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Resumo

As feridas cronicas sdo um problema de saude relevante em todo o mundo. Para garantir
a cicatrizacdo € necessario controlar fatores como a infecdo a relevancia dos biofilmes e
0 papel destes na cicatrizacdo. Os biofilmes funcionam como sistemas biologicos
formados por comunidades de microrganismos agregados, organizados e funcionais
embebidos numa matriz exopolissacaridica. A formacdo de um biofilme ocorre

geralmente em Varias etapas consecutivas.

A resisténcia antimicrobiana tornou-se uma das mais eminentes ameacgas para a saude
global e uma preocupacdo crescente para 0s especialistas em saude. Muitas infe¢cdes
tornaram-se resistentes aos antimicrobianos usados para as tratar, resultando em elevadas
taxas de mortalidade. Uma vez que, as resisténcias individuais sdo ja um problema
universal, € possivel inferir que o paradigma séssil é ainda mais problematico, pois
representa um somatério de resisténcias que permite ao biofilme ser substancialmente
mais resistente a acdo de antimicrobianos do que as células que estdo em estado
planctonico. A fraca penetracdo e difusdo dos antimicrobianos através da matriz
polisacaridica, a forma especifica como 0s microorganismos se organizam no biofilme
sdo algumas das hipGteses explicativas para o aumento da resisténcia individual e coletiva
(biofilmes) aos antimicrobianos. O diagnostico e a terapéutica das infecdes causadas por

biofilme é um processo dificil, dai haver um reforco na importancia da prevencao.

Deste modo, as feridas cronicas apresentam-se como um desafio a qualidade de vida dos
doentes, a abordagem efetuada pelos profissionais de salde e aos recursos despendidos
pelas instituicdes de salde no seu tratamento. Assim sendo, € relevante propor um
algoritmo sintese que possa ser facilitador na gestdo, por parte dos profissionais de saude,

dos biofilmes nas feridas.

Como se explica a existéncia de feridas cronicas? Qual a importancia do paradigma séssil
para explicar os sinais e sintomas que caracterizam as infe¢cbes cronicas? Que dindmica
de investigacdo existe atualmente para apresentar solucbes para este grave problema de

salde publica?



Palavras-chave: Biofilmes, Cicatrizacdo, Feridas cronicas, Resisténcia a

antimicrobianos, Gestdo de biofilmes.
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Abstract

Chronic wounds are a major health problem all around the world. To ensure healing is
necessary to control factors such as infection, the relevance of biofilms and their role in
healing. Biofilmes can be defined as biological systems formed by communities of
aggregated, organized and functional cells embedded in exopolimeric matrix. The biofilm

formation usually occurs in several stages.

The antimicrobial resistance has become one of the most eminent threats to global health
and a rising concern for healthcare specialists. Many common infections are becoming
resistant to the antimicrobial drugs used to treat them, resulting in higher mortality rates.
Once the individual resistances are already a universal problem, it can be inferred that the
sessile paradigm is even more problematic because it is a summation of resistances
allowing the biofilm to be substantially more resistant to the action of antimicrobials than
those cells grown planctonically. The low penetration and dissemination of antimicrobial
agents through the polysaccharide matrix and the specific way in which the
microorganisms are organized in biofilms are some of the hypotheses proposed to explain
the increasing individual and collective (biofilms) antimicrobial resistance. The diagnosis
and treatment of biofilm infections caused by biofilms is a difficult process, that’s why

prevention is really important.

This way, chronic wounds appear as a challenge to the patients’ quality of life, the
approach made by health professionals and resources spent by health institutions in their
treatment. Therefore, it is important to propose a synthesis algorithm that can be a help

in the management of biofilms in wounds by health professionals.

How do you explain the existence of chronic wounds? How important is the sessile
paradigm to explain the signs and symptoms that characterize chronic infections? What
dynamic research currently exists to provide solutions to this serious public health

problem?
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Biofilmes e Feridas Crénicas

. Introducéo

O ndmero de pessoas que desenvolve feridas cronicas estd a progredir com o aumento da
incidéncia das doencas relacionadas com o estilo de vida, tais como obesidade, diabetes
e doencas cardiovasculares (Kirteterp-Moller et al., 2008). A diminuicdo da qualidade de
vida do doente e da produtividade (perda de emprego) representam custos indiretos
associados a gestdo de feridas, sendo também um gasto de milhbes de euros para o
Sistema Nacional de Salde (Leaper et al., 2015; Seth et al., 2012). Para os doentes com
infecOes de feridas cronicas (1-2% da populacdo ocidental) mais do que 60% envolvem
biofilmes (Kirteterp-Moller et al., 2008; Menoita et al., 2012).

A maior parte das feridas cronicas podem persistir em estado de coexisténcia com o
doente durante anos (Seth et al., 2012). As feridas cronicas tém o ambiente ideal para a
formacdo de biofilmes. O tecido necrdtico e os detritos permitem a adesdo bacteriana e
as feridas sdo suscetiveis a infecdo devido a resposta debilitada do sistema imunitario
(Zhao et al., 2013).

Bactérias e fungos podem estar em suspensdo (estado planctdnico) ou aderidas a
superficies sobre a forma séssil ou de biofilmes (Hoiby et al., 2015). O paradigma séssil
contrasta com as teorias historicas que explicam a patologia infeciosa, designadame nte
0s “Postulados de Koch" (Robert Koch, 1843-1910). Estes principios foram inicialme nte
estabelecidos com base na etiologia do carblnculo e tuberculose. No entanto, estes
postulados j& foram generalizados para outras doencas, incluindo infecGes de feridas e
cicatrizacdo demorada. Atualmente sabe-se que o paradigma séssil ndo é explicavel a luz
dos postulados de Koch, pelo que merece uma atengéo especial por parte dos profissio nais
de saude (Percival et al., 2010).

Os biofilmes distinguem-se das bactérias planctonicas em estrutura, dindmica, expressao
genética, comunicacdo e interacdo com o hospedeiro (Zhao et al., 2013). Assim, um
biofilme € representado pela tendéncia que as bactérias tém em formar agregados de
varias espécies que crescem aderidas a uma superficie e estdo envolvidas por uma matriz
extracelular (Henriques et al., 2013). Desta forma os biofilmes séo autossustentaveis e

funcionam como entidades sésseis coesas (Ganesh et al., 2014).
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A formacdo de biofilme é influenciada por vérios fatores, que vao desde a morfologia dos
microrganismos a complexidade do ambiente em termos de nutrientes ou presenca de
agentes quimicos e fisicos (Fonseca, 2011). A sua formacdo envolve Vérias etapas, sendo
a primeira a adesdo, que pode ocorrer em superficies inertes ou abibticas (dispositivos

médicos) ou superficies bidticas (Henriques et al., 2013).

A'infecdo de feridas é o maior contributo para a sua cronicidade, uma vez que as infecdes
persistentes param o crescimento do tecido de reparagdo como também modificam a
resposta inflamatoria (Ganesh et al., 2014). Dado ser frequente a sua persisténcia e
resiliéncia aos mecanismos de defesa inata e adaptativa do hospedeiro verifica-se a
natureza cronica dos biofilmes. E por outro lado, a dificuldade da terapéutica
antimicrobiana, quer seja administrada por via topica ou sistémica com doses terapéuticas

marcadamente insuficientes (Hoiby et al., 2015; Leaper et al., 2015).

Para remover 0s corpos estranhos e tecido desvitalizado deve fazer-se desbridamento,
pois a presenca destes serve como nutrientes para desenvolvimento e proliferacdo
microbiana (Fonseca, 2011). A estratégia de combinacdo de terapias pode ser o método
mais efetivo para aprevengdo ou remocéo dos biofilmes (Hoiby et al., 2015). No entanto,
o principal objetivo deve ser sempre a prevencdo para que seja possivel reduzir a

guantidade de agentes patogénicos assim como os fatores de viruléncia (Fonseca, 2011).

Esta revisdo sistematica da literatura pretende descrever o que s@o biofilmes e o papel
importante destes ao impedir a cicatrizacdo de feridas, bem como potenciais intervencdes
para remover ou reduzir os biofilmes, etambém prevenir o reaparecimento destes. Assim,
pretende-se dar conhecimento adicional aos profissionais de salde sobre a importancia
do paradigma séssil ou de biofilme na explicacdo para retardamento do processo de

cicatrizacdo de feridas, e por fim, propor um algoritmo de diagndstico e terapéutica.

A pesquisa bibliografica foi feita com base em documentos publicados nos principais
motores de busca: Pubmed, Science Direct, Scientific Electronic Library Online
(SciELO), B-On e Google Scholar; e também no repositério da Universidade Fernando
Pessoa e da Universidade do Minho. O recorte temporal utilizado foi do ano 2000 até ao

presente, com excecdo de bibliografias essenciais ao estudo. Utilizou-se as seguintes
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palavras-chave com ou sem combinagdes entre si: “Biofilms”, “Chronic wounds”,
“Healing” e “Biofilm diagnostic”, “Biofilm treatment”, “Chronic wounds diagnostic ”,

“Chronic wounds management”.

Il. Desenvolvimento

1. Biofilmes

i.  Definicdo, estrutura e formacdo de biofilmes

A maioria das bactérias ndo crescem como celulas individuais, isto é, no estado
planctéonico, mas sim em comunidades  estruturadas como  organismos
pseudomulticelulares ou biofilmes (estado séssil), estando presentes em praticamente

todos os ecossistemas naturais e patogénicos (Fonseca, 2011; Trentin et al., 2013).

As comunidades polimicrobianas que vao constituir os biofilmes muitas vezes incluem

fungos, virus e/ou protozoarios, além de comunidades de mdltiplas espécies bacterianas
(Ganesh et al., 2014).

As células em estado planctonico permitem a rapida proliferacdo e propagacdo dos
agentes patogénicos para outros locais, no entanto em estado sessil estdo associadas a
situacdes de infecBes cronicas (Trentin etal., 2013).



Biofilmes e Feridas Crénicas

Tabela 1: Diferencas entre as bactérias no estado plancténico e no estado séssil (adaptado
de Behlau et al., 2008).

Bactérias planctonicas Bactérias em estado séssil

Células em suspensdo e separadas Agregados de células e multiplas células

numa interface

Matriz capsular pequena Bactérias rodeadas por matriz de EPS
Sinalizacdo intracelular, que ndo € Sinalizacdo intracelular que é
essencial para a divisdo celular fundamental para o crescimento e

formacdo organizada
Células  fisiologicamente  ativas sdo 10 a 1000 vezes mais resistentes a
suscetiveis a antimicrobianos antimicrobianos
Resposta imune do hospedeiro reconhece Células ao estarem envolvidas por uma
células individuais matriz mucopolissacaridica estdo
inacessiveis a resposta do hospedeiro e séo

resistentes aos agentes antimicrobianos

O desenvolvimento do biofilme representa um modo de crescimento que permite a
bactéria sobreviver em ambientes hostis e colonizarem novos nichos por Varios
mecanismos dispersos (Hall-Stoodley et al., 2009). O ciclo de vida do biofilme tem
distintas fases incluindo a adesao de células planctonicas a uma superficie, o crescimento
de células numa colonia madura (biofilme) e a dispersdo das células pertencentes ao
biofilme para o ambiente circundante (Mancl et al., 2013). Todas as etapas envolvem
processos complexos fisicos, quimicos e bioldgicos que governam a adesdo bacteriana, a

formacdo de biofilmes e a coesdo persistente (Lazar, 2011).
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Figura 1: Acumulagdo do biofilme, segundo um padréo sigmoidal, ao longo do tempo
(Pereira, 2001).

As bactérias planctonicas poderdo fixar-se numa superficie, dando origem a um biofilme
(Pedro et al., 2012). Na sequéncia da sua formacdo h& a expressdo de determinadas
adesinas, designadamente os flagelos e as fimbrias que sdo importantes na mobilidade

(swimming, swarming e twitching motility) (Widgerow, 2008).

A adesdo permite aos microrganismos criar um ambiente com condi¢Ges para uma maior
protecdo e, consequentemente, maior resisténcia (Percival et al., 2015a). Existem dois
estados de adesdo: primaria ou reversivel e secundaria ou irreversivel. No estado
reversivel, o agente patogénico pode reverter a forma planctonica. No estado irreversivel,
0s microrganismos estdo aderidos a superficie e a formacdo do biofilme é iniciada
(Steinberg, 2011).

