilmes de Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis e
também observou retardo no processo de cicatrizagdo. Eles relataram que as lacunas epiteliais
em feridas colonizadas por biofilmes bacterianos eram significativamente maiores do que 0s
seus homdlogos no grupo controle (lacuna epitelial do 7° dia: S. aureus: 2,4 vs. 0,5 mm, p <
0,01; S. epidermidis: 2,0 vs. 0,5 mm, p < 0,01), respectivamente (SCHIERLE et al., 2009).

Um estudo realizado em camundongos diabéticos apresentou que 64% das feridas infectadas
com biofilmes de P. aeruginosa cicatrizaram com 6 semanas e atingiram a cicatrizacdo
completa com 8 semanas, enquanto nos animais do grupo controle a cicatrizacdo completa
ocorreu em torno de 4 semanas. Esses autores salientam ainda que as crostas das feridas que
ndo cicatrizaram continham alta carga bacteriana, em torno de 100 vezes maior que as

contagens isoladas no leito das feridas (ZHAO et al., 2012).

No presente estudo, o retardo no processo de cicatrizacdo das feridas do grupo Pa no periodo
de 5 e 7 dias também coincidiu com o aumento da carga bacteriana observado para esse
mesmo periodo na avalicdo da cultura das feridas realizada. Ao avaliar o percentual de
epitelizacdo de feridas porcinas, de espessura parcial, Davis et al. (2019) identificaram que
ndo havia diferencas estatisticas entre os grupos controle e infectados em nenhum dos tempos
avaliados. Eles descrevem apenas uma ligeira tendéncia de maior taxa de epitelizacdo no dia
3, porém sem significancia estatistica, e afirmam que todos 0s grupos apresentaram
epitelizagdo completa das feridas no dia 5. Tal fato foi relacionado a espessura parcial das

feridas, porém os autores ndo mostram esses dados na publicacdo dos resultados.

Um estudo realizado por Mori et al. (2019) avaliou o efeito de um sistema de tratamento de
feridas com base em biofilme (BWCS), denominado “manchas de feridas”, combinado com o
desbridamento ultrassdnico em feridas cronicas de humanos. Esses autores verificaram que

quanto maior a propor¢do de remocéo dos biofilmes, maior € o percentual de cicatrizacdo das
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feridas. Nesse estudo, a mediana da proporcdo de remocdo do biofilme foi de 38,9%
(intervalo interquartil, 12,9-68,0%) para lesdes por pressao tratadas com cuidados padréo e
65,2% (41,1-78,8%) para lesbes tratadas com desbridamento ultrassonico (p = 0,009). A
proporcéo de cicatrizacdo de feridas, no prazo de 90 dias, foi significativamente mais elevada
em feridas tratadas com desbridamento ultrassénico do que aquelas tratadas com cuidados
padrdo (p = 0,001).

O aumento da carga bacteriana é considerado uma das causas de cronicidade das lesdes
cuténeas, principalmente quando ocorre a formacdo dos biofilmes (DOWD et al., 2008;
PHILLIPS et al., 2010; HURLOW, BOWLER, 2012; METCALF et al., 2014; STOFFEL et
al., 2020; PIRLAR et al., 2020). Na pratica clinica, o atraso no processo de cicatrizacdo das
feridas com colonizacéo critica ou infeccdo é também percebido nos pacientes com feridas de
diversas etiologias (DOWD et al., 2008; JAMES et al., 2008; BJARNSHOLT et al., 2008;
GOLDUFSKY et al., 2015), situagcdo que pode ser agravada pela erradicacdo ineficiente de

patdgenos infecciosos e oportunistas (KIM et al., 2020) como os biofilmes bacterianos.

Nas Ultimas décadas, a composi¢do da microbiota da pele (normal e com feridas) tem sido um
alvo continuo de investigagdes clinicas e experimentais. Nessa perspectiva, a microbiota da
pele normal e a microbiota das feridas relacionada a sua classificacdo e etiologia vém sendo
discutidas por diferentes autores. A discussdo da microbiota da pele normal em individuos
saudaveis foi realizada por alguns autores, como Gao et al. (2007), Dowd et al. (2008) e Bay
et al. (2018). Alguns autores se dedicaram a discussdo da microbiota das feridas, segundo a
classificacdo em feridas cronicas (DOWD et al., 2008; JAMES et al., 2008; GOLDUFSKY et
al., 2015), e as feridas agudas (JAMES et al., 2008; BAY et al., 2018), por exemplo,
enquanto a microbiota das feridas relacionada a etiologia das lesbes foi investigada por
diversos pesquisadores. Dentre os autores que trabalham essa linha de pesquisa, destacam-se
as Ulceras venosas (BJARNSHOLT et al., 2008; JAMES et al., 2008), lesGes por pressdo
(BJARNSHOLT et al., 2008; JAMES et al., 2008) e Ulceras de pé diabético (BJARNSHOLT
et al., 2008; JAMES et al., 2008; GOLDUFSKY et al., 2015).

A microbiota da pele normal, entre individuos saudaveis, foi avaliada a partir de métodos
moleculares (GAO et al., 2007; DOWD et al., 2008). Os autores afirmam que as bactérias da
microbiota normal da pele comumente encontradas foram Propionibacteria, Corynebacteria,
Staphylococcus, Streptococcus spp. (GAO et al., 2007) e alta prevaléncia de Metilophilus

spp. (DOWD et al., 2008). Eles concluem que a microbiota normal da pele é altamente
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diversificada entre os individuos, havendo apenas algumas poucas bactérias comuns entre 0s

mesmaos.

Alguns autores corroboram a hipdtese de que as populacGes bacterianas presentes no leito das
feridas sdo fortemente associadas a etiologia das lesdes (JAMES et al., 2008; BOWLER et
al., 1999; DOWD et al., 2008).

A pesquisa de James e colaboradores (2008) sobre biofilme em feridas de humanos, citada em
diversos estudos, contou com amostra de 77 feridas cronicas e 16 feridas agudas. Dentre as
feridas cronicas, incluiram-se lesdes por pressdo, Ulceras venosas e Ulceras nos pés
decorrentes do diabetes mellitus. Neste estudo, o biofilme foi identificado em 30 (60%) das
feridas cronicas e 1 (6%) das feridas agudas empregando a microscopia de luz e a microscopia
eletronica de varredura com diferenca estatisticamente significativa (p <0,001) para a

prevaléncia de biofilme bacteriano em feridas cronicas, em relacdo a feridas agudas.

