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Resumo

O tema desta dissertacdo surge de uma preocupacao cada vez maior da Organizagdo
Mundial de Saude (OMS) com a utilizacdo excessiva dos antisséticos. Esta utilizacdo resulta
maioritariamente de tentativas de desinfetar locais, que foram povoados por microrganismos,
como Staphylococus aureus, sendo este o principal agente. Atualmente, o antissético mais
utilizado é a cloro-hexidina, por apresentar uma atividade residual duradoura, em comparacao
com outros biocidas.

Assim, este trabalho confronta alguns dos antisseticos disponiveis no mercado
(octenidina, cloro-hexidina, polihexanida, iodopovidona, triclosan e ozono — 6leo de girassol
ozonado) para aplicacdo cutanea, atraves do método qualitativo de difusdo em pocos contra
Staphylococcus aureus, Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae e posteriormente
confirma, fazendo uso da obtencdo da CMI dos mesmos antisséticos contra S. aureus. Através
dos resultados obtidos, foi possivel observar que a octenidina e a cloro-hexidina tém maior
efetividade em comparagdo com os restantes antisséticos estudados e por isso lhes € atribuido
maior potencial bacteriostatico e bactericida. Contudo, os resultados obtidos carecem de mais
ensaios para que assumam a robustez necessdria e se possa confirmar a sua
reprodutibilidade/efetividade. Ndo obstante, estas evidéncias promissoras poderdo ser apostas

relevantes para integrar o arsenal terapéutico.

Palavras chave: Antisséticos, Bactericida, Bacteriostatico, Resisténcias e Ozondlise.
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Abstract

The theme of this dissertation emerges from an increasing concern of the World Health
Organization (WHO) for the excessive use of antiseptics. This use results mainly from attempts
to disinfect places that have been populated by microorganisms, such as Staphylococus aureus,
which is the main agent. Currently, the most widely used antiseptic is chlorhexidine because it
has a long-lasting residual activity compared to other biocides.

Thus, this work confronts some of the antiseptics available on the market (octenidine,
chlorhexidine, polyhexanide, povidone-iodine, triclosan and ozone - ozonated sunflower oil)
for cutaneous application, through the qualitative method of diffusion in wells against
Staphylococcus aureus, Candida albicans and Saccharomyces cerevisiae. Then, confirms the
results obtaining the CMI of the same antiseptics against S. aureus. Through the results
obtained, it was possible to observe that octenidine and chlorhexidine are more effective in
comparison with the other studied antiseptics, and that is why they are attributed greater
bacteriostatic and bactericidal potential. However, the results obtained require further tests to
assume the necessary robustness and to confirm its reproducibility / effectiveness. Nevertheless,

this promising evidence could be relevant bets to integrate the therapeutic arsenal.

Keywords: Antiseptics, Bactericide, Bacteriostatic, Resistance and Ozonolysis.
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Lista de abreviaturas e siglas

AINES - anti-inflamatorios ndo esteroides
APA — American Psychological Association
°C — graus Celsius

CBM - concentragdo bactericida minima
CMI — concentracdo minima inibitdria

Da — Dalton (unidade de medida)

DHA — &cido docosa-hexaendico

DNA — &cido desoxirribonucleico

EPA — &cido eicosapentaendico

EUA — Estados Unidos da América

FDA — Food and Drug Administration
LCR — liquido cefalorraquidiano

M/V- Massa/ Volume

MRSA — Staphylococcus aureus resistente a metilcilina
OMS - Organizacdo Mundial de Saude

ppb — partes por bilido

ROS — espécies reativas de oxigénio

UCI — unidade de cuidados intensivos

VIV — Volume/volume

VRSA — Staphylococcus aureus resistente a vancomicina
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1. Introducéao

Esta dissertacdo tem a sua origem num problema levantado pela Organizacdo Mundial
de Saude (OMS). Na verdade, tém sido somados artigos, que ddo conta da recrudescente
resisténcia criada aos antisséticos usuais, ficando assim implicado o arsenal terapéutico capaz
de fazer frente a feridas infetadas, assim como fica comprometida a acdo de antibidticos pela
similitude nos mecanismos de acdo (Organization, 2014). Com efeito, este trabalho faz uma
comparagdo entre o0s antisséticos triclosan, iodopovidona, octenidina, cloro-hexidina,
polihexanida, alcool, agua oxigenada, sulfadiazina de prata e 6leos ozonados, através de uma
revisao bibliogréafica, chegando ao “estado de arte atual”.