Quando a adesdo ocorre a superficies abidticas sdo necessarias interacdes fisico-quimicas
ndo especificas como forcas Van der Waals (hidrofobicas), acido-base e interacdes
electroestaticas. Por outro lado, a adeséo a superficies bidticas necessita de interacdes
moleculares mediadas por ligacbes especificas do tipo recetor-ligando. Assim, a
determinagcdo final de adesdo depende da soma de forgas de atragcdo ou repulsdo gerada
entre duas superficies bem como das adesinas bacterianas (flagelo, fimbria 1V) de células

hospedeiras (Trentin et al., 2013).

Apos a adesdo, ocorre um aumento na producdo, libertacdo e detecdo de moléculas

sinalizadoras autoindutoras. A medida que a densidade bacteriana aumenta, as moléculas
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autoindutoras podem-se acumular e induzir a transcricdo de genes especificos que
regulam varias funcbes como a mobilidade, a viruléncia, a producdo da matriz
extrapolissacaridica e a formacdo do biofilme. Deste modo, as bactérias em comunidade
séssil resistem a diversas condicBes e a sua sobrevivéncia a nivel populacional esta
facilitada (Hall-Stoodley et al., 2009).

O fato de existirem fendmenos de Quorum Sensing (QS), isto é, a comunicacdo entre
células microbianas via sinais quimicos, permite aos agentes patogénicos responder
fenotipicamente ao ambiente, uma vez que hd uma avaliagdo da densidade celular
(quorum sensing) ou dos estimulos ambientais (Hall-Stoodley et al., 2009). Assim sendo
poder-se-a afirmar que as moléculas de QS sdo fatores de viruléncia, tal como as enzimas
ou toxinas, sendo que nas Gram positivas sdo péptidos e nas Gram negativas sdo as N-
acil-L-homoserina lactonas (AHL) (Hoiby etal., 2011).

Os microrganismos multiplicam-se, diferenciam a sua expressdo genética e aderem mais
firmemente a superficie para sobreviver. Sintetizam e excretam uma substancia
polimérica extracelular (EPS) criando-lhes um ambiente protetor, pelo que aderem
firmemente a uma superficie viva ou inanimada, constituindo-se assim o biofilme (Pedro
et al.,, 2012). A EPS, composta por polissacarideos, proteinas, glicoproteinas, ides
metalicos, DNA extracelular, RNA, lipidos, é importante porque oferece aos biofilmes
protecdo e medeia a comunicacdo entre celulas e célula-superficie que permite a

estabilizacdo do biofilme, sendo também uma fonte de nutrientes (Percival et al., 2015a).

Os biofilmes no seu estado mais avan¢ado sdo compostos por comunidades mono ou poli
especificas nos quais € possivel encontrar estruturas designadas de canais que permitem
atroca de nutrientes e residuos metabdlicos, transferéncia de material genético, transporte

de moléculas de QS e outras interagdes bacterianas (Mancl et al., 2013).

Depois de fixos e maduros, quando o ambiente ja ndo é favoravel ou devido a uma
programacdo celular, ocorre o desprendimento de células planctonicas ou de grupos de
células unidas pela EPS (disseminacdo), que tém a capacidade de dispersar para diversos
locais que véo colonizar e estabelecer novos biofilmes. Nestes 0s microrganismos que 0

constituem podem atuar de forma sinérgica, uma vez que existe a possibilidade, ja
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referida, de comunicarem uns com os outros, podendo desta forma assegurar a sua
sobrevivéncia coletiva e individual. Isto leva a que algumas especies prosperem juntas e
formem comunidades polimicrobianas que por sua vez tém maior viruléncia e
patogenicidade (Pedro etal., 2012; Trentin et al., 2013).

f————————————
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Figura 2: Etapas de formacdo de um biofilme (Fonseca et al., 2006).

Biofilme € uma comunidade microbiana séssil caracterizada por células que estdo
aderidas irreversivelmente ao substrato ou interface ou umas as outras, que estdo envoltas
numa matriz extracelular de substancias poliméricas que elas proprias produziram, e
exibem um fendtipo alterado no que diz respeito a taxa de crescimento e transcricdo de
genes (Donlan et al., 2002).
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A formacdo de um biofilme no hospedeiro é uma estratégia dos microrganismos para
sobreviverem as defesas do hospedeiro e também para otimizarem o uso de ambiente rico

em nutrientes e trabalho cooperativo entre os organismos do biofilme (Fonseca, 2011).

O desenvolvimento de biofilmes requer cerca de 24 a 48 horas e € um processo complexo
que envolve muiltiplos fatores e uma variedade de interagdes, nomeadamente as respostas
adaptativas de microrganismos sésseis. A formacdo depende da sua morfologia, da
disponibilidade de nutrientes, dasua taxa de adeséo a superficies e da presenca de agentes
quimicos e fisicos. O aumento de nutrientes permite o aumento de moléculas QS, enzimas
e outros aminodcidos essenciais que sdo necessarios a formagdo e crescimento do
biofilme, por outro lado a falta de nutrientes faz as células planctonicas presentes no
biofilme dispersar de forma mais eficiente (Fonseca, 2011; Steinberg et al., 2011).

Vide 0 anexo 1 — mapa conceptual deste item

2. Papel dos biofilmes nas feridas cronicas

I.  Pele e formagédo de feridas

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, corresponde a cerca de 15% do peso total de
um adulto e tem uma éarea de cerca de 2m? (Lai-Cheong et al., 2009). Assenta na
hipoderme ou tecido subcutaneo, que serve de suporte e amortecimento da pele,

fornecendo-lhes vasos sanguineos e nervos (Seeley et al., 2003).

A pele é composta por duas camadas: a camada superficial, epiderme, a qual funciona
como uma barreira ao ambiente externo, e a camada mais profunda, derme, que é
composta por tecido conjuntivo e fornece a pele as suas propriedades mecanicas
(Bielefeld et al., 2013).

A derme representa a maior parte da resisténcia estrutural da pele e tem como funcéo a

retencdo de humidade, sangue e oxigénio. E composta por tecido conjuntivo com
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fibroblastos, algumas células adiposas e macrofagos, colagénio, terminacdes nervosas,

foliculos pilosos, misculos lisos, glandulas e vasos linfaticos (Seeley et al., 2003).

A epiderme é a camada mais externa da pele, protegendo da perda de &gua e permite a
manutencdo da integridade cutanea (Lai-Cheong et al., 2009). A maior parte das células
sdo queratindcitos (95%) que produzem queratina e citoquinas em resposta a lesdo, sendo
também responsaveis pela resisténcia estrutural e pelas caracteristicas de permeabilidade
da epiderme. As outras células sdo melanocitos, células de Langerhans (fazem parte do
sistema imunitario) e células de Merkel. Da camada mais profunda a mais superficial
distinguem-se 5 camadas: camada basal, camada espinhosa, camada granulosa, camada

translicida e camada cornea (Seeley et al., 2003; Venus et al., 2011).

A pele funciona como uma barreira fisica contra o ambiente externo e ajuda a reduzir a

perda de &gua. Algumas das suas funcbes sdo (Seeley et al., 2003):

e Protecdo: A pele protege contra a abrasdo e a luz ultravioleta (UV). Impede
entrada de microrganismos e previne a desidratacdo, ao reduzir a perda de agua
corporal. Contribui também para a imunidade inata pois tem células de
Langerhans que agem como celulas sentinela para iniciar as respostas do sistema

imunitario contra as ameacgas microbianas.

e Sensibilidade: Contém recetores sensoriais capazes de detetar o calor, frio, tato,

pressao e dor.

e Regulacéo da temperatura: A temperatura € regulada pelo controlo do fluxo de
sangue através da pele e pela atividade das glandulas sudoriparas. Os vasos
sanguineos da derme dilatam-se e permitem o aumento do fluxo de sangue através

da pele, transferindo assim o calor dos tecidos mais profundos para a pele.

e Sintese de vitamina D: Ao produzir vitamina D, quando exposta a radiacdo UV,
contribui para a formacdo dos ossos, metabolismo do célcio e aspetos da regulacao

imunitaria (Lai-Cheong et al., 2009).

e Excrecéo
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As feridas podem afetar a fisiologia da pele e decorrem de lesGes por agentes mecanicos,

térmicos, quimicos e bacterianos (Tazima et al., 2008).

Uma ferida pode ser descrita como uma interrupcdo na continuidade do tecido da pele,
com maior ou menor extensdo, quer seja causada por um trauma como desencadeada por
uma afecdo clinica. As feridas podem ser agudas ou cronicas. As primeiras séo de facil
cicatrizacdo, por outro lado as cronicas podem ultrapassar 6 semanas para cicatrizar.
Deste modo, constituem um problema de salde publica, uma vez que tem impacto
psicolégico, social e econdmico para 0 paciente e crescentes custos para o sistema de
saude (Leite etal., 2012).

Independentemente do agente causador, o processo cicatricial € comum atodas as feridas,
sendo sistémico e dindmico (Campos et al., 2007).

A cicatrizacdo é uma cascata de fendmenos celulares, moleculares e bioquimicos que

interagem para que ocorra reconstituicdo tecidual.

A perdatecidual pode atingir a derme completa (espessura total) ou incompleta (espessura
parcial), ou entdo atingir todo o Orgdo chegando ao tecido celular subcutaneo
(Mandelbaum et al., 2003). Para que ocorra a reparacdo de um tecido tem de haver a
substituicdo de células mortas por células viaveis, que pode dar-se por regenera¢do ou
substituicdo. Na substituicdo desenvolve-se um novo tipo de tecido que pode originar a
formacdo de cicatrizes e alguma perda de funcionalidade (Seeley et al., 2003). Na
auséncia de formacdo de cicatriz, aregeneracdo seria arestauracdo perfeita do tecido pré-
existente, mas apenas ocorre no desenvolvimento embrionario, ou em tecidos como 0ss0s
e figado (Tazima et al., 2008).

Durante a cicatrizagdo de feridas cutaneas, a barreira e as propriedades mecanicas da pele
sdo restauradas pelas acGes de varios tipos de células que se submetem a proliferacéo,

diferenciagdo, migracdo e apoptose para reconstruir a pele (Bielefeld et al., 2013).
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A cicatrizacdo tem as seguintes etapas: fase inflamatoria, fase de proliferacdo ou

granulagcdo e fase de remodelagdo ou maturacdo (Campos et al., 2007).

v" Fase inflamatéria

A fase inflamatéria surge imediatamente aposa lesdo. As plaquetas ao aderirem aos vasos
sanguineos danificados iniciam uma reacdo de libertacdo de fatores de crescimento,
dando origem a uma cascata de coagulacdo do sangue que impede o0 Ssangramento
excessivo e proporciona protecdo na area da ferida. Ha a formacdo de um coéagulo que
contém fibrina (proteina filamentosa) que une os bordos da ferida (Seeley et al., 2003).
Por outro lado, o codgulo serve de reservatorio proteico para as citoquinas e fatores de
crescimento, e cria também uma barreira impermeabilizante que protege da contaminagao
por microrganismos e outras substancias estranhas. A libertacdo local de histamina,
serotonina e bradicinina causa vasodilatagdo e h4 o aumento do fluxo sanguineo e,
consequentemente calor e rubor. As prostaglandinas sdo os mediadores mais importantes
no processo de cicatrizacdo, porque aumentam a permeabilidade vascular, favorecem a
exsudacdo plasmatica e promovem a quimiotaxia dos leucécitos para a area da ferida. Os
neutrofilos sdo as primeiras células fagocitarias a chegar, libertando espécies reativas de
oxigénio (ROS) que véo auxiliar na destruicdo bacteriana, ajudando a combater a infecéo,
e sdo, posteriormente, destruidos e substituidos por macré6fagos. Estes Ultimos aparecem
na zona da ferida apds 48 a 96 horas e fagocitam as bactérias, desbridam corpos estranhos
e direcionam o desenvolvimento do tecido de granulagdo. Os macréfagos também ativam
fibroblastos e células endoteliais que vdo ser necessarios nas fases seguintes da
cicatrizacdo. De seguida, ocorre a apoptose de células inflamatorias que ocorre
gradualmente dentro de alguns dias apos o ferimento (Demidova-Rice et al., 2012;
Tazima et al., 2008).