Outro estudo avaliou as ulceras de perna decorrentes de estase venosa e 0S autores
observaram que 0s organismos aerobios representavam 49% das populacdes bacterianas
presentes nesse tipo de ferida (BOWLER et al., 1999), enquanto um segundo estudo realizado
dentro dessa perspectiva ressaltou que 0s organismos aerébios foram associados a 62% das
populacdes bacterianas presentes nas lesdes por pressdo, 30% nas Ulceras decorrentes do
Diabetes mellitus e a 1,6% nas Ulceras da perna decorrentes de estase venosa (DOWD et al.,
2008).

Esses achados fornecem evidéncias de que os biofilmes sdo abundantes em feridas cronicas
(JAMES et al., 2008; DOWD et al., 2008) e sugerem que feridas colonizadas ou infectadas
com biofilmes bacterianos possuem uma diversidade fisiolégica e funcional dentro do
arcabouco do biofilme, o que pode impactar na fisiopatologia das Ulceras de diferentes
etiologias. Os achados vém alertar os profissionais da préatica clinica para o gerenciamento
sistematico do biofilme relacionado as diferentes etiologias das Ulceras. As feridas desafiadas
por biofilme de P. aeruginosa em camundongos diabéticos cicatrizaram com 2 a 4 semanas
mais tarde do que as feridas ndo desafiadas de controle e mostraram 99% das bactérias do

biofilme vivendo nas crostas que cobrem as feridas (ZHAO et al., 2012).

Dowd e colaboradores (2008) desenvolveram um estudo interessante dentro dessa
perspectiva. Eles combinaram métodos moleculares (PRAPS, FRACS e PRADS) com

métodos de cultura tradicionais (Gram, meios ndo selectivos, meios seletivos, meios
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diferenciais e testes bioquimicos) para identificagdo dos principais microrganismos associados
as feridas cronicas. Eles identificaram que Staphylococcus spp. e Pseudomonas spp. foram os
organismos predominantes nesse tipo de feridas e concluiram que essa relacdo se deve,
principalmente, a capacidade dessas bactérias de ser frequentemente isoladas em feridas
cronicas e facilmente propagadas pelos métodos de cultura tradicionais nos ambientes de
laboratérios. Outras espécies como E. coli, Enterobacter cloacae, Klebsiella, Streptococcus,
Enterococcus, Proteus spp., Acinetobacter e Escherichia spp. também foram fortemente
associadas as feridas crénicas, entretanto Acinetobacter e Escherichia spp., apesar de
apresentarem cultura positiva, ndo foram identificadas por meio dos métodos moleculares

empregados por esses autores (DOWD et al., 2008).

Esses autores, de forma bastante especifica, corroboram com a escolha da Pseudomonas
aeruginosa para inducéo da infecgdo no modelo de feridas adotado na pesquisa. Essa bactéria
destaca-se como um dos principais microrganismos bacterianos formadores de biofilmes e
tem sido frequentemente observada em feridas cronicas como as Ulceras da perna decorrentes
do diabetes mellitus, por exemplo, estabelecendo infeccdo potente e persistente, secretando
endotoxinas e fatores sollveis que provocam danos graves aos tecidos e inibem o processo de
cicatrizacao de feridas (GOLDUFSKY et al., 2015). Essas ac¢Oes contribuem para a atracdo de
mais células fagocitarias cuja atividade conjunta pode resultar em danos colaterais aos tecidos
do hospedeiro (SCHNEIDER, 2007). Nessa perspectiva, alguns autores ressaltam que a
viruléncia da P. aeruginosa é controlada por uma rede de sinalizacdo altamente complexa
envolvendo desde a resisténcia natural aos antimicrobianos a expressdo de apéndices
extracelulares (flagelo e pili), sistemas de secrecdo tipo Il e tipo 1V, producdo de alginato,
sintese de lipopolissacarideo (LPS) e a sintese de exocompostos secretados, como proteases
(por exemplo, elastases A e B), toxinas (LPS, piocianina, pioverdina), fenazinas,
ramnolipidios, cianeto de hidrogénio (HCN) e quinolona, uma molécula de deteccdo de
quorum (ALLESEN-HOLM et al., 2006; ALVAREZ-ORTEGA; HARWOOD, 2007).

A viruléncia dos biofilmes esta associada ao tipo de microrganismo envolvido em sua
formacgédo (GOLDUFSKY et al., 2015). Incluem-se como principais mecanismos de viruléncia
a acdo como reservatorio de células patogénicas para inoculagdo na circulagdo sanguinea, a
liberacdo de quantidade excessiva de endotoxinas pelas células que as compdem, danos aos

tecidos causados pela reacdo excessiva de componentes do sistema imunoldgico ao biofilme.
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Além da disponibilizacéo pelo biofilme de um nicho ecoldgico para a evolugéo de organismos
resistentes a antibidticos (DONLAN; COSTERTON, 2002).

Nesse sentido, para a avaliacdo clinica do biofilme em feridas, alguns autores defendem a
presenca de critérios como a presenca de uma pelicula brilhante, translicida e viscosa na
superficie da ferida que ndo cicatriza (LENSELINK; ANDRIESSEN, 2011; HURLOW,
BOWLER, 2012; METCALF; BOWLER; HURLOW, 2014), a presenca de esfacelo (tecido
necrotico frouxo e fluido) e material gelatinoso que se reconstréi rapidamente apos seu
rompimento e remogdo, em contraste com o esfacelo de outros tecidos desvitalizados que
demoram mais para se recompor (HURLOW; BOWLER , 2009; 2012; PHILLIPS et al.,
2010). Tais critérios foram considerados no presente estudo como ferramenta auxiliar na
avaliacdo das caracteristicas macroscopica das feridas. Entretanto, vale ressaltar que essa
avaliacdo se realizada de forma isolada ndo é capaz de determinar a presenca ou sequer a

localizagé&o do biofilme nas feridas.

Em relacdo a variacdo do peso corporal ao longo dos dias, observou-se diferenca significativa
entre os grupos Pbs e Pa no tempo de 5 dias. Tal fato permite inferir que o trauma anestésico-
cirrgico em conjunto com alta carga bacteriana pode interferir no processo de cicatrizagdo e
recuperacdo ponderal, contribuindo para a cronicidade da ferida. Neste estudo, a diferenca
observada entre o percentual médio de perda ponderal foi de 9% (£ 0,71 SEM) de perda de
peso no grupo Pa contra 6% (x 0,69 SEM) no grupo Pbs, no 5° dia do seguimento
experimental. Nos demais tempos avaliados, ndo houve diferencas significativas entre os

grupos.