De entre as hipdteses foi escolhido o método de difusdo em pogos, por ser um método
de execucao simples e capaz de avaliar o potencial bactericida e bacteriostatico dos diferentes
antisséticos com acao cutanea.

Para levar a cabo este método, foram escolhidos criteriosamente trés microrganismos
designadamente: Staphylococus aureus, Saccharomyces cerevisiae e Candida albicans. O
primeiro foi escolhido, porque estd abundantemente presente na pele e é causador de doencas
da pele; o segundo por ser um bom indicador de toxicidade geral, e, por ultimo, a C. albicans
como comensal do ser humano. Finalmente, foram apurados quais 0s antisséticos, que sdo
detentores do maior potencial antissético, fato confirmado pela avaliacdo dos valores da
concentracdo minima inibitoria (CMI).

Acresce dizer que, durante toda a realizacdo desta dissertagcdo, foram utilizadas as
normas American Psychological Association (APA), para a referéncia bibliografica, como

exigido pela Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias.
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1.1. Objetivos da dissertacao

Os objetivos desta dissertacao sao:

o Comparar 0s antisséticos octenidina, cloro-hexidina, polihexanida, iodopovidona e
triclosan e 0zono (6leo de girassol ozonado) através do método qualitativo de difuséo
em pogos contra Staphylococcus aureus, Candida albicans e Saccharomyces
cerevisiae;

e Confirmar a acdo dos antisséticos octenidina, cloro-hexidina, polihexanida,
iodopovidona e triclosan e o0zono (6leo de girassol ozonado) contra S. aureus através
da obtencdo da CMI.

1.2. Antisséticos — definicdo

A proposito da definicdo de antissético, importa comecar com uma breve explanacao
sobre a pele e o0 seu respetivo microbioma, sendo este um dos locais de acdo dos antisséticos,
que séo o objeto de estudo desta dissertacdo. A este respeito, a literatura da conta de trés tipos
principais de flora: residente, transitdria e infeciosa. A flora residente consiste nos comensais
por exceléncia e por isso sdo de caracter permanente da pele. Estes sdo encontrados
principalmente na superficie da pele, mas também sob as células superficiais do estrato corneo.
Este primeiro “género” de flora da pele ndo é considerado patogénico em pele intacta, mas pode
vir a causar infecGes nas cavidades estéreis do corpo (Barroso, Melico-Silvestre, & Taveira,
2014a; Padua, 2009).

Do ponto de vista da sua fungédo, a flora residente assume como papel escudar a
integridade da pele, fazendo uma efetiva resisténcia a colonizag¢do de outros microrganismos,
resultando da qual dois processos importantes para a manutencao do meio ambiente saudavel:
antagonismo microbiano e competi¢do por nutrientes no ecossistema. Neste ambito, a espécie
dominante é Staphylococus epidermidis (S. epidermidis), havendo ainda outros residentes
regulares como Staphylococus hominis, e outros Staphylococus de coagulase-negativos
seguidos de bactérias corineformes (Barroso et al., 2014a; Padua, 2009).

Relativamente a flora transitéria da pele, cumpre dizer que pode ser constituida por
bacteérias, fungos e virus. Estando o processo de transmissibilidade diretamente correlacionado
com: a espécie, nimero de bactérias presentes, sobrevivéncia na pele, e por ultimo teor dérmico
de agua (Glnter Kampf & Kramer, 2004). Assim quando se instala no hospedeiro uma
populacdo de microrganismos infecciosos, podem ocorrer processos VArios que incluem: a

12
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alteracdo da sua homeostasia, inicio de uma infecdo (com consequéncias diversas associadas),
e por Ultimo se a gravidade assim o ditar a sua morte (Barroso et al., 2014a; Padua, 2009).