A resposta inflamatdria é crucial para proteger o corpo do doente contra organismos
estranhos no local da lesdo e muitas das citoquinas inflamatérias e fatores de crescimento
libertados durante este processo vdo promover a formacdo de cicatriz (Bielefeld et al.,
2013).

11
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v Fase proliferativa

A fase proliferativa pode ser caracterizada pela epitelizacdo, angiogénese, formacdo do
tecido de granulacdo e deposicdo de colagénio (Campos et al., 2007). O tecido de
granulacdo é constituido por fibroblastos, macrofagos, colagénio, capilares, fibronectina
e &cido hialuronico. Esta etapa surge normalmente no 3° dia apds a lesdo, e pode durar
cerca de 2 a 3 semanas, até a formacdo de uma cicatriz, que inicialmente apresenta uma
tonalidade vermelha viva devido a grande vascularizacdo do tecido (Seeley et al., 2003;
Tazima et al., 2008).

A angiogénese consiste na formacdo de novos vasos sanguineos, que sao essenciais para
0 suprimento oxigénico, a nutricdo do tecido e aumento do nimero de células para o local
da ferida (Tazima et al., 2008).

A reepitelizagdo permite reconstituir a integridade da permeabilidade da epiderme,
resultando de varios mecanismos como a migracdo e diferenciacdo de queratinocitos,
diferenciacdo do neoepitélio e reestruturacdo da membrana basal (Laureano et al., 2011).
Os fatores de crescimento estimulam a proliferacdo de células do epitélio nas seguintes
24 a 36 horas apos a lesdo, ocorrendo a migragcdo dos queratinocitos ndo danificados que
se encontram nas bordas da ferida, quando esta é de espessura parcial. As feridas ocluidas
reepitelizam mais rapido do que as feridas superficiais abertas e ressecadas (Mandelbaum
et al., 2003).

Apos lesdo, as células mesenquimais sdo transformadas em fibroblastos e atraidas para o
local inflamatério, onde ocorre a sua divisdo e produzem componentes da matriz
extracelular (formacdo do tecido de granulacdo - fibroplasia). Os fibroblastos surgem
logo ao 3° dia, ou seja, ainda na fase inflamatdria, e sintetizam o colagénio que é essencial

para a sustentacdo e forca ténsil da cicatriz (Tazima et al., 2008).

Quando a ferida é de espessura total hd contracdo da ferida, através de um movimento

centripeto de toda a espessura da pele circundante (Mandelbaum et al., 2003).
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v Fase de maturacao

Por fim, na dltima fase hd a remodelacdo do tecido cicatricial e a reorganizacdo do
alinhamento das fibras de colagénio (aumento da resisténcia). O colagénio é a proteina
mais abundante do tecido conectivo em cicatrizacdo sendo sintetizado por fibroblastos,
predominantemente nos 0ssos e tenddes (tipo I) e nos tecidos moles (tipo Ill) e a
degradacdo é muito ativa durante o processo inflamatdrio. Deste modo, a formacdo da
matriz extracelular resulta do balanco entre asintese e degradacdo do colagénio (Campos
et al., 2007). A fase de maturacdo dura toda a vida da ferida, a medida que o coagulo de

fibrina € substituido por tecido de granulagdo (Laureano etal., 2011).

Cerca de um més ap0s o ferimento, aferida encontra-se fechada na sua totalidade, acrosta
solta-se e o tecido de granulacdo € substituido pela derme (Seeley et al., 2003). Todas as
fases coincidem e acontecem simultaneamente, permitindo 0 sucesso da cicatriza¢do
(Mandelbaum et al., 2003).

Maoragio
ProMteracho
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Figura 3: Evolugdo do nimero relativo de células nas fases sequenciais do processo de

cicatrizacdo (Tazima etal., 2008).

Existem fatores que podem interferir no processo de cicatrizagdo normal retardando
qualquer uma das suas fases. Esses fatores podem ser locais (relacionados diretamente
com as condicbes da ferida) ou sistémicos (relacionados as condicbes clinicas do
individuo). A presenca de corpos estranhos, infecéo, isquemia ou edema/pressao tecidual
aumentada constituem exemplos de fatores locais. Os fatores gerais sdo a idade,

desnutricdo, diabetes, doencas hereditarias, alteracbes cardiocirculatérias e de
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coagulacdo, aterosclerose, insuficiéncia hepatica e renal, insuficiéncia respiratoria,
tabagismo, radioterapia, uso de drogas sistémicas e alguns medicamentos (Campos et al.,
2007; Mandelbaum et al., 2003).

Vide 0 anexo 2 —mapa conceptual deste item

ii.  Efeitos dos biofilmes na cicatrizagéo

As feridas surgem na sequéncia da existéncia de descontinuidades na pele, fato que
constitui uma primeira quebra das defesas do hospedeiro e uma oportunidade para adeséo
e colonizacdo microbiana. Assim sendo, numa situacdo de normalidade o hospedeiro

tende a reagir para que a cicatrizacdo se faca o mais rapido possivel (Rhoads et al., 2008).

Apds uma ‘terapéutica orientada”, se uma ferida ndo cicatriza em 6 semanas €
considerada uma ferida cronica, verificando-se uma dificuldade na recuperacdo da
integridade anatoémica e funcional dapele e do organismo num intervalo de tempo normal
(Justiniano, 2010; Laureano et al., 2011).

Ao haver um aumento do indculo também aumenta a probabilidade de ocorrer infe¢éo,
pelo que € suscetivel a ocorréncia desta quando as condicfes na ferida sdo ideais para a
multiplicacdo dos microrganismos e quando hd uma baixa resisténcia por parte do
hospedeiro (Santos et al., 2012a). Condicdes como perfusdo pobre, ma nutricdo, presenca
de corpos estranhos, pressdo, trauma repetitivo, hiperglicemia e disfuncdo dos glébulos
brancos facilitam o surgimento de feridas cronicas. Se o biofilme ja esta estabelecido, a
presenca deste na ferida pode ser dificil de suprimir, especialmente num individuo com o

sistema imunitario comprometido (Rhoads et al., 2008).

As feridas cronicas podem conter agentes patogeénicos que estdo em elevada replicacdo
(Santos et al., 2012a).

Como referido anteriormente, num processo de cicatrizacdo normal ha uma transicdo da

fase inflamatéria (que dura alguns dias) com progressdo para a regeneracdo e
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reorganizacdo dos tecidos. Com a presenca e persisténcia de biofilmes numa ferida
cronica verifica-se uma fase inflamatdria persistente devido a presenca de tecido
necrotico, corpos estranhos e contaminagdo microbiana (Laureano et al., 2011; Santos et
al., 2012a; Zhao et al., 2013).

Os biofilmes estimulam uma resposta inflamatoria cronica e prolongada que altera a
progressdo da cicatrizacdo da pele (Zhao et al.,, 2013). Como em qualquer estado
inflamatdrio, surge uma infiltracdo de células mononucleares (macrdfagos, linfocitos e
plasmécitos), acompanhado por destruicdo tecidular, proliferacdo exagerada dos vasos
sanguineos e substituicdo permanente de tecido conectivo e fibrose (Justiniano, 2010).
Estas células inflamatérias vdo libertar elevados niveis de ROS e de proteases

(metaloproteinases da matriz — MMPs e elastase) (Phillips et al., 2010; Zhao et al., 2013).

Como ocorre na cicatrizacdo de todas as feridas, as MMPs produzidas pelas células e
induzidas pelos fatores de crescimento (PDGF e FGF), fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucina-1 (IL-1) degradam a matriz extracelular e as proteinas envolvidas no
processo de cicatrizagdo, e uma Vvez que se aumenta essa degradacgéo, prolonga-se o estado

inflamatGrio e os danos aos tecidos do hospedeiro (Justiniano, 2010).

Uma resposta inflamatéria nem sempre € eficaz na remocdo do biofilme, tal como ja foi
afirmado pode permitir 0 aumento da producdo de exsudato, oferecendo assim uma fonte

de nutricdo e, consequentemente, o desenvolvimento do biofilme (Phillips et al., 2010).

Na fase proliferativa hd um aumento na proliferacdo dos fibroblastos e ha alteracdo da
fase de remodelacdo (esta Ultima é regulada por protéases que dependem de fatores como
pH e colonizagdo bacteriana no local da ferida) (Laureano et al., 2011). Verifica-se um
aumento da acdo das MMPs, devido aos inibidores destas estarem diminuidos, pelo que
hé& a degradacdo da fibronectina e da vitronectina e, consequentemente, blogueio da agdo
dos fatores de crescimento. Assim, ha um aumento do colagénio que vai atrasar a
cicatrizacdo e macerar a pele adjacente a ferida. A proliferacdo dos queratindcitos que é
controlada pela MMP-1 (colagenase intersticial) estd diminuida assim como a formacédo

de células endoteliais (Justiniano, 2010).
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Concluindo, a existéncia de biofilmes altera a fisiologia das feridas fazendo com que elas
se tornem cronicas, devido a fatores como o envelhecimento precoce dos fibroblastos, o
aumento das MMPs que condicionam um aumento da degradacdo da matriz extracelular

(MEC) e mecanismos inflamatorios persistentes (Laureano et al., 2011).

Vide 0 anexo 3 —mapa conceptual deste item

iii.  Biofilmes microbianos como agentes causadores de doencas

A formacdo de biofilmes representa um problema para a salde, uma vez que contribui
para varias doencas inflamatorias cronicas (Phillips etal., 2010). Sdo exemplo de infecbes
cronicas provavelmente associadas a biofilmes a fibrose cistica, as infecdes do trato
urinario, a endocardite, a otite média persistente, a prostatite, a periodontite, a
conjuntivite, avaginite, a rinusite cronica, a osteomielite, adermatite e as feridas cronicas
(Donlan et al., 2002; Henriques et al., 2013; Trentin et al., 2003).

O aumento da esperanca média de vida representa uma maior necessidade de substituir e
reparar funcdes bioldgicas, surgindo um aumento do nimero de pessoas hospitalizadas
onde ha necessidade de utilizar dispositivos médicos, designadamente para permitir o
acesso terapéutico a cavidade peritoneal e a outros locais para permitir por um lado a
reparacdo tecidular apropriada e por outro acicatrizacdo das feridas (Poelstra etal., 2002).
Sdo exemplos destes dispositivos médicos: cateteres venosos, arteriais e urinrios,
dispositivos intrauterinos, lentes de contato, préteses, pacemakers, implantes ortopédicos
e da mama (Henriques et al., 2013; Trentin et al., 2003; Zhao et al., 2013). O meio
intersticial que circunda os implantes é conhecido por representar uma regido suscetivel
acolonizacdo microbiana e favoravel ao surgimento de infe¢des, uma vez que se sabe que
mesmo populacdes bacterianas com pouca viruléncia podem facilmente desenvolver-se
(Campoccia et al., 2006).

Algumas das caracteristicas comuns das infe¢es causadas por biofilmes s&o (Nascimento
et al., 2003):
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e O crescimento lento;

e Os antimicrobianos eliminam os sintomas da infecdo provocada pelos biofilmes

mas ndo o proprio biofilme, havendo infecBes recorrentes;

e Ascélulas bacterianas podem separar-se da estrutura do biofilme em qualquer fase

da infecdo e estabelecer uma nova infecdo aguda e/ou crénica.

O aumento da incidéncia de infecBes associada ao uso de implantes cirGrgicos resultam
da incapacidade do hospedeiro em eliminar microrganismos oportunistas contaminantes
das feridas cronicas (Campoccia et al., 2006; Poelstra et al., 2002). Assim sendo, estas
doencas tornam-se mais complicadas em doentes imunodeprimidos, uma vez que estes

ndo tém defesas contra os organismos invasores (Donlan et al., 2002).

Varias espécies microbianas possuem adesinas que medeiam a adesdo das células a
superficies biodticas ou abibticas, podendo estas Ultimas ser cobertas por proteinas da
matriz extracelular (tais como colagénio, fibrinogénio, fibronectina, elastina) e por sua
vez condicionar as espécies de microrganismos que podem aderir (Campoccia et al.,
2006).