Um estudo no modelo de feridas infectadas em ratos diabéticos demonstrou que a perda
ponderal média, no dia 28 do seguimento experimental, foi 10,1+4,1% para o grupo controle e
de 14,3+2,1% para o grupo infectado com biofilmes de Pseudomonas, embora essa diferenca
de peso ndo tenha sido estatisticamente significativa. Esses autores descrevem gue 0s animais
eram saudaveis e ndo apresentaram sinais de infeccao sisttémica durante o estudo (ZHAO et
al., 2010). Em outro estudo, publicado dois anos mais tarde, por esses mesmos autores,
constatou-se que os camundongos diabéticos com feridas desafiadas por biofilme de PAO1
infectados tiveram menor peso médio (com diferenca estatistica significativa) quando
comparados aos animais do grupo controle. Apesar da variagdo do peso ter sido mais
acentuada nos animais do grupo controle, ndo houve diferengas significativas entre 0s grupos.

Na quarta semana, 0s animais do grupo infectado apresentaram 9,2% de variagcdo ponderal
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contra 7,7% dos animais do grupo controle, enquanto, na semana 8, os animais do grupo
infectado atingiram 12,3% ponderal (ZHAO et al., 2012).

O estudo de ZHAO et al. (2012) associou 0 aumento da area das feridas e a perda de peso
acentuada quando as feridas foram inoculadas com uma alta carga bacteriana imediatamente
apos sua confeccdo, utilizando o modelo de inducdo de infeccdo por transferéncia de
biofilmes. Entretanto, nesta pesquisa, identificou-se que o modelo de inducdo da infeccédo
pontual foi menos agressivo para 0s animais cursando com menor taxa de mortalidade quando

comparado ao modelo de transferéncia de biofilme empregado pelos referidos autores.

Além da deficiéncia nutricional, incluindo caréncia de vitaminas e proteinas; que dificulta a
cicatrizacdo de feridas, especialmente as cronicas, devido ao comprometimento do sistema
imune e diminuicdo da qualidade e da sintese de tecido de reparacdo, € importante destacar a
infeccdo. Esta faz parte do grupo de fatores gerais que permeiam e interferem no processo de
cicatrizacao (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Dentre os fatores gerais mais associados a cicatrizacdo de feridas, tém-se a infeccéo,
caracterizada pela contagem bacteriana > 10° UFC/g de tecido ou pela presenca de
estreptococo B-hemolitico; a idade; o excesso de atividade do paciente, considerando que o
repouso € essencial para o processo de cicatrizacdo; oxigenacdo e perfusdo dos tecidos;
diabetes devido ao maior risco de isquemia tecidual; traumatismos; uso de medicamentos com
destaque para os corticosteroides, quimioterapicos e radioterapicos; e o estado imunoldgico
que resulta na deficiéncia de leucocitos, retardo da fagocitose e da apoptose celular durante o
reparo tecidual das feridas (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Neste estudo, além da variacdo ponderal, verificou-se que o0s animais do grupo Pa
apresentaram-se mais hipoativos e debilitados em relacdo aos animais do grupo Pbs,
alteracdes identificadas pela ocorréncia de posicdo curvada, com tremor intenso, baixa
mobilidade, comportamento de higiene deficiente (presenca de urina e fezes espalhadas em
toda forragdo [maravalha] do microisolador) e presenca de odor forte as trocas do curativo

transparente.

Esses dados amparam a hipotese de que pacientes que apresentam infec¢do em ferida crénica
podem cursar com perda ponderal persistente, uma vez que ha aumento do metabolismo e
relatos de inapeténcia. Entretanto, essa hipdtese ndo esta esclarecida e requer mais estudos

para ser comprovada. E, como forma de implementar a investigacao a esse respeito, sugere-se
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que a avaliacdo sistemaética da variacdo ponderal seja incluida nos processos de anamnese e
cuidado dos pacientes com feridas cronicas, considerando que esses componentes estdo
diretamente relacionados ao processo de cicatrizacdo e poderdo ser associados aos exames
laboratoriais mais comumente solicitados (albumina sérica, glicose sanguinea, hemograma
completo) durante o controle e acompanhamento clinico dos pacientes inseridos nos servi¢os

de saude.

Alguns autores descrevem a cicatrizacdo de feridas como um processo dinamico e altamente
regulamentado por mecanismos celulares, humorais e moleculares que comecam logo ap6s o
ferimento e pode, esquematicamente, ser dividida em quatro etapas denominadas fase de
resposta vascular, fase inflamatoria, fase proliferativa e fase de remodelamento (TAZIMA,
VICENTE; MORIYA, 2008; REINKE; SORG, 2012).

A resposta vascular engloba as fases de hemostasia e coagulacéo, ocorre imediatamente apds
a ferida e é completada em algumas horas. Sua principal funcdo é dar inicio a cascata de
coagulacdo, promovendo a formacdo do coagulo sanguineo, considerado como uma matriz
provisoria, que auxiliard na migracdo de leucdcitos, queratinécitos, fibroblastos e células
endoteliais e servira como um reservatorio de fatores de crescimento (REINKE; SORG,
2012).

Na fase inflamatéria, que tem duracdo média de trés dias, ocorre a migracdo sequencial das
células para a ferida por meio de mediadores bioquimicos que aumentam a permeabilidade
vascular, a exsudacdo plasmatica e a passagem de elementos celulares para a area da ferida.
Os mediadores bioquimicos de curta acdo (histamina e serotonina) e os de longa acédo
(leucotaxina, bradicinina e prostaglandina) atraem os neutrofilos e 0os mondcitos. Esses
ultimos sdo os primeiros elementos a alcancar o local sitio da ferida, dando inicio ao processo
de desbridamento da ferida e fagocitose de particulas antigénicas ou de microrganismos
invasores (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008; REINKE; SORG, 2012).

A fase proliferativa tem inicio por volta do 3° dia apos a leséo e dura por 2 a 3 semanas, sendo
composta pelas etapas de neoangiogénese, fibroplasia e epitelizagdo. Essa fase caracteriza-se
pela formac&o de tecido de granulacéo (inicio em torno do 3° dia), que é constituido por um
leito capilar, fibroblastos, macréfagos, um frouxo arranjo de colageno, fibronectina e acido
hialuronico. A neoangiogénese é responsavel pela nutricdo do tecido e aporte de células,

como macrofagos e fibroblastos, para o local da ferida. A fibroplasia tem inicio por volta do
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terceiro dia com a chegada dos fibroblastos no sitio da ferida, dando inicio a sintese e
deposicao de fibras colagenas ainda na fase inflamatéria. Por fim, na etapa de epitelizacdo que
ocorre nas primeiras 24 a 36 horas apo0s a ferida, os fatores de crescimento epidérmicos
estimulam a separacdo, migracdo, proliferacdo, diferenciacdo e estratificacdo dos
queratinocitos. Essas células, por sua vez, sdo capazes de sintetizar diversas citocinas que
induzem a contracdo e a neoepitelizacdo da ferida, reduzindo, assim, a sua superficie
(TAZIMA,; VICENTE; MORIYA, 2008).