Posto isto, a OMS defini antissético como: “substancia que inibe o crescimento e
desenvolvimento de microrganismos sem necessariamente 0s matar. Antissépticos sdo
normalmente aplicados sobre superficies do corpo” (Mundial Da Saude, 2004). Para o efeito,
tém ao seu dispor dois métodos: a esterilizacdo e a desinfecdo, que permitem o controlo do
desenvolvimento de microrganismos. Embora a esterilizagdo e desinfecdo sejam termos
comumente utilizados para a mesma acgéo, é importante distinguir o seu significado.

A desinfecdo remonta a segunda metade do seculo XIX, comegando com a utilizacao
de fenol e de solugcbes de hipoclorito no ambiente hospitalar. Esta pratica conduziu a uma
diminuicdo de infecbes pds-operatdrias, 0 que mais tarde veio a contribuir para a utilizacdo de
agentes quimicos como desinfetantes e antisséticos. Assim, esta consiste na eliminacdo total ou
parcial de microrganismos (ndo forcosamente esporos) de um objeto ou superficie por meio
fisico ou quimico. Por seu turno, a esterilizacdo é o processo pelo qual ocorre uma completa
destruicdo ou remocédo de todos os microrganismos presentes (incluindo esporos) (Barroso et
al., 2014a; Mundial Da Saude, 2004).

Para estes dois processos, 0s agentes utilizados podem ser de trés etiologias distintas,
designadamente: fisica, quimica ou bioldgica; ainda que nesta dissertacdo explore apenas 0s
agentes quimicos com composicao diversa que sao utilizados para destruir microrganismos.
Contudo, a sua utilizacdo constante no quotidiano pode provocar consequéncias nefastas para
0 Homem, uma vez que podem ser demasiado toxicos e irritantes, pelo que se aconselha a sua
diluicéo.

Dito isto, importa perceber o conceito de biocida, que segundo a OMS é um “termo
geral para qualquer agente que mata organismos” (Mundial Da Saude, 2004). Este, uma vez
gue possui um espectro de acdo mais amplo que os antibiéticos (multiplos alvos celulares ndo
especificos) e é de uso frequente, origina menos resisténcias. No entanto, a total compreenséo
dos seus mecanismos de acdo e limitada, com diminuta vigilancia, o que se traduz numa
preocupacao crescente com o desenvolvimento de resisténcias a biocidas (possivel surgimento
de agentes patogénicos multirresistentes) (Williamson, Carter, & Howden, 2017).

Daqui resulta a demonstragdo cabal de que os biocidas s&o um tépico maior do qual
derivam antisséticos e desinfetantes. Estes tém uma atividade antibacteriana, que pode

manifestar-se por duas formas: bacteriostatica que provoca a inibicdo do crescimento
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bacteriano; e bactericida que leva a morte celular bacteriana (Barroso et al., 2014a; Padua,

2009).

Apos as exposicles acima feitas, cumpre enumerar os antisséticos topicos, que tém

relevancia comercial e, portanto, com eficacia e seguranca comprovadas, como se pode

observar na Tabela 1.

Tabela 1 - Substancias ativas presentes nos antisséticos (PubChem Database., s.d.; PubChem

Database, s.d.-b, s.d.-g, s.d.-a, s.d.-d, s.d.-f, s.d.-c, s.d.-e, s.d.-h)

Substancia ativa Molécula Estrutura molecular
Cloro-hexidina C34H54CI2N10014 why Ny
)
T
. o
Triclosan C12H7Cl302 o T
L
lodopovidona CeHol2NO
1
il
|
W'
G
Octenidina C36He4CL2N4 I_|"I
i
\:_:f_ti
I
j|
\'I
Polihexanida CsH19Ns o
f
‘/
Alcool CHsCH,OH o,
Peroxido de hidrogénio H202 H o
e
Sulfadiazina de prata C10H10N402S T
)
Ozono O3 0 o i
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1.2.1. Tipos de antisséticos (substancia ativa)

Genericamente, a prevencdo e o tratamento de infecGes da pele podem ser resolvidas
mediante a aplicagdo de um antimicrobiano topico, que pode ser um antibiotico ou um
antissético. A esse titulo, pelo uso indiscriminado de antisséticos, sdo observadas taxas
crescentes de resisténcia bacteriana e reagdes locais de hipersensibilidade, que potencialmente
conduzem a resisténcia a antibioticos. Existindo, por essa via, evidéncias limitadas para apoiar
0 uso profilatico ou terapéutico generalizado de agentes topicos. (Williamson et al., 2017).
Acrescem ainda preocupagdes reconhecidas sobre o possivel impacto ecoldgico deletério,
devido ao uso cada vez mais difundido de antisséticos tépicos, como a cloro-hexidina e o
triclosan (Williamson et al., 2017).