Os biofilmes podem ser monomicrobianos ou polimicrobianos independentemente da
superficie biodtica ou abidtica. Por outro lado, o tempo em que o dispositivo médico esta
em contato com doente ou implantado pode condicionar a formacdo de biofilmes. As
infecdes sdo frequentemente causadas pelas populagdes microbianas autoctones Gram
positivas como Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Staphylococcus
epidermidis e Streptococcus viridans ou Gram negativas como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e Pseudomonas aeruginosa, ubiquas e
organismos anaerébicos de origem entérica junto aos tecidos circundantes a cirurgia. No
entanto, estes microrganismos ndo sdo patogenicos no local onde habitualmente se
encontram, o fato de migrarem para outros locais do organismo € que 0s torna patogénicos
(Donlan, 2001).
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Tabela 2: Microrganismos responsaveis pela formacdo de biofilmes presentes em

superficies bioticas e abioticas (adaptado de Trentin et al., 2013).

Infecéo ou local

Microrganismo responsével

afetado
Cateteres venosos Staphylococcus coagulase negativos (SCoN); Staphylococcus
aureus; Enterococcus faecalis; Pseudomonas aeruginosa;
Klebsiella pneumoniae; Candida spp.
Dispositivos Staphylococcus epidermidis; Enterococcus spp.; Streptococcus

intrauterinos

b-hemolitico; Lactobacilos

Endocardite Streptococcus viridans; S. epidermidis; S. aureus; Streptococcus
spp.; Enterococcus spp.; P. aeruginosa; Candida spp.;
Aspergillus spp.

Esofago Candida spp.

Lentes de contacto P. aeruginosa e cocos Gram positivos

Osteomielite S. aureus

Otite média S. aureus

Prostatites Escherichia coli; Clamydia trachomatis; Mycoplasma

Proteses ortopédicas

S. aureus; S. epidermidis

Fibrose cistica

P. aeruginosa

Cateteres urinarios

E. coli; Proteus mirabilis; SCoN; E. faecalis; Candida spp.

Tubos
endotraqueais

Gram negativos entéricos; Staphylococcus spp.; Streptooccus

spp.; Enterococcus spp.

Vagina

Candida spp.

Quanto as feridas cronicas é provavel que quase todas tenham estas comunidades

polimicrobianas sobre o leito da ferida, atrasando a cicatrizacdo damesma (Phillips et al.,

2010). A insuficiéncia venosa cronica (IVC) dos membros inferiores, as alteracbes

vasculares e neuropatias perifericas associadas a Diabetes mellitus (DM) e as Ulceras de

pressdo podem facilitar o surgimento de feridas cronicas (Laureano et al., 2011; Santos

et al., 2012).
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Figura 4: Localizacdo das Ulceras mais frequentes (Ramos et al., 2009).

Ulceras de pressdo: As Ulceras de pressdo sdo areas localizadas de isquemia e necrose
tecidular que se desenvolvem quando a pele e/ou tecidos adjacentes sdo sujeitos a uma
pressao extrinseca, usualmente sobre uma proeminéncia 6ssea (Luz et al., 2010; Wada et
al., 2010). Estas Ulceras sdo mais frequentes na regido sacral e calcaneos (Rocha et al.,
2006).

Os principais microrganismos envolvidos sdo Enterobacter spp., Staphylococcus spp. e

Enterococcus faecalis (Luz et al., 2010).

Os individuos com maior probabilidade de desenvolver as Ulceras de pressdo sdo aqueles
com (Luz etal., 2010; Rocha et al., 2006; Wada et al., 2010):

e |dade avancada;

e Alteracfes mobilidade;

e AlteracOes percecédo sensorial;

e AlteracBes do nivel de consciéncia;

e Presenca morbilidades (hipertensdo arterial sistémica, diabetes);

e Incontinéncia.

Ulceras vasculares: A Ulcera vascular, também conhecida por Ulcera de perna verifica-

se quando ha perda circunscrita ou irregular da pele (derme ou epiderme) nos membros
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inferiores e cuja causa esta relacionada com o sistema vascular arterial ou venoso
(Barbosa et al., 2010).

A IVC é a causa mais frequente de Ulceras nas pernas. Outros fatores sdo a obesidade e
os antecedentes familiares. Estas Ulceras localizam-se na regido do maléolo interno mas
podem estar presentes noutras partes se resultantes de traumas ou infecdes (Barbosa et
al., 2010; Ramos et al., 2009).

Os microrganismos causadores das Ulceras vasculares mais comuns sdo Staphylococcus
aureus, Pseudomonas aeruginosa e Streptococcus e-hemolitico; mas também é comum
um conjunto polibacteriano variavel que inclui microorganismos enddgenos e aerébios
facultativos (Ramos et al., 2009).

As Ulceras venosas (mais comuns) tem uma evolucdo lenta, sdo mais superficiais,
exsudativas, evidenciando umas bordas irregulares em que se verifica a presenca de
edema. Por outro lado, as Ulceras arteriais sdo produzidas quando o fluxo sanguineo para
os membros inferiores esta diminuido resultando em isquemia e necrose (Barbosa et al.,
2010).

Ulceras Neuropaticas: Um dos tipos de Clceras neuropéticas sdo as Ulceras diabéticas,
resultantes da DM. A hiperglicemia induz neuropatia e com a presen¢a ou auséncia de
doenca arterial periférica (DAP) produz-se ulceracdo do pé (Duarte et al., 2011). A
hiperglicemia poderéa afetar os nervos periféricos das pernas e pés o que diminui ou resulta

na perda de sensibilidade (Revilla et al., 2007).

As Ulceras neuropéticas sdo causadas principalmente devido a Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp., bacilos aerobios Gram negativos, mas hd uma tendéncia
polimicrobiana pois existem populagdes autoctones que encontram um ambiente

favoravel nos espacos interdigitais dos pés (Duarte et al., 2011).

A incidéncia da neuropatia diabética aumenta com a idade do doente, tempo de duragéo
da diabetes e gravidade da hiperglicemia (Revilla et al., 2007).
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Existem ainda outros tipos de feridas cronicas, nomeadamente feridas malignas, Ulceras
traumaticas e as feridas resultantes de doencas parasitarias como a Filariose. Apos a
identificacdo da etiologia da ferida cronica é possivel estabelecer a terapéutica adequada
(Justiniano, 2010).

Vide 0 anexo 4 —mapa conceptual deste item

iv.  Resposta inflamatdria do hospedeiro aos biofilmes

O desenvolvimento de uma infecdo num hospedeiro saudavel envolve mecanismos como
0 modo de interacdo do microrganismo com o sistema imune e a resposta deste contra o
agente invasor. A imunidade inata é a primeira linha de defesa e, quando esta a funcio nar
corretamente, é capaz de superar potenciais agentes patogénicos. Uma vez sujeito ao
estimulo de antigénios, o sistema imune desenvolve defesas a longo prazo contra os
agentes invasores, que se denominam, imunidade adaptativa. Esta Ultima é caracterizada
por uma resposta mais especifica, mais forte e menos autodestrutiva quando o hospedeiro
é confrontado com 0s mesmos agentes patogénicos, pois apds o primeiro contato sdo
geradas células de memdria (Coelho-Castelo et al., 2009). Em contraste, a resposta inata,
por si sO ndo distingue entre uma exposicdo primaria ou uma subsequente (Jensen et al.,
2010).

A imunidade inata e a imunidade adaptativa, ocorrem em simultdneo para o controlo de
uma infecdo de forma a aumentar aeficacia de resposta, e o tipo de resposta da imunidade
inata influencia o tipo de resposta imune adaptativa gerada (Coelho-Castelo et al., 2009;
Jensen etal., 2010).

Os componentes celulares do sistema imune inato, tais como os neutrofilos e macréfagos,
sdo capazes de responder a presenca de biofilmes (Jensen et al., 2010). O hospedeiro usa
recetores de reconhecimento de padrdo celular (PRRs), que por sua vez reconhecem
padrdes moleculares associados a agentes patogénicos (MAMPs). Estes PRRs,
nomeadamente o0s Toll-like (TLRs) que sdo expressos em tecidos com macrofagos,
estimulam a resposta imune inata e desencadeiam a producédo de citoquinas inflamatérias
(TNF, IL-1, IL-6) e quimiocinas (por exemplo, CCL2 e CXCLS8), assim como
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prostaglandinas. Estes mediadores inflamatdrios, em seguida atuam em tecidos-alvo para
induzir a vasodilatacdo e extravasamento de neutrofilos para o tecido infetado (Mancl et
al., 2013; Marsh et al., 2011; Medzhitov, 2010).

Atualmente sdo conhecidos varios tipos de PRRs e os seus ligantes correspondentes,
contudo no caso de microrganismos em crescimento no biofilme ainda ndo foram
identificados PRRs especificos. A resiliéncia de biofilmes pode, em parte, resultar da
estimulacdo continua e ativagdo de PRRs pertencentes a imunidade inata. No entanto,
estudos recentes tém demonstrado que TLRs podem mediar respostas aos componentes
da matriz de biofilmes e de produtos bacterianos tanto de biofilmes como de infe¢cOes
planctonicas (Alhede etal., 2014; Jensen et al., 2010).

No caso de infecbes por biofilme, a persistente infecdo pode resistir aos anticorpos
libertados e fagocitos opsonizados, bem como a outros componentes da resposta do
hospedeiro. O tecido circundante alesdo é sujeito aradicais oxidativos (ROS) prejudiciais
e enzimas libertadas a partir do prdprio hospedeiro. Além disso, varios fatores de
viruléncia especificos dos agentes patogenicos, a libertacdo de proteases e outras
exoenzimas das células do hospedeiro pode resultar na degradacdo de moléculas
importantes que atuam nas células do sistema imune e, assim contribuem para o efeito
debilitado do hospedeiro. Assim, aresposta do hospedeiro pode ser a maior causa do dano

tecidual (Jensen et al., 2010).

Numa ferida crdnica, o biofilme pode mesmo sequestrar a resposta imune do hospedeiro.
Os agentes patogénicos bacterianos expressam uma variedade de fatores de viruléncia
que podem reduzir ou reorientar a imunidade inata ou adaptativa. Alguns estudos
demonstraram que as bactérias podem regular positivamente as citoquinas pro-

inflamatdrias com o intuito de “manipular” a defesa do hospedeiro (Wolcott et al., 2008a):

e Mecanismos gerais de inducdo da inflamacdo no hospedeiro

Continuamente, os biofilmes libertam bactérias planctonicas a partir da matriz, que
recruta a resposta inflamatéria do hospedeiro. O biofilme pode obter nutrientes do

exsudato do hospedeiro, que acompanha essa resposta.
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e Mecanismos gerais para manter a inflamacdo crénica — proteases

As feridas cronicas sdo altamente proteoliticas e possuem excessivas protéases do
hospedeiro — elastase, colagenases e gelatinases, que resultam principalmente da

imunidade inata.

Vide 0 anexo 5 — mapa conceptual deste item

3. Opcdes de diagnostico e terapéutica para os biofilmes em feridas cronicas

i. Mecanismos de resisténcia

Antimicrobianos

Meio

Singular ambiente

Microrganismos Hospedeiro
Comunidade

Figura 5: Esquema representativo das relacbes entre o meio ambiente, 0s

microrganismos, 0s antimicrobianos e o hospedeiro (adaptado de Sousa, 2006).

Os antimicrobianos apresentam uma eficacia limitada quando 0s microrganismos estao
na forma de comunidade séssil, em comparacdo com a forma planctonica. As bactérias
presentes nos biofilmes s&o 100 a 1000 vezes mais resistentes aos antimicrobianos
(antibidticos e antissepticos) do que as bactérias no estado plancténico (Dufour et al.,
2010). Acresce ainda que os biofilmes sdo muito mais resistentes a acdo do hospedeiro,

efetuada pelos anticorpos e células inflamatorias (Menoita et al., 2012). Além disso, 0s
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microrganismos dentro de biofilmes podem facilmente adquirir resisténcia através da

transferéncia de plasmideos de resisténcia e de viruléncia (Donlan, 2002).

Os antimicrobianos podem ser classificados segundo a estrutura quimica, os tipos de
microrganismos que afetam e modo de acdo (Fonseca et al., 2006). Quanto aos

mecanismos de agdo 0s mais comuns sdo (Sousa, 2006; Tenover, 2006):

o Inibicdo da sintese da parede celular (Antimicrobianos antiparietais);

o Inibicdo da sintese ou dano na membrana citoplasmatica (Antimicrobianos

antimembranares);

o Inibicdo da sintese proteica nos ribossomas (Antimicrobianos inibidores da sintese

proteica);

o Alteracbes na sintese de acidos nucleicos (Antimicrobianos inibidores da sintese

de acidos nucleicos);

o Alteracdo de metabolitos celulares (Antimicrobianos antimetabolitos).