A fase de remodelamento das feridas ocorre a partir da 32 semana apos a ferida e pode durar
até um ano apds o trauma. A apoptose celular interrompe a formacéo do tecido de granulacao
e 0s componentes da matriz extracelular (MEC) sofrem alteracGes que irdo favorecer a
maturacdo das fibras de colageno com aumento das ligacdes transversas e melhor alinhamento
do colageno ao longo das linhas de tensdo. Ocorre também a interrupcdo dos processos
angiogénicos e da atividade metabdlica. Esses eventos culminam com o aumento da
resisténcia e da forca ténsil por meio da contracdo da ferida e reducdo da cicatriz em
desenvolvimento (REINKE; SORG, 2012; TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Nessa perspectiva, os resultados obtidos com quantificacdo global e diferencial de leucdcitos
demonstram que a fase inflamatdria das feridas, neste estudo, apresentou-se de forma bastante
classica e sem diferencas estatisticamente significativas na comparacdo de ambos 0s grupos

avaliados.

A avaliacdo global de leucdcito no sangue periférico, assim como a composicao de leucocitos
polimorfonucleares e mononucleares, ndo apresentou diferencas significativas na avaliacéo
entre 0s grupos Pbs e Pa. Todavia, percebeu-se que a contagem global de leucdcitos no dia 0
(basal) foi em torno de 2,0x10’, em ambos 0s grupos, e cursou com queda de
aproximadamente 50% no numero dessas células nos dias 5 e 7 do experimento, com
recuperagdo do numero dessas células superior a 3,0x10° no décimo dia do seguimento
experimental. Essa queda no nimero de leucocitos totais no sangue periférico, nos dias 5 e 7,
coincide com o periodo de maior carga bacteriana nas feridas (UFC/g de feridas) e com os
piores escores de cicatrizacdo das feridas observados durante os experimentos, sugerindo que
ndo houve infeccdo em nivel sistémico, pois ha um deslocamento dessas células para os

tecidos.
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A quantificacdo dos polimorfonucleares apresentou queda acentuada nos dias 3, 5 e 7 quando
comparada ao nivel sanguineo basal (D0), seguida por um aumento expressivo no 10° dia do
experimento. Entretanto, essa reducdo e esse aumento ndo foram estatisticamente
significativos na comparacdo entre os dois grupos. Tal situacdo é esperada, uma vez que, na
prética clinica, o pico de atividade dos polimorfonucleares ocorre nas primeiras 24 a 48 horas
apos o evento traumatico (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008).

Contudo, a ocorréncia do maior aporte de macrofagos esperada entre 0 3° e 0 5° dia apds a
confec¢do e infeccdo das feridas (TAZIMA; VICENTE; MORIYA, 2008) sé ocorreu no 10°
dia, o que pode ser confirmado pelo maior aporte de mondcitos (células precursoras dos
macrofagos) no grupo Pa (> 6,0x10° céls/mL), no 10° dia do seguimento experimental,
quando comparado ao grupo Pbs (~ 4,0x10° céls/mL). Nos dias 0 e 3, os monocitos
apresentaram numero de células semelhantes (< 2,0x10° céls/mL), seguido por uma reducéo
do namero de células superior a 50% nos dias 5 e 7, em ambos 0s grupos. Entretanto, essas

diferencas observadas ndo foram estatisticamente significativas.

E conhecido que os biofilmes bacterianos maduros sdo capazes de modular a resposta imune
dos hospedeiros por meio da reducdo ou inibicdo da fagocitose pelas células do sistema
imune, da resisténcia antimicrobiana; producdo e secrecdo de toxinas capazes de promover
um microambiente hipéxico e inflamatorio persistente na ferida (TRAN et al., 2009;
WOLCOTT; DOWD, 2011; PHILLIPS et al., 2010; COOPER et al., 2014). Algumas dessas
caracteristicas dos biofilmes maduros podem ser observadas, neste estudo, pela reducdo
acentuada de monadcitos nos dias 5 e 7, bem como pelo aumento da carga bacteriana e piora
(estagnacao) do processo de cicatrizacdo nesse mesmo periodo. Tais condi¢Bes suscitaram 0s
seguintes questionamentos: a carga bacteriana empregada no estudo foi capaz de formar
biofilme? O biofilme formado estd modulando a resposta imune como descrito na literatura?
A reducdo de mondcitos observada esta relacionada a reducdo da fagocitose em feridas
infectadas por biofilmes? Entretanto, a investigacdo pormenorizada desses questionamentos
ndo foi factivel para 0 momento atual da pesquisa e sera motivo de investigacdo nas proximas

etapas deste estudo.

Por outro lado, quando os dois grupos foram comparados individualmente quanto ao niUmero
de monocitos ao longo do tempo, observaram-se diferencas no ndmero de células com
significancia estatistica no tempo de 5 e 7 dias para o grupo Pbs e em todas as marcacoes

temporais avaliadas para o grupo Pa (3, 5, 7 e 10 dias) com valor de p < 0,05. Esse fato sugere
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que nos animais do grupo Pa, apesar de ndo ter significancia estatistica, ha uma mobilizacéo
mais acentuada dessas células ao longo dos dias do seguimento experimental quando

comparada ao grupo Pbs.

Os neutrdfilos se apresentaram com nimero de células abaixo de 5,0x10° até o dia 7. No 10°
dia, houve aumento no nimero dessas células em niveis superiores a 1,0x10’, enquanto 0s
eosinofilos apresentaram um pico no nimero de células no dia 3, quando comparados ao nivel
basal (DO0), atingindo numero de células superior 500.000 céls/mL em ambos 0s grupos. A
seqguir, houve reducdo acentuada, em mais de 50%, nos dias 5, 7 e 10, respectivamente, em

ambos os grupos.

As avaliacdes intergrupos demonstraram que a quantificacdo de basofilos no dia 3 foi inferior
no grupo Pa e estatisticamente significativa quando comparada ao grupo Pbs (p < 0,05). Esse
aumento foi seguido por uma queda abrupta no dia 5 em ambos 0s grupos e com recuperacao

em niveis levemente superior ao nivel basal no 10° dia dos experimentos.

A quantificagdo das células mononucleares também cursou com redugdo do n° de células no
sangue atingindo a menor proporc¢édo celular nos dias 5 e 7 do seguimento experimental. Em
contrapartida, no 10° dia, houve aumento no n° dessas células em proporcdo quase dobrada (~
50%) quando comparado ao nivel basal dos animais (D0). Na avaliacdo intragrupos ao longo
do tempo, ambos os grupos apresentaram diferencas estatisticas significativas quando
comparados ao dia 0 (nivel basal).

Os linfécitos apresentaram uma queda acentuada nos dias 3, 5 e 7 quando comparados ao
nivel basal dos animais (D0). Todavia, houve recuperacdo dessas células no 10° dia préximo

ao nivel basal. Essas alteracfes ndo foram estatisticamente significativas.