O padrdo atual para antissepsia cutanea passa pela utilizacdo de cloro-hexidina e
iodopovidona ou ainda a combinacao de um dos anteriores com alcool. A esse proposito e com
intuito de o comprovar, o estudo de revisdo de Mermel (2019), passou em revista o efeito do
uso sequencial da cloro-hexidina e/ou iodopovidona na reducdo da flora microbiana como
profilatico. Sendo demonstrada eficacia na combinacdo de ambos, ou uso sequencial quando
comparado com outros agentes. De onde se conclui, que 0 uso sequencial de iodopovidona e
cloro-hexidina reduz crescimento bacteriano aerdbio e anaerdbio na pele, a colonizacéo de
cateteres intravasculares e de locais cirdrgicos, onde estdo presentes principalmente os S. aureus
e S. epidermidis. Ainda a referir que a assepsia da pele com a cloro-hexidina (na sua forma de
gluconato) e iodopovidona tém tempos de permanéncia distintos, o que se traduz numa melhor
acao (Mermel, 2019).

Assim, a cloro-hexidina permanece ativa na presenca de fluidos organicos como pus e
sangue, 0 que antagoniza com os ioddforos que se tornam inativos, sugerindo que € o0 antissético
mais eficaz (Ritter, Herlyn, MittImeier, & Herlyn, 2019). Contudo, ndo esquecendo que a cloro-
hexidina faz parte do padrédo de tratamento como antissético, importa ter em conta que esta pode

desencadear anafilaxia, que é potencialmente fatal'.

1Segundo dados epidemioldgicos, ndo sendo contudo reportada reatividade cruzada da mesma com

outros antisséticos, porque existe uma crescente alergia a cloro-hexidina (Fernandes et al., 2019).
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1.2.1.1 Cloro-hexidina

Tabela 2 - Mecanismo de acdo (PubChem Database, s.d.-a)

O gluconato de cloro-hexidina é um composto usado como agente
antissético, que tem atividade antibacteriana tépica. O composto
tem carga positiva e vai reagir com a superficie celular microbiana,
_ 3 que tem carga negativa, destruindo a integridade da membrana
Mecanismo de acao ) ) .
celular. Ao entrar na célula os componentes intracelulares vao sair
para 0 meio extracelular causando a morte da célula. As bactérias
gram-positivas tém maior carga negativa e por isso sd8o mais

sensiveis a este agente.

A cloro-hexidina é uma molécula cationica de biguanida divalente, que foi descrita

pela primeira vez em 1954, como podemos observar na Figura 1.
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Figura 1 - Estrutura molecular da cloro-hexidina (PubChem Database, s.d.-a).

Esta é um antissético de amplo espectro que também exibe atividade residual
duradoura em comparagao com outros antisséticos. Demonstra maior atividade contra bactérias
Gram-positivas, mas também possui atividade contra bactérias Gram-negativas, alguns virus
com invélucro e fungos. No entanto, mostra baixa atividade contra virus sem involucro e €
inativa contra esporos bacterianos. Algumas espécies bacterianas, como as micobactérias, sdo
intrinsecamente resistentes a cloro-hexidina, por apresentarem uma barreira impermeéavel
(membranas externas) intransponivel. Por Gltimo, a capacidade de formar biofilme e esporos,
que certas espécies bacterianas tém, permite sobrevivam na sua presenca (Barroso, Meligo-
Silvestre, & Taveira, 2014b; Williamson et al., 2017).