As bactérias Gram negativas por possuirem um invllucro celular (membrana externa e
parede celular) tem uma “barreira fisica” para a entrada de moléculas no interior da
bactéria. No caso das Gram positivas 0 mesmo ndo acontece, pois a auséncia de
membrana externa resulta num aumento de sensibilidade aos antimicrobianos (Caumo et
al., 2010).

Os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos consistem no aumento da Concentracdo
Minima Inibitéria (CIM) e podem ocorrer por mutacdo natural ou aquisicdo de genes de

resisténcia (por conjugacdo, transformacdo ou transducdo) (Mah, 2012).

A resisténcia bacteriana pode ser definida como um grupo de mecanismos adquiridos pela
bactéria para evitar ou conceder-lhe protecdo contra os efeitos prejudiciais dos
antimicrobianos. Na resisténcia intrinseca, 0 microrganismo tem a capacidade de
desenvolver uma estrutura que Ihe confere resisténcia a um antimicrobiano ou aum grupo

de antimicrobianos (Fonseca et al., 2006). Os principais mecanismos de resisténcia
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bacteriana ocorrem por alteracdo da permeabilidade, alteracdo do local de agéo, bomba

de efluxo e mecanismo enzimatico (Sousa, 2006).

ALTERACAO DE [ MECANISMO ENZIMATICO |
PERMEABILIDADE
ATM ¢ ATM

.
ATM
parede <
bacteriana £
.
°
?

@ATM

BOMBA DE EFLUXO

ATM

plasmideo

membrana

bacteriana
genes de

resisténcia

ATM = antimicrobiano DNA bacteriano [ALTERACAO DO SITI0 DE AGAO)

Figura 6: Representacdo dos diversos mecanismos de resisténcia bacteriana (Anvisa,
2007).

v' Alteracdo da permeabilidade

As bactérias Gram negativas tém uma camada interna constituida por fosfolipidos e uma
membrana externa constituida por lipopolissacarideos, o que confere uma entrada lenta
por parte dos farmacos. E necesséario atravessar a membrana externa através das porinas
que estabelecem canais especificos pelos quais as substancias podem passar para o espaco
plasmatico e, de seguida, para o interior da célula (Dzidic et al., 2008). Desta forma, uma
diminuicdo na funcdo ou quantidade de porinas contribui para que a bactéria seja

resistente ao antimicrobiano, pois diminui a entrada (Declour, 2009).

v" Alteracdo do local de acdo

A modificacdo do local-alvo constitui provavelmente um dos mecanismos de resisténcia
mais especificos, ocorrendo assim a modificacdo bioquimica do alvo de ligacdo do

antimicrobiano (Caumo et al., 2010). Um exemplo sdo as PBPs no caso da penicilina.
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v Bomba de efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas de transporte envolvidas na eliminacdo de toxicos de
dentro das células para o ambiente extracelular (Webber et al., 2003). Desta forma, o
efluxo ativo produz resisténcia bacteriana a determinados antimicrobianos. E um
mecanismo de resisténcia essencial nas bactérias Gram negativas (Soto, 2013). A maior
parte dos sistemas de efluxo ndo € seletiva para uma classe especifica de antimicrobiano,
mas apresentam maior eficacia na presenca de macrolidos, tetraciclinas e
fluoroquinolonas, pois estes inibem a biossintese de proteinas e de DNA (Caumo et al.,
2010; Dzidic et al., 2008).

v Mecanismo enzimatico

Este mecanismo esta relacionado com a producdo de diferentes enzimas por parte das
bactérias que neutralizam ou inibem os efeitos antimicrobianos. Isto pode acontecer por
hidrolise, transferéncia de um grupo ou processo oxidacdo-reducdo (Dzidic et al., 2008;
Sousa, 2006). S&o exemplos de enzimas que inativam antimicrobianos, as p-lactamases e
os aminoglicosideos qumnases. As penicilinas e cefalosporinas possuem um anel -
lactdmico na sua estrutura quimica e as bactérias resistentes a esses antimicrobianos
produzem enzimas especificas (as P-lactamases) que sdo capazes de degradar por
hidrélise esse anel, tornando o farmaco inativo (Caumo et al., 2010). Os antibiticos com
mecanismos de acdo que envolve a inibicdo enzimatica tornam-se inativos por ndo terem

alvo para atuar (Guimardes etal., 2010).

Além dos mecanismos de resisténcia de bactérias no estado singular, existem também
mecanismos responsaveis pela resisténcia na forma de comunidade séssil. Algumas
hipdteses propostas para explicar o aumento das resisténcias a antimicrobianos em células

sésseis sdo:
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+ O antibiotico ndo
; consegue entrar na
¢ ! superficie do biofilme.

Algumas bactérias
podem diferenciar-se
num fenotipo resistente.

ﬂ A agdo dos antibioticos é
reduzida nas zonas
deficitarias em nutrientes.

v 2
Substrato | o
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Figura 7: Algumas hipGteses de mecanismos de resisténcia dos biofilmes aos

antimicrobianos (adaptado de Stewart et al., 2001).

Fraca penetracdo e difusdo dos agentes quimioterapicos atraves da matriz

polisacaridica normalmente estavel (Fonseca et al., 2006; Patel, 2005).

Adsorcdo dos antimicrobianos na matriz exopolimérica devido a sua natureza
anionica e hidrofilica. Deste modo, a concentracdo adequada ndo é atingida nos
tecidos do hospedeiro nem no ambiente intracelular (Menoita et al., 2012; Smith,
2005).

Presenca de células dormentes (“persister”): A formacdo de células num estado de
dorméncia (apresentam crescimento muito lento ou inexistente) € outro mecanismo
de resisténcia. Estas células podem ser definidas como variantes fenotipicas da
populagdo celular geral e sdo capazes de sobreviver a elevadas concentragcbes de
antimicrobianos (Dufour etal., 2010; Kishen, 2010; Trentin et al., 2013).

Resposta dos microrganismos ao ambiente nos biofilmes: As células que se
encontram na parte mais interna do biofilme sofrem condicGes de falta de oxigénio e

de nutrientes, pode ocorrer anaerobiose, o0 que vai obrigar o biofilme a entrar na fase
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estacionaria de crescimento, gerando fendmenos de tolerancia. Estes microrganismos
tornam-se menos suscetiveis a acdo de antimicrobianos que dependem da
multiplicagdo  bacteriana (por exemplo, os [-lactamicos). Portanto, existem
subpopulagdes celulares fenotipicamente distintas dentro de um biofilme, sendo a
evolucdo metabolica destas progressivamente de inativas para ativas. A ativa esta na
area mais superficial em contato com o meio externo e esta suscetivel aos mecanismos
de acdo dos antibidticos. A segunda subpopulacdo encontra-se embebida na matriz
exopolimérica no interior do biofilme onde a taxa de divisdo celular é lenta e por isso
menos wulnerdvel a agdo dos antimicrobianos (Dufour et al., 2010; Fonseca et al.,
2006; Jayaraman, 2009; Patel, 2005; Smith, 2005; Soto, 2013).

e Idade do biofilme: Com o aumento da idade do biofilme verifica-se um aumento na
matriz produzida, o que pode resultar em gradientes de oxigénio e de nutrientes
deficitarios que por sua vez diminuem o metabolismo e as taxas de crescimento dos

microrganismos, alterando a suscetibilidade aos antimicrobianos (Donlan, 2002).

e Proximidade de células bacterianas: Uma vez que num biofilme as células estdo
mais proximas umas das outras, pensa-se que havera um aumento das trocas de

material genético (Menoita et al., 2012).

e Comunicagdo celular: A comunicacdo interbacteriana e intrabacteriana presente nas
células num biofilme, isto é, o QS permite as bactérias funcionar num coletivo. As
moléculas autoindutoras sd@o responsaveis pela expressdo de varios genes, 0 gue torna

as células do biofilme mais resistentes a antimicrobianos (Kalia, 2013; Lazar, 2011).

e Aumento da expressdo de bombas de efluxo: Quando as células formam biofilmes,

0s genes deste mecanismo sdo regulados positivamente (Soto, 2013).

O mecanismo de resisténcia ocorre principalmente nas células sésseis; no entanto 0s
mecanismos classicos de resisténcia bacteriana vdo adicionar resisténcia ao biofilme,

colaborando para o nivel global de resisténcia (Mah, 2012).
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Vide 0 anexo 6 — mapa conceptual deste item

ii.  Meétodos de detecédo

Em superficies abidticas, € facil a visualizacdo do biofilme a olho nu quando este tem um
determinado tamanho e apresenta cor. Por outro lado, a identificacdo macroscopica de
biofilmes em superficies bi6ticas, nomeadamente em feridas cronicas, é especulativa e
baseada numa cor induzida pelos agregados sésseis ou microrganismos planctonicos

dominantes (Percival etal., 2015D).

Quando os biofilmes ndo se distinguem a olho nu, outros indicadores clinicos indiretos
podem indicar presenca do mesmo (Hgiby et al., 2015; Keast et al., 2014; Metcalf et al.,
2016):

e Ossinais clinicos de infecdo local (rubor, dor, odor,...);

e Excessiva humidade;

e Tecido de granulagdo fridvel,

e Infecdo persistente;

e Falha do tratamento com antimicrobiano e recorréncia da infe¢éo;

e Resultados negativos em cultura, apesar dos sinais de colonizagdo bacteriana ou

alta suspeita de infecdo clinica;

e Ferida continua recalcitrante.

O diagndstico de infecdo é obtido através dos sintomas clinicos. No entanto, a “carga”
microbiana de amostras nas feridas pode ser maior do que 1 x 10° microrganismos/g de
tecido, sem sinais de infecdo clinica, podendo mesmo evoluir para septicemia ou morte
(Fonseca, 2011).

O uso de zaragatoas para a recolha de amostras da superficie € um método inadequado,

por causa da contaminacdo a partir das populacbes microbianas autoctones da pele, da
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forte aderéncia do biofilme ao epitélio do hospedeiro e do crescimento de microrganismos
anaerobios nos tecidos profundos. Assim, nas feridas, as amostras mais fiaveis para

detetar biofilmes sdo os tecidos de biopsia (Heiby et al., 2015).

Para a detecdo de biofilmes € necessario gque os métodos de microscopia mostrem provas
de um processo infecioso (presenca de leucdcitos) e que os microrganismos presentes
demonstrem que sdo agregados microbianos incorporados numa matriz (Heiby et al.,
2015). A presenca de células bacterianas de crescimento lento, que residem no biofilme

dificulta a capacidade para diagnosticar uma infecdo de biofilme (Percival et al., 2015b).

O método de cultura consiste na contagem em placas de Petri das unidades formadoras
de colonias de bactérias. As culturas usadas em microbiologia normalmente s6 detetam
bactérias planctonicas, pelo que sdo necessarios procedimentos especiais para a cultura
de microrganismos presentes em biofilmes. Inicialmente, as amostras sdo tratadas com
solucBes antissépticas (cerca de 24 horas) que matam rapidamente microrganismos no
estado planctonico. As comunidades de biofilme séo dispersas fisicamente com ultrassons
e, posteriormente, cultivadas em placas de agar nutriente para quantificar os niveis de
bactérias nos biofilmes (Keast et al., 2014).

O diagndstico de biofilmes em amostras clinicas pode ser dificil e demorado, e pode dar
origem a falsos negativos, se as amostras ndo forem representativas do foco da infe¢éo
do biofilme, pelo que o método de cultura ndo deve ser o Unico a ser usado para detetar a
auséncia de infecbes associadas a biofilmes (Hall-Stoodley et al., 2012; Hgiby et al.,
2015).