Esses resultados diferem de outro estudo que avaliou a infeccdo de feridas por P. aeruginosa
e identificou que a presenca dessa bactéria causou respostas imunes locais e sistémicas
demonstradas por alteragfes na contagem de neutréfilos sistémicos, histologia e atividade de
mieloperoxidase (BRANDENBURG et al., 2019).

Contudo, esses achados indicam que nas feridas agudas de camundongos saudaveis, mesmo
considerando a carga bacteriana que foi aplicada nas feridas, eles conseguem debelar o
processo inflamatoério, impedindo a instalacdo da cronicidade. Entretanto, esse resultado ndo é

confirmado para a avaliacdo das feridas dos pacientes atendidos nos diversos servicos de
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salde. A cronicidade dessas feridas, principalmente das Ulceras venosas, estd diretamente
relacionada a persisténcia ou exacerbacdo da fase inflamatéria (LIGI et al., 2016). O excesso
de carga bacteriana tem sido considerado uma das principais justificativas para o estado de

cronicidade das feridas / Ulceras cutaneas (SERRA et al., 2017).

A avaliacdo das amostras por meio da MET nédo possibilitou a identificacdo do biofilme
bacteriano. Outra auséncia observada foi a presenca de bactérias em sua forma planctonica.
Essa metodologia também foi aplicada no estudo de Zhao et al. (2010) e os autores
identificaram a presenca do biofilme apenas na regido da crosta das feridas em proporgdes
quase 100 vezes superior ao resultado observado na cultura das feridas.

Em outro estudo, detectou-se a presenca de P. aeruginosa enredada em uma matriz
extracelular na superficie do modelo de ferida porcina (queimadura) por meio da microscopia
eletronica de varredura (BRANDENBURG et al., 2019).

Um terceiro estudo se dedicou a inducdo e formacédo do biofilme em murinos (STOFFEL et
al., 2019). Os referidos autores descrevem uma carga de infeccdo e uma técnica de inducdo da
infeccdo de forma bastante parecida com as técnicas empregadas para esta pesquisa e deixam
a entender que o resultado positivo da cultura das feridas (UFC/mL) foi considerado como a
comprovacdo de que o biofilme foi formado no leito das feridas. Na publicacdo desses
resultados, ndo ha informacBes que permitam verificar se houve e como foi realizada a
identificacdo estrutural do biofilme (STOFFEL et al., 2019). Tais condi¢cdes sugerem a
necessidade de revisdo da técnica de preparacdo e processamento das amostras da ferida/pele
para MET ou requerem a associacdo de outras técnicas auxiliares para a identificacdo

ultraestrutural dos biofilmes.

Por outro lado, a avaliacdo das amostras por MET permitiu identificar algumas caracteristicas
nas estruturas celulares correspondentes a area das feridas, por exemplo, a presenca de fibras
colagenas, celulas do sistema imune, presenca de nervos, vasos sanguineos e células em
processo de apoptose, por exemplo. Dentre essas caracteristicas observadas, destacou-se a

presenca de fibras colagenas e de células contendo granulos eletrodensos.

A deposicdo de fibras colagenas no grupo Pa apresentou-se de forma mais proeminente
quando comparado ao grupo Pbs, o que pode ser confirmado pela presenca de inimeros
fibroblastos dispersos no tecido e visualizado nas imagens da MET como feixes de fibras

pouco eletrodensas (pontos brancos e brilhantes) distribuidos ao longo dos cortes do tecido.
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Esses feixes de fibras apresentam-se desorganizados e com diferente orientacdo espacial,
sendo observados nas imagens como posicionamento transversal ou longitudinal das fibras de
colageno. Espera-se que, entre 0 3° e 0 10° dia ap0s o trauma, os fibroblastos sejam as células
dominantes no tecido, visto que cumprem diferentes funcdes essenciais ao processo de
cicatrizacdo, tais como a sintese e a degradacdo de colageno e a producdo de substancias da
matriz extracelular, ou seja, fibronectina, glicosaminoglicanos, proteoglicanos e &cido
hialuronico (REINKE; SORG, 2012). A sintese de colageno tipo IllI, inicialmente, é a
principal responsavel pela sustentacéo e forca ténsil da cicatriz, sendo substituida ao longo de
semanas pela formacao de ligagdes cruzadas entre os feixes de coladgeno. O equilibrio entre a
sintese e a degradacdo do colageno ocorre por volta de 4 semanas apds o ferimento, dando
inicio a fase de maturacdo dessas fibras, caracterizada pela substituicdo do colageno tipo Ill
pelo colageno tipo I, o que pode durar meses ou até anos (REINKE; SORG, 2012; TAZIMA,
VICENTE; MORIYA, 2008).

Outro achado foi a presenca de células como fibroblastos, eosinoéfilos e neutréfilos com
granulos eletrodensos dispersos no citoplasma e células com vaclolos contendo esses
granulos bem delimitados dentro da estrutura dos vacuolos, sugerindo que as amostras
avaliadas se encontravam na fase inflamatéria e proliferativa do processo de cicatrizagdo. A
presenca desses granulos mostrou-se mais proeminente no grupo Pa quando comparada ao
grupo Pbs, entretanto ndo foram realizadas analises estatisticas desses achados em funcéo do

namero reduzido de amostras avaliadas até a conclusdo dessa etapa da pesquisa.

A presenca de fibroblastos na matriz extracelular fornece um “andaime” para a aderéncia
celular e regula/organiza o crescimento, 0 movimento e a diferenciacdo celular (REINKE;
SORG, 2012). Além disso, a Ultima fase da proliferacdo celular é caracterizada por uma alta
densidade de fibroblastos, granulécitos, macréfagos, capilares e fibras de colageno pouco
organizadas, conhecido como tecido de granulacdo (REINKE; SORG, 2012).

As tematicas sobre a criagdo de modelo de biofilme, analise da presenca e composicdo do
biofilme, fatores predisponentes para a sua formacdo e avaliacdo de produtos, incluindo
coberturas para ruptura do biofilme, fazem parte do escopo dos diferentes estudos

consultados.

Os modelos de biofilme in vivo incluem feridas traumaticas, abrasdes de pele, queimaduras,

laceracOes, feridas cirurgicas e excisionais ou fraturas expostas, desenvolvidos em suinos,



114

coelhos, ratos e camundongos. Os microrganismos mais comumente estudados e associados a
infeccdo de feridas sdo S. aureus e P. aeruginosa (LEBEAUX et al., 2013). Esses dados
corroboram para a escolha do modelo de ferida cutanea excisional realizado nesta
investigacdo e amparam a escolha da Pseudomonas aeruginosa como fonte indutora do

biofilme.