A cloro-hexidina é utilizada em diferentes formas, mas a mais comum é a forma
soltvel em agua, o gluconato. Por esta via, pode assim ser incorporada em diferentes produtos

e ter utilizagdes vérias no corpo Humano. Esta é mais frequentemente usada em concentraces
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de 0,5% a 4% (V/V), sendo que a concentracdo requerida depende em muito da utilizacdo
clinica. Por exemplo, desinfetantes para as médos geralmente contém entre 0,5% e 4% (V/V) de
cloro-hexidina, enquanto que para a descolonizacdo de Staphylococus aureus metilcilina
resistentes (MRSA) é mais comum usar um po de cloro-hexidina a 1% (V/V) ou um liquido a
4% (V/V). Uma vez que tem demonstrado seguranca, tem havido uma crescente ado¢do do seu
uso na “descolonizacéo universal” a pacientes nas Unidades de Cuidados Intensivos (UCI) para
reduzir infe¢bes associadas a cuidados de salde e na impregnacdo de curativos e cateteres
centrais. Prética que levantou preocupac@es sobre o potencial impacto nas taxas de resisténcia
bacteriana (Williamson et al., 2017).

Dada a sua importancia para a ciéncia, rapidamente conheceu a hegemonia clinica,
tornando-se o principal antissético na prevencdo de infegcdes relacionadas com a salde e
também na descolonizacdo de microrganismos na pele. Todavia, sdo conhecidos efeitos
adversos relativos, nomeadamente, irritacdo da pele e, mais raramente, reacfes alérgicas
(Williamson et al., 2017).

Para efeitos de medicdo da suscetibilidade dos microrganismos a este agente, ndo
existem métodos padronizados, devido a sua baixa taxa de difusdo através de agar solido,
dificultando a comparagéo entre diferentes investigaces. Pese embora, existam numerosos
métodos, designadamente, diluicdo em 4agar, time-kill, CMI e ensaios de concentracao
bactericida minima (CBM), que visam avaliar fenotipicamente a suscetibilidade a cloro-
hexidina (Williamson et al., 2017).

1.2.1.2. Triclosan

Tabela 3 - Mecanismo de acao (Williamson et al., 2017)

O triclosan é um policloro fenoxifenol com atividade
antibacteriana e antifungica. Interfere na sintese de acidos gordos
denominada Fabl ou InhaA, consoante a bactéria. Este forma um
Mecanismo de acao complexo estavel com os aminoacidos do centro ativo da enzima
enoil-acil redutase presente na Fabl/InhaA mimetizando o
inibidor natural desta enzima. O que faz com que a sintese de

acidos gordos termine.

O triclosan faz parte de um grande grupo chamado bisfenol, exibindo um amplo

espectro de atividade antimicrobiana contra bactérias, virus e fungos. Este foi desenvolvido
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com o proposito de atingir a membrana celular de maneira inespecifica, semelhante a outros
antisséticos. Desta forma, o triclosan iria causar lise celular atraves de efeitos na sintese de
RNA e proteinas, levando a efeitos adversos na integridade da membrana. No entanto, varios
estudos demonstraram uma posicao antagénica por parte deste, agindo sobre um alvo definido
na via biossintética bacteriana de acidos gordos (Williamson et al., 2017).

Apesar da abundante informacao sobre 0 mesmo, a semelhanca de outros antisseticos
(como, por exemplo, a cloro-hexidina acima descrita), ndo hd um método padronizado para o
teste de suscetibilidade. Contudo, existem evidéncias da resisténcia desenvolvida ao triclosan,
através de varios mecanismos, sendo a mais preocupante a adquirida pelos Staphylococus sp.
(Williamson et al., 2017). A resisténcia ao triclosan é geralmente mediada por mutac6es no
gene fabl ou inhA, que codifica a proteina enoil-acil redutase importante na sintese de acidos
gordos (Fabl/InhA) das bactérias, sendo esta o alvo de acdo do triclosan. Por exemplo, as
mutacdes nos genes fabl de S. aureus demonstraram conferir maior tolerancia ao triclosan, em
gue o aumento da expressdao da proteina resulta em niveis intermédios de resisténcia
(Williamson et al., 2017).

O triclosan tem aplicacdo em multiplos produtos utilizados em cuidados de salde e
higiene, incluindo sabonetes, solugdes para higienizacdo de maos, pastas de dentes e colutorios.
Porém, nos Estados Unidos da América (EUA), a Food and Drug Administration (FDA)
anunciou em 2017 que seria proibido ser um constituinte em produtos antisséticos de consumo
comum. Isto porque, demonstrou recentemente falta de eficécia nestes produtos. No ambito
hospitalar, este era amplamente utilizado, antes de ser substituido pela cloro-hexidina, que
possui uma acdo antissética mais duradoura, em esquemas de descolonizacdo de MRSA
(Williamson et al., 2017).