Os métodos dependentes de cultura de microrganismos permitem o isolamento e
identificacdo de apenas 5% das espécies de bactérias presentes em feridas, pelo que as
amostras de biopsia sdo mais precisas quanto a diversidade microbiana nos biofilmes. O
ideal seria a combinacdo de métodos de cultivo com moleculares (Fonseca, 2011; Haiby
et al., 2015). Os métodos de cultura identificam o0s agentes patogénicos em cerca de 25-
30% das vezes, por outro lado os métodos independentes de cultura tem uma taxa de

identificacdo de microrganismos de 80-100% (Hall-Stoodley et al., 2012).
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A identificacdo das bactérias presentes nos biofilme pode ser avaliada utilizando varios
métodos moleculares: impressdes digitais (16S rRNA), hibridacdo fluorescente in situ
(FISH), PCR quantitativo (Q-PCR) e métodos de pirosequenciacdo (Fonseca, 2011).

O mais comum dos métodos moleculares sdo os métodos de acido nucleico com técnicas
de amplificacdo, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Este permite caracterizar
0s microrganismos presentes em feridas e a variagdo nos nimeros de bactérias entre as
amostras dos diferentes locais da mesma ferida. Permite também saber sobre a
prevaléncia e o tipo de espécies, apresentando uma elevada sensibilidade para os detetar
quando em ndmero muito reduzido. Contudo, ndo ha informacdo sobre a organizagcdo
estrutural e distribuicdo espacial das bactérias no biofilme nem a contribuicdo relativa de

cada bactéria para a patogénese da doenca (Fonseca, 2011; Hall-Stoodley et al., 2012).

O Q-PCRtambém pode fornecer dados sobre a abundancia relativa dos microrganismos
que estdo presentes. As desvantagens deste método incluem a dissociacdo da amostra que
vai impedir a avaliacdo microsclpica de microrganismos agregados, a contaminacdo da
amostra, as amostras contendo inibidores PCR e o potencial de amplificagdo de DNA a

partir de microrganismos ndo viaveis (Hall-Stoodley et al., 2012).

Nos métodos de cultura convencional ou métodos independentes de cultura baseado na
técnica de PCR ndo é possivel distinguir microrganismos em estado planctonico dos em
estado séssil, podendo ndo revelar a presenga de patogénicos importantes (Hgiby et al.,
2015).

A pirosequenciacdo € uma técnica de sequenciacdo do DNA que se baseia na detecdo de
pirofosfato (PPi) que é libertado durante a sintese do DNA. Ocorrem varias reacfes que
incluem enzimas (ATP sulfurilase e luciferase) e substratos (adenosina 5° fosfosulfato e
luciferina), gerando-se uma luz visivel que € proporcional ao ndmero de nucleétidos
incorporados (Dowd et al., 2008; Ronaghi, 2001). E possivel a obtencdo de resultados
rapidamente e ao facilitar a sequenciagdo do genoma microbiano, permite identificar
espécies e estirpes bacterianas e ainda detetar mutagbes (que podem ser as responsaveis

pela resisténcia a antimicrobianos) (Cummings et al., 2013).
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Na hibridizacdo fluorescente in situ (FISH) usam-se acido nucleicos peptidicos que véo
ligar-se ao DNA (acido peptidico especifico do acido nucleico PNA), para uma
identificacdo especifica dos microrganismos presentes no biofilme (Fonseca, 2011; Haiby
etal., 2014). Como FISH tem o RNA ribossomal como alvo, este método também indica
a atividade metabdlica recente da bactéria. Permite estudar amostras de tecidos
complexos e avaliar a presenca de agregados microbianos. Algumas das desvantagens
deste método sdo a necessidade de fixagdo e permeabilizagdo da amostra, as poucas

sondas disponiveis no mercado e o elevado custo (Hall-Stoodley et al., 2012).

Com a microscopia confocal de varrimento laser (CLSM) é possivel uma visualizagdo 3D
da amostra biologica para ver a composicdo e a distribuicdo de células vivas no interior

da estrutura do biofilme in vivo e em tempo real (Fonseca, 2011).

A utilizacdo de uma combinagdo de PNA-FISH e CLSM pode ser usada para avaliar a
distribuicdo espacial e a organizagdo estrutural de bactérias de biofilme em feridas
cronicas. Esta combinacdo demonstra que as comunidades microbianas em feridas
cronicas sdo frequentemente polimicrobianas (Fonseca, 2011). Esta combinagdo permite
demonstrar a organizacdo espacial do biofilme. Deste modo, € possivel identificar se as
bactérias presentes estdo em agregados, confirmar a natureza polimicrobiana de um

biofilme e indicar a sua extensdo numa superficie (Hall-Stoodley et al., 2012).

Os métodos mais adequados para revelar biofilmes em biopsias sdo a CLSM e a

microscopia eletronica de varredura (SEM) (Hgiby et al., 2015).

As técnicas anteriormente referidas sdo complexas e limitadas a laboratorios de pesquisa,
portanto, ha uma necessidade de desenvolver meios mais simples de detecdo de biofilmes
em microbiologia de rotina (Fonseca, 2011). E crucial desenvolver meios de diagnéstico
mais fiaveis e acessiveis, pois destes depende a eficacia dos métodos escolhidos para o
tratamento (Mota et al., 2012).

Vide 0 anexo 7 —mapa conceptual deste item
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iii.  Estratégias de controlo de biofilmes

Para uma melhoria na qualidade de vida dos doentes com feridas crénicas é fundamental
adotar algumas estratégias para o controlo dos biofilmes. A falta de adesdo por parte do
doente pode, muitas vezes, ser a razdo pela qual as feridas ndo cicatrizam (Gale et al.,
2014).

E necessaria uma avaliagdo geral do doente para permitir identificar e tratar as suas
morbilidades, otimizar o seu estado nutricional e de hidratacdo (h& perdas de fluidos na
drenagem de feridas), minimizar ou eliminar os riscos de infecdo. Medicamentos como
esteroides, imunossupressores, agentes quimioterapicos podem interferir, pelo que é
necessario \verificar se o ajuste da medicacdo pode beneficiar a ferida a cicatrizar. A
depressdo e outras doencas psicoldgicas devem ser identificadas pois podem afetar a

adesdo ao tratamento e a psicossomatica (Gale et al., 2014; Justiniano, 2010).

A identificacdo da etiologia da ferida permitira definir as medidas terapéuticas que
favorecam a cura da ferida e possam prevenir ndo s6 a sua recidiva mas a prevengdo do
aparecimento de novas feridas semelhantes. O tratamento da ferida tem trés objetivos
fundamentais: tratar a infe¢do, remover a “carga necrotica” do leito da ferida (tecido

necrotico) e o excesso de exsudato (Justiniano, 2010).

A eficdcia da terapéutica no tratamento de uma ferida cronica infetada esta dependente

de quatro fatores (Leaper et al., 2012):

o Concentracdo antimicrobiana nos tecidos no local da infe¢éo;

o A presenca de isquemia ou necrose tecidular, que dificulta a distribuicdo dos

farmacos;
o PopulagBes autoctones microbianas da ferida cronica;

o Resisténcia antimicrobiana intrinseca ou extrinseca.
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Deve usar-se uma estratégia combinada na preparacdo do leito da ferida de forma a
reduzir a carga do biofilme e, a0 mesmo tempo, prevenir a sua reconstituicdo (Phillips et
al., 2010; Santos et al., 2013).

E também necesséario o uso concomitante de estratégias que eliminem os microrganismos
em forma planctonica e em forma séssil, para uma melhor gestdo do biofilme em feridas
(Pedro etal., 2012).

Criou-se entdo um guia pratico para a avaliagdo e tratamento de feridas cronicas — TIME,
que permite ao clinico identificar acausa do problema e implementar um plano de atuacao
de forma a alcancar um tecido de granulacdo saudavel e um leito da ferida vascularizado.
As observacdes clinicas e intervengdes relacionadas com a preparacao do leito da ferida

estdo agrupados em (Dowsett et al., 2005; Leaper et al., 2012):

e Tecido: avaliacdo e desbridamento de material ndo vidvel ou externo sobre a
superficie da ferida. Deste modo, hd a necessidade de identificar tecidos

necréticos no leito da ferida e elimin&-los por desbridamento.

e Infecdo/Inflamacdo: avaliacdo da etiologia de cada ferida, a necessidade de
antissético topico e/ou uso de antimicrobiano sistémico para controlar a infecdo e

gestdo da inflamacéo.

E importante distinguir trés conceitos importantes: colonizacdo, inflamacéo e infecdo. A
colonizagdo é a multiplicagdo de microrganismos que aderem & superficie da ferida, ndo
causa danos celulares ao hospedeiro, por isso ndo prejudica a cicatrizacdo (Schuliz et al.,
2004). A infecdo consiste no contato de microrganismos, a maioria potenciais causadores
de doencas, com um organismo Vivo. Por outro lado, a inflamacdo € o mecanismo de
defesa do organismo contra qualquer tipo de “agressdes”, tendo como objetivo libertar o
organismo do agente agressor e respetivas consequéncias deste. Muitas vezes, a infecao

é causa frequente da inflamacdo (Leaper et al., 2015).
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Todas as feridas, em particular, as crénicas sdo colonizadas por bactérias da pele, trato
respiratério, trato gastrointestinal do paciente ou por bactérias exdgenas transferidas do
ambiente ou transportadas nas maos dos profissionais de salde. A ferida é considerada
infetada quando a “carga” microbiana atinge 10° CFU (unidades formadoras de colénias)
/g de tecido, mesmo que ndo apresente sinais. Quando os niveis sdo superiores a 10°ou
estdo presentes mais de 4 espécies provavelmente ocorre dificuldade na cicatrizacdo. A

formacdo de biofilmes microbianos esta associada a esta dificuldade (Miller etal., 2014).

e Humidade: avaliagdo da etiologia e gestdo do exsudado da ferida.

e Epiderme dos bordos da ferida: avaliacio das bordas (e estado da pele

circundante).

Preparacdo do leito da ferida (TIME)

A

Controlo Controlo da
do tecido infecdo e

Controlo Estimulacao >
do das margens CICATRIZACAO
nao viavel inflamacéo

exsudato epiteliais

Figura 8: Preparacédo do leito da ferida, seguindo o conceito TIME, para a cicatriza¢do
(adaptado de Bouza et al., 2013).

A presenca de tecido necrdtico, excesso de exsudato e residuos metabdlicos pode impedir
a cicatrizacdo pelo que a limpeza da ferida pode ter um impacto positivo (Santos et al.,
2012b). A opcao pelo método de limpeza daferida deve ter como critérios a facilidade de

uso, a ndo toxicidade, a hipoalergenecidade e o custo efetivo (Keast et al., 2014).
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O mais apropriado seria 0 uso dasolu¢do salina estéril normal pois esta tem propriedades
isotdnicas, ndo causa danos nos tecidos nem altera as populagcdes autdctones bacterianas
normais da pele. E desaconselhado o uso de antissépticos bactericidas ou bacteriostaticos,
como o hipoclorito de sédio, pois pode afetar negativamente o tecido de reparacao
(Leaper etal., 2012; Santos et al., 2012b).

Esfregar redistribui os microrganismos (ndo remowve), podendo até introduzir corpos
estranhos e danificar os novos tecidos. Por outro lado, a lavagem por irrigacdo assegura
a limpeza adequada do leito da ferida, mas deve-se ter em atencdo 0 uso de uma pressao
adequada. Uma vez que, 0 uso de pincas e gazes pode contaminar aferida, os profissionais
de saude devem optar pelo uso de luvas e compressas tecido-ndo-tecido (Santos et al.,
2012b).

O tecido necrotico poder estimular ainflamagdo e o crescimento bacteriano excessivo s&o
razGes pelas quais se pode optar por técnicas de gestdo da ferida como o desbridamento
de tecido necrotico. Este processo de remocdo de tecido desvitalizado e/ou material
estranho de uma ferida pode transformar a ferida cronica em aguda. O desbridamento
pode ter um impacto positivo na reducdo da “carga” bacteriana, remover células

senescentes e reduzir o odor (Dowsett et al., 2005; Gale et al., 2014; Santos et al., 2012a).