Lebeaux et al. (2013) consideram que, apesar das limitacbes dos modelos substitutivos de néo
mamiferos, in vitro e in vivo, eles continuam sendo amplamente utilizados e revelando
informagdes importantes sobre a fisiologia e tratamento dos biofilmes. Todavia, h4 um forte
questionamento na comunidade cientifica a respeito da multiplicidade dos modelos de feridas
infectadas descritos nos ultimos anos em funcdo da irreprodutibilidade desses modelos no
cotidiano das pesquisas (KILKENNY et al., 2010: PERCIE du SERT et al., 2020). Ha enorme
esforgo, por parte dos pesquisadores, para a padronizagao de modelos, mas nao ha o cuidado
de publicar o passo a passo que permita a reproducdo dos mesmos de forma assertiva e
econdmica. Tal lacuna induz os novos pesquisadores ao erro, ao uso de recursos que poderiam
ser evitados e, por fim, ao dispéndio do tempo envolvido nas idas e vindas dos processos de

padronizacdo de modelos experimentais.

As evidéncias mostram que a maioria das publicacbes em pesquisa experimental ndo inclui
informac@es relevantes sobre os métodos de pesquisa utilizados e ha erros e omissGes no
processo de redacdo dos resultados, levando a implicacGes cientificas, éticas e econdmicas
para todo o processo de pesquisa. Na tentativa de melhorar a comunicacao e os relatérios de
pesquisa envolvendo animais, o Centro Nacional para a Substitui¢do, Refinamento e Reduc¢éo
de Animais em Pesquisa (NC3Rs) publicou, em 2010, as diretrizes ARRIVE - Animal
Research: Reporting In Vivo Experiments (KILKENNY et al., 2010; PERCIE du SERT et al.,
2020).

Essa diretriz foi publicada em 2010, no entanto ndo foi absorvida de prontiddo pela
comunidade cientifica. E, mais recentemente (em 2020), essa metodologia foi traduzida para
varios idiomas, na tentativa de divulgar e expandir o uso dessa ferramenta entre o0s
pesquisadores (PERCIE du SERT et al., 2020). O ARRIVE tem funcbes semelhantes a
declaragio CONSORT e a declaragdo STROBE, publicadas em 2010 e 2007,
respectivamente, e ja amplamente difundidas na pesquisa clinica. Essas declaragdes tém como

finalidade melhorar a publicacdo dos resultados dos ensaios clinicos randomizados de grupos
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paralelos, enquanto a declaracdo STROBE visa ao fortalecimento do relatorio de estudos
observacionais em epidemiologia, por exemplo (MOHER et al., 2010; ELM et al., 2007).

Nesse sentido, 0 ARRIVE é composto por uma lista de verificacdo de informacGes a serem
incluidas em um manuscrito e tem como principal funcdo melhorar a escrita e a publicacdo
dos relatérios de pesquisa experimental visando garantir a padronizacao da escrita cientifica, a
reprodutibilidade da pesquisa experimental e, ainda, permitir que outros avaliem o rigor
metodologico dos estudos, 0 quédo confidveis sdo os achados e possam repetir ou desenvolver
o trabalho (KILKENNY et al., 2010; PERCIE du SERT et al., 2020).

Nesse contexto, as publicacdes apresentam um crescente corpo de evidéncias sugerindo que
biofilmes bacterianos representam um importante pilar na patogénese de feridas cronicas
(GURJALA et al., 2011), sinalizam ainda que as principais barreiras para a execugdo dos
modelos de pesquisa in vitro incluem as falhas relacionadas a reproducdo do ambiente do
hospedeiro e as questdes éticas que envolvem 0 uso de animais nas pesquisas in Vivo

(LEBEAUX et al., 2013) em oposicdo a uma pequena quantidade de pesquisas clinicas.

Apesar de ser um assunto controverso, hd variedade de métodos para a identificacéo,
diagnosticos e avaliacdo da eficacia de tratamentos contra o biofilme microbiano (STOFFEL
et al., 2020). O que deveria ser um alento para 0s novos pesquisadores dessa tematica acaba
se tornando uma dificuldade, uma vez que os estudos avaliados demonstraram uma
diversidade de metodologias empregadas para a inducédo e formacdo do biofilme. Todavia,
esses estudos trazem pouca ou nenhuma descricdo das etapas metodoldgicas executadas até a
identificacdo do biofilme impedindo ou limitando a reproducdo de forma precisa e pontual

dos modelos de feridas crénicas ou infectadas com biofilme j& publicados.

Nesse sentido, a validacdo de um modelo de feridas in vivo torna-se essencial para o
entendimento do mecanismo de formacdo do biofilme e avaliagdo dos produtos mais

utilizados para prevengdo e manejo do mesmo na prética clinica.

Este estudo permitiu estabelecer a técnica de indugdo da infeccdo e a carga bacteriana segura
para induzir a infeccdo local da ferida, mantendo o animal em seguranca. Contudo, nao foi
possivel a comprovacdo da presenca de biofilme por meio da MET, tornando o modelo
limitado para avaliacdo de produto na remocéo de biofilme. A auséncia de confirmagdo da
presenca do biofilme na ferida instiga os pesquisadores a prosseguir o estudo para novas

adequacdes e ajustes. Ao se buscar respostas na literatura para explicar os achados, deparou-
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se com outra limitacdo referente a escassez de publicagcdes que abarquem a padronizacdo dos
modelos de feridas com biofilme. Tal fato pode retardar a construgdo de conhecimento
robusto sobre a temaética. Outra limitacdo observada na avaliacdo dos estudos in vivo no
modelo animal se relaciona a auséncia de discussdo na literatura em torno da taxa de

mortalidade dos animais apo6s a infecgdo das feridas com microrganismos patogénicos.

Ao refletir os resultados obtidos neste estudo, tem-se como expectativas para a proxima fase
da pesquisa a hipotese de avaliar a aplicacdo de um reforco da carga bacteriana para garantir a
manutencdo da infecdo e/ou colonizacdo das feridas pelo biofilme por um periodo de tempo
maior a fim de implementar os testes de produtos empregados no tratamento das feridas
infectadas com biofilme. Essa condicdo se mostra necessaria, considerando que o modelo de
feridas adotado, independente da carga bacteriana aplicada, conduz para o fechamento da

ferida entre 0 10° e 0 14° dia ap6s o trauma cirdrgico.