1.2.1.3. lodopovidona

Tabela 4 - Mecanismo de a¢do (PubChem Database, s.d.-g)

O iodo entra facilmente na célula através dos agentes complexantes
que tém maior afinidade lipidica. No interior da célula, destabiliza
a integridade da membrana, desnatura os &cidos nucleicos e tem
Mecanismo de acdo | uma acdo radpida contra 0S microrganismos, provocando a sua
morte. Através da inibicdo inespecifica dos processos celulares
essenciais que incluem transporte de eletrdes, respiracéo celular e

sintese de proteinas.
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O iodo foi descoberto por Courtois no século XVIII desde logo com um potencial
antissético, contudo o seu uso foi limitado devido a trés fatores: baixa solubilidade, estabilidade
limitada e toxicidade. Quanto ao primeiro fator limitante (baixa solubilidade) teve uma
melhoria através da utilizacdo de iodo livre com sais de iodeto de potéssio e alcool, dando
origem as solugdes de Lugol e tinturas de iodo. Com o advento, da complexacéo de iodo com
grandes polimeros foi possivel obter complexos iodoforos (classe mais comum de compostos
medicinais de iodo); de onde tem origem a iodopovidona, que consiste em iodo complexado e
polivinilpirrolidona (PVP) ou povidona (Williamson et al., 2017).

A iodopovidona de entre os antisséticos disponiveis no mercado € a que possui 0 mais
alargado espectro de atividade, contra uma variedade de bactérias, fungos, protozoarios e virus.
Incluindo espécies de Pseudomonas, Staphylococus, Mycobacterium, Candida e Trichophyton,
assim como, virus Influenza, virus da imunodeficiéncia humano e virus Ebola. Podendo ter
atividade esporicida com o aumento do tempo de exposicdo (Williamson et al., 2017).

A respeito desta, € incontornavel a sua aplicacdo na administracdo de injetaveis,
cirurgias e outros procedimentos invasivos, como antissético da pele. A esse titulo existem trés
concentracdes (M/V) possiveis, nomeadamente: a 10% para desinfecdo pré-cirurgica da pele, a
5% em procedimentos oftalmolégicos, e solugdes mais diluidas (menos de 2%) para a profilaxia
e tratamento da conjuntivite infantil (Williamson et al., 2017).

A semelhanca do anteriormente sucedido com outros antisséticos, ndo ha consenso
sobre um método padrdo para testes de suscetibilidade. Apesar do uso clinico generalizado de
iodopovidona, até ao momento ndo houve relatos de resisténcia nem de aumento de tolerancia.
No entanto, o seu uso clinico em esquemas cirdrgicos e descolonizacdo foi substituido, a
semelhanca do triclosan, pelo uso de cloro-hexidina, principalmente devido a sua atividade

residual prolongada (Williamson et al., 2017).

1.2.1.4. Octenidina (dicloridrato)
Tabela 5 - Mecanismo de acao (Hibner, Siebert, & Kramer, 2010)

Atua nos sistemas enzimaticos e polissacarideos presentes na
Mecanismo de agio parede celular dos microrganismos, induzindo o vazamento

citoplasmatico.

A octenidina, na sua forma de cloridrato, é uma bispiridinamina com carga positiva

(como se observa na Figura 2), que difere dos compostos de aménio quaternario, como a cloro-
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hexidina, porque a amida e o éster ndo fazem parte da molécula. A sua estrutura molecular
permite que possa aderir a superficies carregadas negativamente como as membranas celulares

microbianas e eucariotas (Amalaradjou & Venkitanarayanan, 2014; Hubner et al., 2010).

Figura 2 - Estrutura molecular da octenidina (PubChem Database, s.d.-d).

A octenidina tem acdo comprovada na neonatologia ndo causando dano na pele
sensivel dos recém-nascidos (aplicacdo comum na Alemanha). Isto acontece porque nao é
absorvida, contrastando, com a cloro-hexidina e o triclosan. A par desta acdo, este antissético
tem ainda provas dadas quanto a eficacia na descolonizacdo de MRSA, no tratamento do acne
e das infe¢Bes nas unhas (Hubner et al., 2010).