O método escolhido para preparacdo do leito da ferida pode variar com o tipo de ferida e
para aumentar a eficacia é necessario a combinagcdo destas técnicas bem como uma
manutencdo das mesmas para reduzir a “carga” necrética, a “carga” microbiana, a
exsudacdo excessiva e o biofilme (Gale et al., 2014). O desbridamento inclui técnicas

cirfrgicas, cortantes, enzimaticas, mecanicas, autoliticas e bioldgicas.

e Cirlrgicas: Ao remover a carga biolégica do leito da ferida, reduz os
microrganismos e revitaliza as defesas imunologicas do hospedeiro (Mota et al.,
2012). Este € usado normalmente em feridas de maiores dimensdes (Justiniano,
2010).

e Cortantes: O desbridamento cortante altera a anatomia do leito da ferida e
remove a fibrina ou tecido desvitalizado (incluindo a EPS do biofilme). E
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considerado o método mais rapido de remocdo de qualquer tecido necrotico,
diminui acarga microbiana e estimula a cicatrizacdo de feridas (Pedro et al., 2012;
Steinberg et al., 2011).

Ambas as técnicas de desbridamento, cirlrgico e cortante, sdo eficazes mas requerem um

profissional com formacdo especializada. No entanto, o deshridamento cirdrgico requer

anestesia por ser um processo mais extenso (Madhok et al., 2013; Ousey et al., 2010).

Mecénicas: Os métodos mecanicos de desbridamento, como por exemplo a
irrigacdo séo raramente usados pois podem aumentar a dor do paciente e danificar
0 tecido de granulagdo recém-formado (Dowsett et al., 2005). Outro exemplo é a
técnica de ultrassons que para além de remover o tecido também desregula 0 QS
de bactérias no biofilme e diminui aviruléncia. A estimulacdo tem sido usada para

ajudar na penetragdo de alguns agentes topicos (Steinberg et al., 2011).

Enziméaticas: Este processo € o menos comum e consiste na aplicacdo de enzimas
exogenas no leito daferida onde se vdo combinar com as enzimas enddgenas para
quebrar o tecido desvitalizado sem causar dano nos tecidos viaveis (Dowsett et
al., 2005). Deste modo, os biofilmes s&o penetrados e desregulados (Steinberg et
al., 2011).

Autoliticas: Atua por hidratacdo do leito da ferida, por fibrindlise ou por acao
enzimatica sobre os lipossomas e outros produtos das populagbes autoctones
bacterianas, o que permite eliminar os tecidos necrosados (Justiniano, 2010). E
um método altamente seletivo e é o mais utilizado no tratamento das feridas
cronicas (Dowsett etal., 2005). Podem ser usadas as enzimas do paciente e apenas

funciona quando a ferida esta himida (Fonseca, 2011).

Bioldgicas (larvaterapia): As larvas alimentam-se de tecidos mortos e
bactericidas excretados que diminuem a carga microbiana da ferida sem
comprometer o tecido de granulagdo saudavel, e que assim inibem a formacéo de
biofilmes (Fonseca, 2011; Justiniano, 2010; Pedro et al., 2012). Apesar de ser um

37



Biofilmes e Feridas Crénicas

método rapido e eficiente para a remocdo de fibrina e outros detritos da ferida,

nem todos os doentes aceitam este método (Dowsett et al., 2005).

Na melhor das hipoteses, o desbridamento de biofilmes de feridas crénicas € um meio

supressivo, dai ser um meio efetivo (Leaper et al., 2015).

Apesar de nenhum método de limpeza ou desbridamento conseguir remover o biofilme
de reconstituir-se, este fica mais wvulneravel a antimicrobianos durante o processo de
recuperacdo (leva 24 horas para restabelecer) (Fonseca, 2011; Mancl et al., 2013; Phillips
et al., 2010).

Os antimicrobianos pretendem evitar a reconstituicdo do biofilme, ao eliminar as células
planctonicas que foram desagregadas por mecanismos fisicos. Estes podem ser eficazes
pois penetram na membrana do proprio biofilme e causam a morte celular (Santos et al.,
2013).

Os antissépticos séo usados topicamente e tém mais que um mecanismo de ac¢do. O uso
destes reduz a carga microbiana e suprime a formacdo e reformacdo de biofilmes, sem
impactos adversos na cura. Em situacfes ideais 0s agentes antissépticos possuem um
largo espectro de agdo e sdo resistentes a degradacdo pelo sangue ou pelas proteinas dos
tecidos e devem ser indcuos para as células eucaridticas e possuir baixa alergenicidade
(Leaper etal., 2015).

O controlo do exsudato inicia-se com alimpeza da ferida, posterior desbridamento e apds
este, aplicam-se pensos absorventes, hidrofibras, alginatos de célcio ou espumas de
poliuretano. Quando as feridas sdo muito humidas ou muito secas, a cicatrizacdo € mais
dificil, pelo que se opta pelo uso de pensos que manttm um ambiente hdmido (Gale et
al., 2014). De seguida, € necessario combater a infecdo com antimicrobianos. A
associacdo de um tratamento local com pensos impregnados com substancias
antissépticas € vantajosa porque ainda ndo sdo conhecidas resisténcias (Justiniano, 2010).
Além disso, 0 uso de pensos tdpicos antissépticos pode ser considerado uma medida
profilitica em doentes em que hd suspeita de infecdo, porque impede a fixagdo e,
posterior, maturacdo do biofilme (Leaper et al., 2012).
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Pode ser necessario a utilizacdo de pensos e agentes antimicrobianos topicos, devido a
natureza polimicrobiana de muitos biofilmes (Phillips et al., 2010). Um penso
antimicrobiano deve ter propriedades como: ser confortavel, adaptavel, fornecer uma
barreira microbiana, proporcionar um ambiente de cicatrizacdo hdmido, absorver e reter

bactérias e evitar uma remocao traumatica (Santos et al., 2012a).

E recomendado o uso de coberturas antimicrobianas inicialmente por 2 semanas, com
posterior reavaliacdo do estado da ferida do paciente ap6s um tempo de exposi¢ao
adequado, caso ndo se verifique evolucdo clinica deve-se alterar o0 composto

antimicrobiano (Dowsett, 2013; Leaper et al., 2012).

Atualmente as substancias com atividade bactericida de largo espectro sdo prata, iodo,
PHMB e mel.

e Prata: A prata é um bom exemplo de um agente antisséptico que exerce atividade
antimicrobiana em diferentes partes da bactéria. Esses varios mecanismos de acao
envolvem a ligacdo da prata & parede celular e destabilizacdo desta, danificando
as membranas intracelulares e nucleares, desnaturando as moléculas de DNA e
RNA (Leaper et al., 2015). Tem sido muito comercializados pensos com
libertacdo de iBes de prata pois estes suprimem a infecdo e toxinas bacterianas, e
tem também capacidade para prevenir a formacdo de biofilmes. Os pensos tém
baixa toxicidade para as feridas, contudo o seu uso deve ser interrompido quando
0 equilibrio bacteriano é restabelecido (Santos et al., 2012a; Santos et al., 2013;
Steinberg et al., 2011). Apesar do espectro de acdo largo, alguns investigadores
referem que a prata pode ser toxica para os queratinocitos e fibroblastos (Leaper
et al., 2015).

e Cadexémero de iodo: E um antisséptico eficaz nas feridas cronicas com
exsudato, atua contra a producdo do material polimérico para destruir a sua
estrutura. Pode ser usado na supressao do biofilme e ndo causa dano no hospedeiro

por apresentar baixa toxicidade (Pedro et al., 2012).
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O iodo desnatura as proteinas, inativa as enzimas, os fosfolipidos e estruturas da
membrana que impedem as ligacBes de hidrogénio com os amino&cidos. Tem sido
muito utilizado como antisséptico e possui largo espetro de atividade contra
bactérias, fungos, protozoarios e virus (Santos et al., 2012a). Contudo, nas feridas
exsudativas fica mais rapidamente inativo o que pode levar a reconstituicdo do
biofilme (Santos et al., 2013).

Polihexametileno biguanida ou polinexanida (PHMB): E um polimero
sintético semelhante aos péptidos antibacterianos (AMPS). Apds penetracdo nas
células alvo, o PHMB liga-se ao DNA e outros acidos nucleicos, danificando ou
inativando o DNA bacteriano. Dada a sua ampla acéo antimicrobiana, anti-fingica
e anti-inflamatdria, garante eficacia e seguranca, reducdo dos biofilmes, sem
desenvolver resisténcia, sem riscos toxicos e de reabsorcdo, promovendo a

cicatrizagdo. (Santos et al., 2012a; Leaper et al., 2012).

Atualmente é muito usada uma solucdo que contém betaina (surfactante que
interfere na producdo de homoserina lactona (fator de viruléncia) e no QS) e
polihexanida (conservante, ajuda na manutencdo de hidratacdo e eliminacdo dos
microrganismos da ferida), pelo que a limpeza do leito da ferida é facilitada,
reduzindo o tempo de cicatrizacio da mesma (Santos et al., 2012a). E
histocompativel, sendo das solu¢cbes mais utilizadas incluindo nas feridas
infetadas com MRSA (Santos et al., 2012b).

Mel: Inibe amitose celular, atua em varias fases do desenvolvimento do biofilme,
em diferentes estirpes de bactérias e o risco de desenvolver resisténcias € reduzido.
Por ser higroscopico aumenta a osmolaridade e o teor elevado de glicose estimula
a acao dos macrdfagos e diminui o aporte de agua as bactérias (desidrata-as) e o
pH (Leaper et al., 2012; Pedro et al., 2012; Steinberg et al., 2011). Ao proteger a
ferida dos ROS (efeito antioxidante) reduz ainflamacéo. O mel tem propriedades
antimicrobianas, estimula a atividade anti-inflamatoria, promove um ambiente

himido e reduz o odor (Santos et al., 2012a).
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Dos antimicrobianos sistémicos apenas 25-32% sdo eficazes contra biofilmes porque sé
suprimem as células que crescem rapidamente nos seus limites exteriores e ndo
conseguem eliminar a causa da cronicidade da ferida devido aos mecanismos de
sobrevivéncia dos biofilmes. Apenas as células planctonicas sdo destruidas e as infecGes
continuam a propagar-se (infecGes recorrentes e cronicas) apds terminar aterapéutica com

o0s antimicrobianos (Fonseca 2011; Santos et al., 2013).

O sucesso do tratamento de infe¢es associadas a biofilmes ¢é dificil devido ao elevado
nivel de resisténcia por parte dos agentes patogénicos aos antimicrobianos. Assim,
surgem novas abordagens antibiofilme como alternativa porque o mecanismo de agédo
destes sdo muito menos suscetiveis ao aparecimento de resisténcia e menos toxicos (Sun
et al., 2013). Estes podem ser usados em simultaneo com os antimicrobianos classicos o
que resulta num efeito sinérgico sobre o tratamento de infecGes no biofilme (Pedro et al.,
2012).

e Lactoferrina: Bloqueia a capacidade da bactéria aderir a superficie porque tem
propriedades de ligacdo do ferro, diminuindo a disponibilidade deste, o que
prejudica o primeiro passo de formacdo de biofilmes, a adeséo irreversivel (Mota
et al., 2012; Pedro et al., 2012).

e Péptidos antimicrobianos (AMPs): Por serem catiénicos podem ligar-se a
moléculas carregadas negativamente na membrana do microrganismo, 0 que
reduz a capacidade das bactérias desenvolverem resisténcia. A modificacdo de
sequéncias de aminoacidos primarias permitem melhorar a eficicia e estabilidade
e tem um menor custo de producdo, se realizada em grandes quantidades (Sun et
al., 2013).

e Bacteriéfagos: Os fagos sdo um tipo de virus que infeta unicamente bactérias,
estes sdo metabolicamente inertes e, apds a infecdo, reproduzem-se usando a
bactéria hospedeira. Devido a anularem a protecdo conferida por biofilmes sdo
usados no tratamento de infecdes bacterianas. Uma vantagem relativamente a
antimicrobianos tdpicos é o fato de terem a capacidade de se replicar no local da

infecdo, ficando assim os predadores naturais das bactérias diretamente sobre a
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ferida, em abundancia (Flores et al., 2010). Em conjunto com antimicrobianos
verifica-se um efeito sinérgico, e as bactérias que sdo resistentes a um ainda
podem ser mortas pelo segundo agente, pelo que é menos provavel o aparecimento

de resisténcia no uso de uma terapia combinada (Sun etal., 2013).

Tratamento ultrassénico: Pode melhorar o transporte de antimicrobianos para o
biofilme devido a fragmentacdo fisica das barreiras do biofilme e a absorcéo dos
antimicrobianos devido ao aumento na permeabilidade da membrana de células
bacterianas (Sun et al., 2013).