Outro ponto de reavaliacdo necessario € a técnica de preparo das amostras para MET. A
técnica empregada nessa fase do estudo nédo foi capaz de identificar o biofilme nas feridas e,
por se tratar de uma metodologia muito dispendiosa, em termos de tempo e de recursos
financeiros, induz a reflexdo, inclusive econdmica, sobre as estratégias disponiveis para esse
fim. Nesse sentido, a investigacdo pretende rever a técnica de fixacdo padrdo empregada no
preparo das amostras de pele nessa fase do estudo, tendo como meta buscar algum
biomarcador que facilite a identificacdo das microcol6nias de biofilmes na ferida, assim como
admite a possibilidade de associar outras técnicas de preparo das amostras como as técnicas
de crio-fixacdo e “rapid freezing”, técnicas de imuno-histoquimica e a microscopia de
fluorescéncia, por exemplo, que possam favorecer a demarcacao do sitio especifico da ferida a

ser avaliada por meio da MET.

Os dados dos estudos suscitam a necessidade de os profissionais refletirem sobre a pratica
clinica da enfermagem, considerando que o cuidado de enfermagem perpassa por acfes que
sdo fundamentadas no conhecimento cientifico, experiéncia profissional e pensamento critico
(SANTOS et al., 2010). Em sua esséncia, o cuidado de enfermagem tem carater interativo e
dindmico, entretanto essas caracteristicas assumem outras perspectivas quando o cuidado de
enfermagem é pensado e discutido cientificamente com um olhar diferenciado para as novas

tendéncias e possibilidades de cuidar.
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Nesse aspecto, cuidar transcende a a¢do de cuidado direto e imediato prestado as pessoas sob
a orientacdo e responsabilidade da enfermagem. O cuidar, em sua maxima magnitude, pode
assumir as mais diferentes oportunidades e possibilidades terapéuticas decorrentes do
conhecimento técnico-cientifico ja construido, assim como se torna uma poderosa ferramenta
de investigagdo das lacunas do conhecimento envolvidas no contexto do cuidado e da

assisténcia integral de enfermagem.

O cuidar em enfermagem, no ambito do tratamento de feridas cutaneas, vem assumindo nos
ultimos anos esse papel investigativo da pesquisa translacional e tem como principios
fundamentais a busca de respostas que possam nao sé responder as lacunas do conhecimento,

mas gerar conhecimentos que possam subsidiar, nortear e melhorar a pratica clinica.

Além de estar inserido nesse contexto da pesquisa translacional, este trabalho assumiu os
principios investigativos dessa metodologia e buscou investigar as limitagdes do manejo e da
gestdo do biofilme em feridas, um problema recorrente na pratica clinica assistencial
(BJARNSHOLT, 2017; MISIC; GARDNER; GRICE, 2014) e ainda pouco esclarecido pela

literatura que abarca essa tematica.

Os biofilmes microbianos sdo reconhecidos, por toda comunidade cientifica, como causa da
cronicidade de feridas (STOFFEL; KOHLER RIEDI; HADJ ROMDHANE, 2020) e retardo
no processo de cicatrizacao e reparo tecidual de feridas (METCALF, BOWLER, HURLOW,
2014; HURLOW, BOWLER, 2012). Entretanto, a discussdo sobre a avaliacéo, a identificacdo
clinica do biofilme e os mais diversos tipos de tratamentos tOpicos para a sua ruptura,
erradicacdo e inibicdo de sua recomposicdo nas feridas (PERCIVAL et al., 2017; PERCIVAL,
2018), apesar de controversa, tem sido frequente nas Gltimas décadas e aponta para diversas

frentes de investigacao desses microrganismos.

Essas diferentes frentes de investigacdo do biofilme ampliam o leque de possibilidades para o
manejo e gerenciamento desses microrganismos e incluem as pesquisas de bancada nas
modalidades in vitro e in vivo, como é caso deste estudo, assim como explora alternativas em
busca de avancos na pesquisa clinica. Reitera-se que existem diferentes modalidades de
pesquisa dentro dessa tematica e, independentemente da metodologia adotada pelos
pesquisadores, todos sdo corresponsaveis pela construcédo e elaboracdo do conhecimento sobre

os biofilmes.
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos confirmam que o modelo de ferida infectada proposto com carga
bacteriana de 10* foi capaz de retardar o processo de cicatrizagdo, simulando a colonizacio
critica em feridas excisionais de camundongos, além de ser seguro para garantir a

sobrevivéncia dos animais ao longo do delineamento experimental.

A recuperacéo de P. aeruginosa no tecido das feridas, nos tempos de 5 e 7, quando associada
ao retardo do processo de cicatrizacdo nos animais no grupo intervencdo (Pa) € um forte
indicativo da colonizacdo das feridas por Pseudomonas aeruginosa. Entretanto, a avaliacéo
por meio da MET ndo detectou a presenca do biofilme ou de Pseudomonas em sua forma
planctdnica nas feridas investigadas. Tais achados confirmam a necessidade de
prosseguimento deste estudo para ajustes no modelo de feridas infectadas com biofilme e

aprimoramento das técnicas de detec¢do do mesmo.
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(PLGA) como polimero formador de NP e | aureus biofilm in diabetic wounds via
polietilenimina / diazeniodiolato binding to the biofilm matrix.
(PEI / NONOate) com capacidade de se ligar a matriz | Materials Science & Engineering C
de biofilme sdo desenvolvidas para facilitar a entrega | v.103, p. 109741, 2019. Doi:
de 6xido nitrico (NO) a ferida infectada por biofilme | 10.1016/j.msec.2019.109741
MRSA

In vivo - 2020/ Analise da hipdtese que altos niveis de estresse | KIM et al. High levels of oxidative

Animal SCOPUS | oxidativo (OS) levam ao desenvolvimento de feridas | stress create a microenvironment that

cronicas, promovendo a colonizagdo de bactérias
formadoras de biofilme sobre bactérias comensais /
benéficas no modelo de ratos diabéticos para feridas
cronicas onde biofilmes patogénicos se desenvolvem
naturalmente apés a inducdo de alta OS imediatamente
apos o ferimento.

significantly decreases the diversity
of the microbiota in diabetic chronic
wounds and promotes  biofilm
formation. Front Cell Infect
Microbiol. v.10, p.259, 2020. doi:
10.3389/fcimb.2020.00259
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Data/