Quanto a possibilidade de sinergias, é possivel dizer que é uma 6tima combinacao a
octenidina com alcoois alifaticos onde ndo sdo observados efeitos adversos. A semelhanca da
combinacdo anterior, o uso de octenidina com cloro-hexidina em sinergia com antibiéticos ndo
sO6 demonstrou auséncia de interferéncias como fez prova de eficacia. Contudo, esta ndo deve
ser usada em conjunto com antisséticos a base de iodo. Tal incompatibilidade deve-se a
circunstancia de a octenidina fazer libertar radicais iodo do complexo iodopovidona, o que
resulta em irritacdo tecidular (Hubner et al., 2010).

Apesar de nao existir consenso sobre um método padrao para testes de suscetibilidade,
a octenidina apresenta uma capacidade antimicrobiana superior a cloro-hexidina para varios
microrganismos (valores de CMI inferiores). Esta exibe atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas e gram-negativas, bem como fungos. Tais como, Streptococcus
mutans, Streptococcus sanguinis, A. baumanni, S. aureus, MRSA e C. albicans. Ainda lhe é

atribuida uma atividade célere contra os biofilmes (conceito explorado mais a frente no topico
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1.4.4) que sdo muitas vezes o0 ponto de partida para focos de infe¢do. Por ultimo, acresce dizer

que ndo foram detetadas resisténcias a octenidina, o que confere maior confian¢a na sua

utilizacdo (Amalaradjou & Venkitanarayanan, 2014; Hubner et al., 2010).

1.2.1.5. Polihexanida
Tabela 6 - Mecanismo de agdo (Wattanaploy, Chinaroonchai, Namviriyachote, &
Muangman, 2017)

Devido ao seu pH basico, permite ter interacbes com as
composicdes fosfolipidicas da membrana bacteriana, o que leva a
Mecanismo de agao | major fluidez, permeabilidade, e perda de integridade que redunda

na morte de microrganismos.

A polihexanida é uma biguanida cujas moléculas formam um polimero (observagdo
da estrutura na Figura 3). As biguanidas sdo bases fortes, e, portanto, estdo altamente
carregadas positivamente em pH fisioldgico, o que tem impacto direto no seu mecanismo de
acao (Fjeld & Lingaas, 2016).

Figura 3 - Estrutura molecular da polihexanida (PubChem Database, s.d.-f).

A par da polihexanida existe a cloro-hexidina com quem partilha semelhancas
quimicas, sendo possivel daqui inferir semelhancgas também ao nivel da eficacia antimicrobiana.
Residindo o Unico ponto de discordancia na ineficacia da cloro-hexidina sobre esporos ou
micobactérias. Os estudos in vitro demonstraram que a polihexanida tem eficacia quando
testada contra bactérias Gram-negativas, Gram-positivas, e C. Albicans (Fjeld & Lingaas,
2016).
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1.2.1.6.  Alcool
Tabela 7 - Mecanismo de acdo (PubChem Database, s.d.-b)

Exerce a sua acdo por desidratacdo e precipitacdo do citoplasma

Mecanismo de acao (acéo bactericida e antifingica).

O alcool etilico é um liquido voléatil obtido a partir da fermentacdo de hidratos de
carbono. A sua acdo relevante é de ordem variada, passando por: depresséo do sistema nervoso
central, diurese, e acdo desinfetante/antissética (PubChem Database, s.d.-b). Todavia, é também
pratica comum a sua combinacdo com a cloro-hexidina e octenidina, que exibe atividade
residual ap6s evaporacao do alcool ou que retarda a evaporagao do &lcool aumentando o tempo
de contacto e a eficacia antimicrobiana, respetivamente (Hibner et al., 2010; Williamson et al.,
2017).