Inibidores do Quorum Sensing: Ao impedirem a acdo do QS, proporcionam
métodos alternativos para o tratamento de infe¢ces por biofilmes e se usado como
adjuvante para a administracdo de antimicrobianos e aumentar a suscetibilidade
das bactérias. H& pouca probabilidade de se desenvolver resisténcia porque 0 QS
ndo esta diretamente envolvido em processos essenciais para o crescimento
bacteriano (Sun etal.; 2013). RIP (RNA-III inibidor péptidos) e furanona C30 séo

exemplos destes inibidores (Pedro et al., 2012).

Enzimas que degradam matrizz DNase I, a-amilase e dispersina B. A DNase |
altera a forma do biofilme, permitindo a penetracdo dos antibidticos. A a-amilase
ndo so inibe a formacdo do biofilme como é eficaz na degradacdo de biofilmes
maduros. A dispersina B degrada a EPS. O uso concomitante de enzimas com
antibidticos que degradam a matriz do biofilme é altamente eficaz para a remogédo
de biofilmes (Pedro et al., 2012; Sun et al., 2013).

Galio: perturba os processos que dependem de ferro (ndo conseguem distinguir
Ga3* de Fe3*) (Pedro et al., 2012).

Xilitol: Interfere com a formacdo do biofilme, dado que compromete o
desenvolvimento da matriz e prejudica o espessamento da parede celular nas
bactérias Gram positivas (Rhoads et al., 2008; Wolcott et al., 2008b).
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e EDTA: O acido etilenodiamino tetra-acético é um composto organico que é usado
como agente quelante, diminuindo adisponibilidade do ferro. Apresenta um efeito

bactericida e impede a fixacdo das bactérias (Rhoads et al., 2008).

e Utilizacdo de concentragdes subinibitorias de antibidticos: As concentragdes
subinibitérias podem influenciar os parametros de viruléncia bacteriana pois
promovem a perda de adesinas (afeta capacidade de adesdo) e determinam a
hidrofobicidade da superficie celular, assim como diminuem a formacdo do
biofilme (Fonseca et al., 2006).

Existem ainda terapias mais avancadas como os derivados de plaquetas, fator de

crescimento das células beta e oxigenoterapia hiperbérica (Pedro et al., 2012).

A oxigenoterapia hiperbarica (OHB) foi proposta para promover o fornecimento de
oxigénio a feridas que resultam da presenca concomitante de hipoxia tecidular e infecéo,
e assim, promover o seu tratamento (Gomes et al., 2012; Léndahl et al., 2010). Em
pessoas com Ulceras nos pés devido a DM, a OHB reduz significativamente o risco de
amputacdo e pode promover a cura no periodo de um ano. Relativamente ao efeito da
OHB em feridas cronicas associadas aoutras patologias, qualquer beneficio desta terapia

tem de ser examinado mais profundamente (Kranke etal., 2015).

O tratamento consiste em colocar o paciente no interior de uma camara hiperbérica, isto
¢, com uma pressao superior a atmosférica (2,5 a 3 atmosferas), onde ira inalar oxigénio
puro a 100% (Fife et al., 2016; Fonder et al., 2008; Gill et al., 2004; Gomes et al., 2012).
O aumento da pressao ira aumentar a pressao arterial e tecidular de oxigénio (promove a
entrada deste por difusdo simples), sendo esta a responsavel pelos efeitos terapéuticos da
OHB (Gomes et al., 2012).

Em sintese, 0 oxigénio atua como substrato para as enzimas envolvidas no processo de
cicatrizacdo, pois permite a epitelizacdo, a sintese e depdsito de colagénio, a angiogé nese
e o combate a infecdo (Gill etal., 2004; Gomes et al., 2012; Kranke et al., 2015; Londahl
et al., 2010).
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Foi desenvolvida uma nova geracdo de pensos antibacterianos (NGAD) usando uma
tecnologia de hidrofibra capaz de gerir 0 exsudato bem como as barreiras que impedem a

cicatrizagdo, nomeadamente o biofilme e a infecdo (Bowler, 2015).

Até hoje, Aquacel Ag* Extra (ConvaTec) é o primeiro penso comercializado para feridas
especificamente desenhado para gerir biofilmes e ha cada vez mais evidéncias que

demostram a excecional eficacia clinica (Metcalf et al., 2016).

Possui 2 camadas de carboximetilcelulose de sddio (CMC) impregnadas com 1,2% de
prata ionica (agente antimicrobiano) melhorada com EDTA (agente quelante) e cloreto
de benzetonio (surfactante quaternario catiénico), a um pH de 5,5. Estes componentes
tem um efeito sinérgico o que perturba o biofilme e expde os microrganismos ao largo
espectro de acdo antimicrobiana da prata ionica (Bowler, 2015; Bowler et al., 2016).

O pH éacido é preferivel porque as feridas sdo tipicamente alcalinas e as enzimas
proteoliticas encontradas nas feridas tem pico de atividade a pH alcalino ou neutro, assim
como aumenta aatividade da prata idnica e diminui a integridade do biofilme. Apds varios
estudos apenas o0 penso com hidrobifra € capaz de eliminar a estirpe de S. aureus
altamente resistente a antibioticos, na forma de biofilme (Bowler et al., 2016).

Este penso contribuird significativamente para a gestdo de biofilmes nas feridas e
infecbes, bem como promover a cicatrizagdo dos pacientes debilitados com feridas
recalcitrantes (Metcalf et al., 2016; Bowler, 2015; Bowler et al., 2016).

Apesar das varias estratégias de tratamento até hoje conhecidas nenhuma € considerada

totalmente eficaz, pelo que o primeiro passo e 0 mais importante é a prevencao.

As medidas terapéuticas devem reduzir a quantidade de microrganismos e fatores de
viruléncia. Deve optar-se por uma estratégia tripla para suprimir e eliminar biofilmes:
antissépticos topicos, antibioticos sistémicos e antimicrobianos antibiofilme. Assim, é
prejudicado o metabolismo e integridade da célula e aumentam as defesas do hospedeiro
(Fonseca 2011).
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Com um expectavel aumento de doentes internados nos hospitais, devera haver cada mais
uma consciencializacdo por parte dos profissionais de saude no tratamento destas
infecdes, nomeadamente no que diz respeito as condicdes de assepsia e do tratamento
abusivo com antibidticos, indicado como o principal responsavel pelos recentes aumentos

de microrganismos com resisténcias a antimicrobianos (Hgiby et al., 2015).

O avanco da tecnologia e o desenvolvimento de dispositivos médicos mais resistentes a
colonizacdo microbiana e mais eficientes (que possam reduzir o tempo necessario para a
resolucdo do problema) serdo certamente um dos fatores mais importantes na abordagem
ao tratamento e prevencdo de infe¢cbes e a profilaxia com os antimicrobianos e dosagem

correta (Henriques et al., 2013).

Devemos ainda estar conscientes que o processo de supressao dos biofilmes ndo é
definitivo, continua enquanto a ferida estiver aberta, sendo que o objetivo ndo é a sua
erradicacdo, mas a supressdo abaixo do nivel de interferéncia na cicatrizacdo (Mota et al.,
2012).

Vide 0 anexo 8 —mapa conceptual deste item

iv.  Proposta de algoritmo para a detecdo e tratamento de biofilmes nas feridas

cronicas

O algoritmo proposto serve como um guia para o profissional de salde na confirmacéo
da presenca de um biofilme numa ferida e, consequentemente, quais as medidas

apropriadas para o gerir.

45



Biofilmes e Feridas Crénicas

analisar

Histdria do doente (familiar, social, médica)
Exame da ferida

tendo eI'n conta

A ferida no estd a cicatrizar?

5 . T \
Ha presencade teddginecrdtico? ]_\59_—-‘@(50 Nao hd presenca de biofilme

Mostra sinais clinicos de infecdo
ou inflamagdo local?

T

/
A

entdo
A ferida n@o responde a
intervengdes antimicrobianas?

ot

[Suspeita da presenca de E\ofi|me)

Métodos de detegdo

aplicar:

CLsM

pode ser

|

G

com.

posteriormente.

2 Indicadores Indiretos

=

1. A substancia ndo se desprende facilmente do leito 4, A ferida responde pouco a antibiéticos topicos ou

da ferida, usando zaragatoa ou desbridamento sistémicos? M~
L cortante? se —-—en &0
5. A resposta da lesdo ao tratamento com pensos
Se~] 2. A substancia persiste na superficie apés o uso de 'Zl impregnados com agentes antissépticos € lenta ou @
desbridamento enzimético e autolitico? inexistente?
entéo 3. A substéncia volta a formar-se rapidamente (1-2 6. A resposta da ferida ¢ favoravel quando tratada
dias) sem o uso de intervengdes frequentes (limpeza, com estratégias maltiplas como limpeza,
desbridamento)? desbridamento fisico e antimicrobianos tépicos?

N = Provavelmente microrg:

no estado plancténico

Provavelmente tecido
desvitalizado

necessario

Iniciar Gestéo

usando por exemplo

Desbridamento

escolhendo a que pode ser
Solugdo salina estéril [CirﬂfgiCOJ (Cortantej [Mecénicoj ( Enzimético) (Autolitico) [B‘rolégicoj Aquacel Ag+ Extra
(ConvaTec)

Figura 9: Proposta de algoritmo para a detecdo e tratamento de biofilmes nas feridas
(adaptado de Metcalf et al., 2016; Pedro et al., 2012; Percival et al., 2015b).
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I11.  Concluséo e Perspetivas Futuras

O aumento da incidéncia de feridas crdnicas na populacdo idosa € um problema
importante e atual. Ha uma grande necessidade de encontrar estratégias terapéuticas
eficazes, pelo que também é fundamental o desenvolvimento de meios mais fidveis e

acessiveis para diagnosticar as infe¢cbes por biofilme.

Através de uma revisdo de literatura € possivel concluir que as estratégias de gestdo de
biofilmes nas feridas cronicas inclui desbridamento, uso de antissépticos topicos,
antibidticos sistémicos e agentes anti-biofilme. A base da gestdo passa pela utilizacdo de
estratégias multiplas que potenciam o ataque simultineo a todos os mecanismos de
resisténcia que caraterizam 0s biofilmes. Deve-se ter em conta que as feridas garantem
um ambiente no qual o ecossistema microbiano é dindmico e instavel, e como tal torna-
se estritamente dificil reproduzir experimentalmente. Atualmente ndo existem métodos
de detecdo de rotina disponiveis e as intervences eficazes dependem da qualidade do

diagnostico.

Atendendo 4 literatura consultada constata-se que o diagndstico e terapéutica das infecoes
causadas por biofilme é um processo complexo e de elevada dificuldade, pelo que devera
existir uma consciencializacdo clinica para o paradigma séssil, reforcando-se fortemente

0 papel e a importdncia da prevencdo no ato medico.

Assim sendo, torna-se fundamental o estabelecimento de relagcdes de trabalho intensas e
proficuas entre clinicos e investigadores, de forma a otimizar o trabalho em equipa € a
partilha de recursos. A investigacdo clinica deve desta forma promover uma ‘“conversa

continua” entre estes profissionais, de forma a melhorar a qualidade de vida dos pacientes.

Dado que o processo de remocdo do biofilme ndo é definitivo, o objetivo tem de ser a sua
supressdo abaixo do nivel de interferéncia na cicatrizagdo. A predominancia de agentes
patogénicos numa comunidade séssil pode ser minimizada ou mesmo eliminada,
promovendo a transformacdo de biofilme patogénico em biofilme saudavel,

designadamente com recurso a prebioticos e probioticos.
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Tendo em consideracdo a literatura consultada até a presente data pretende-se propor um
algoritmo sintese que possa ser facilitador para o conhecimento dos biofilmes nas feridas
e, consequentemente melhorar o processo de gestdo do processo de cicatrizagcdo, por parte

dos profissionais de saude.

A titulo final gostaria de referir a reduzida experiéncia na realizacdo de trabalhos
monograficos designadamente tendo em consideracdo a necessidade de existir um olhar
inovador na revisdo bibliografica apresentada. Acresce ainda que houve dada a
complexidade multidisciplinar do tema escolhido houve alguma dificuldade na
compreensdo da linguagem  técnica, especifica, conceptual e metodoldgica,

designadamente, 0os algoritmos clinicos.
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