Categoria Base Proposta Referéncia
In vivo 2020/ Produtos  comerciais contendo os  agentes | STOFFEL JJ, KOHLER RIEDI PL,
Animal CINAHL | antimicrobianos tépicos comumente usados: iodo, | HADJ ROMDHANE B. A multimodel
prata, polihexametileno biguanida, octenidina, &cido | regime for evaluating effectiveness of
hipocloroso, cloreto de benzalc6nio e um tdpico a base | antimicrobial wound care products in
de surfactante contendo poloxamer 188. Cinco | microbial biofilms. Wound Repair
diferentes modelos de biofilme in vitro de | Regen. v.28, n.4, p.438-47, 2020. doi:
complexidade variada foram usados, incorporando | 10.1111/wrr.12806
varios  patégenos  bacterianos:  Staphylococcus,
Enterococcus, Streptococcus, Pseudomonas,
Acinetobacter, Klebsiella e Enterobacter. Os fungos
patégenos Candida albicans e Candida auris e alguns
produtos foram avaliados no modelo in vivo
(camundongo) de biofilme
In vivo - 2008/ Descricao da utilizacdo da amplificagdo ribossomal | DOWD, S.E. et al. Survey of bacterial
Humano MEDLIN | parcial e pirosequenciamento (PRAPS) para observar o | diversity in chronic wounds using
E nivel da diversidade microbiana em feridas cronicas, | Pyrosequencing, DGGE, and full
combinado com mais 2 métodos moleculares | ribosome shotgun sequencing. BMC
tradicionais; amplificacdo ribossdbmica completa, | Microbiol v.8, n.43, p.1-15, 2008. Doi:
clonagem e sequenciamento Sanger (FRACS) e parcial | 10.1186/1471-2180-8-43
amplificacdo ribossomal, eletroforese em gel de
gradiente de densidade (DGGE) e sequenciamento
Sanger (PRADS). Foram utilizadas para pesquisar as
principais populacdes de bactérias que ocorrem nos
biofilmes patogénicos de 03 tipos de feridas cronicas:
Ulceras de pé diabético, Ulceras venosas e lesdes por
pressdo
In vivo - 2011/ Descricdo abrangente das caracteristicas microbianas | HAN A, et al. The importance of a
Humano CINAHL | de 15 feridas crénicas, pela amostra de tecido. Usado | multifaceted approach to characterizing
pirosequenciamento de alto rendimento e microscopia | the microbial flora of chronic wounds.
de epifluorescéncia. Wound Repair Regen. v.19, n.5,
p.532-41, 2011. doi: 10.1111/j.1524-
475X.2011.00720.x.
In vivo - 2014/ Caso-controle. Fatores de risco para formacdo de | AKERS KS, et al.; Infectious Disease
Humano CINAHL | biofilme. Avaliagdo da producdo de biofilmes | Clinical Research Program Trauma
bacterianos como um fator de risco potencial para | Infectious Disease Outcomes Study
infecces persistentes nas feridas de militares. As | Group. Biofilms and persistent wound
relagdes entre as cepas bacterianas de cada espécie | infections in United States military
individual foram avaliadas por eletroforese em gel de | trauma patients: a case-control analysis.
campo pulsado (PFGE) BMC Infect Dis. v.8, n.14, p.190.
2014. doi: 10.1186/1471-2334-14-190.
In vivo - 2016/ Descricdo de um caso de ferida cronica em paciente | RAMOS-GALLARDO G. Chronic
Humano MEDLIN | queimado, onde o biofilme é envolvido e atengdo | wounds in burn injury: a case report on
E especial é dada a relacéo biofilme-ferida crénica em um | importance of biofilms. World J Plast
paciente queimado. Ao remover o tecido de granulagdo | Surg. v.5, n.2, p.175-180, 2016.
foi possivel diminuir a quantidade de biofilme, melhore
a condigdo e faca outro procedimento para fechar a
ferida como enxerto de pele. O estudo contou apenas
com avaliacdo clinica.
In vivo - 2018/ Avaliagdo da composicdo e distribuicdo bacteriana em | BAY et al. Bacterial Aggregates
Humano CINAHL | feridas epidérmicas agudas feitas em pele de pessoas | Establish at the Edges of Acute
saudaveis. A bidpsia das feridas foi avaliado por | Epidermal Wounds. Adv Wound Care.
microscopia confocal de varredura a laser v.7, nd4, pl05-13, 2018. Doi:
10.1089/wound.2017.0770
In vivo - 2019/ Estudo transversal para examinar a propor¢do de | MORI Y., et al. Effectiveness of
Humano CINAHL | remocdo de biofilme por desbridamento ultrassénico | biofilm-based wound care system on

em lesdes por pressdo [Estudo 1] e estudo de coorte
retrospectivo para examinar a eficacia do sistema de
tratamento de feridas com base em biofilme (BWCS)
para a cura de feridas crénicas [Estudo 2].

wound healing in chronic wounds.
Wound Rep Reg v.27, p. 540-47,
2019. D0i:10.1111/wrr.12738
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ANEXO A

Aprovacio pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFMG - Protocolo
87/2015

........

£ ol UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Y CEUA
"R EFER e

COMISSAQ DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

---------

Senhor(a) Professor(a) Eline Lima Borges,

Apés andlise de sua solicitacdo de avaliacio do projeto AVALIACAQ DOS EFEITOS DA
POLIHEXAMETILENO-BIGUANIDA NA CICATRIZACAQO DE FERIDAS INFECTADAS E BIOFILMES
PSEUDOMONAS AERUGINOSA EM CAMUNDONGOS, submetido a esta comissdo pelo protocolo
87/ 2015, a CEUA decidiu aprovar a sua solicitagdo.

Justificativa: Aprovado na reunido do dia 17/08/2015.

Para acessar ao seu projeto clique no link:
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Belo Horizonte, 18/08/2015.

Atenciosamente.

Sistema CEUA-UFMG
https://www.ufmg.br/bioetica/cetea/ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa II - 29 Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil

Telefone: (31) 3499-4516 - Fax: (31) 3499-4592
www.ufmg.br/bioetica/cetea - cetea@prpg.ufmg.br
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ANEXO B

Declaracdo de transferéncia da bactéria Pseudomonas aeruginosa cepa ATCC 25853 pelo
Professor Flaviano dos Santos Martins, coordenador do Laboratério de Agentes

Bioterapéuticos do Departamento de Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais.

URANG

Decixo, para os devidos fins, que transferi, em cardler de doacdo, uma
diquola da bacléria Peeudamonas seruginosa ATCC (American Type Cullure
Collection) 25853, que foi utilzada pela estudante Gilmara Lopes Amorim,
sob  orientacdo das professoras  Eline Lima Borges (Escola de
Enfermagem/UFMG) e Luciola da Silva Barcelos (ICB/UFMG) para a
resizacio de seu mestrado em Enfermagem pela Universidade Federal de
Minas Geras.

Encontroume disponived para quaisguer informagtes adiconass.

Alencosamentes,

f 0'-""7 AV W
Flavano dos Santos Martins
Professor Asso&_::do

Instituto de Ciéncaas Biclogicas
Universidade Federal de Minas Gerais
Tel.: (31) 3400.2738
E.mai: Nlaviano@ich.uimg be
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ANEXO C

Fluxograma do processamento de amostras bioldgicas e inclusdo em resina EPON
padronizado e empregado neste estudo pelo Centro de Microscopia da UFMG.