De entre os varios alcoois existentes no mercado, a utilizagdo como antisséticos esta
mais reservada para alguns, designadamente: alcool etilico, alcool isopropilico, e n-propanol.
Particularizando, a atividade dos alcoois etilico e isopropilico é dependente da concentracao,
pelo que a atividade bactericida ideal é alcangada com concentracGes que estdo entre 60 e 90%
(V/V). Donde se pode dizer que o alcool absoluto (100% V/V) é menos bactericida do que o
alcool que foi diluido (70% V/V), sendo este 0 que € dispensado maioritariamente para efeito
antissético/desinfetante (Williamson et al., 2017). Isto porque, é o0 que apresenta maior tempo
de permanéncia nas superficies (evapora em menor tempo), por conseguinte, tem maior acao.

Para testar a acdo do alcool, sdo necessarios testes de suscetibilidade que tém vindo a
demonstrar uma possivel tolerancia, especialmente para o etanol e butanol. Este apresenta um
amplo espetro de acao contra bactérias, bem como, Mycobacterium sp, fungos e virus, falhando
a sua acdo contra os esporos. No entanto, aquando do uso clinico, a tolerancia ao alcool em
bactérias como Staphylococus sp. e Streptococcus sp. ndo foi relatada, reflexo provavel do
modo de atuacdo inespecifico como bactericida. A exposicao ao alcool pode ainda, resultar no
aumento da producdo de biofilmes (conceito explorado mais a frente no tépico 1.4.4) de

algumas bactérias como S. aureus e S. epidermidis (Williamson et al., 2017).
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1.2.1.7. Perdxido de hidrogénio

Tabela 8 - Mecanismo de acdo (PubChem Database, s.d.-c)

_ 3 Gera espécies oxidativas de radicais livres para induzir de seguida
Mecanismo de agéo i . . o
danos no DNA, proteinas e lipidos da membrana (via de oxidagéo).

O peroxido de hidrogénio foi descoberto no século XVIII por Louis Thenard. Este é
de origem inorganica e consiste em dois grupos hidroxilo unidos por uma ligacdo covalente
simples oxigénio-oxigenio, podendo apresentar-se em duas formas liquida ou gasosa (PubChem
Database, s.d.-c; Williamson et al., 2017).

O
H -
0- H

Figura 4 - Estrutura molecular do perédxido de hidrogénio (PubChem Database, s.d.-

A sua forma liquida assume particular interesse, enquanto antissético cutaneo em duas
concentracgdes (3 e 6% V/V). O mecanismo pelo qual atua beneficia quando se junta iodo, sendo
requeridas concentracdes mais baixas de ambos para obter o efeito pretendido contra S. aureus
(Williamson et al., 2017).

Tal como os restantes antisséticos, foram realizadas tentativas para definir um método
padrdo, sem resultados. Todavia, para avaliar os valores de CMI e de CBM foi utilizado o
método de microdiluicdo. Este é considerado um antimicrobiano robusto e de amplo espetro,
que é ativo contra todas as formas de microrganismos incluindo bactérias, virus e protozoarios.
Pese embora, a sua grande utilizacdo nos ultimos anos, ndo foram relatados niveis significativos

de tolerancia. (Williamson et al., 2017).

1.2.1.8. Sulfadiazina de prata

A prata tem sido usada para tratar feridas desde a época romana (solucéo de nitrato de
prata). A sua forma ionica € a mais interessante e também mais eficaz como bacteriostatica e
bactericida (Percival et al., 2014). Desta feita, aproveitando o seu potencial, estdo disponiveis
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duas apresentacdes farmacéuticas uma em pomada (Silvederma®) e a outra como transdérmico
(Aquacel Ag* extra®) (Sifarma 2000, s.d.).

No que ao mecanismo diz respeito, quando a prata interage com o exsudado da ferida
0 metal € ionizado, passando de um estado inativo para ativo. Comecando desde logo a atuar
como antimicrobiano em varias frentes. A primeira das quais € ao nivel das proteinas
bacterianas, onde a prata se liga a grupos funcionais o que leva a desnaturacdo de proteinas.
Segue uma atuacdo ao nivel da respiracdo celular, por impedimento da captagdo dos ides
fosfato. O que se traduz, na formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS). Estas uma vez
formadas véo danificar o DNA bacteriano. Em terceiro lugar, a prata interage com as bases
constitutivas do DNA. O que vai hipotecar a capacidade replicativa da célula bacteriana. Por
ultimo, a prata é ainda capaz de impedir a divisdo celular e, portanto, comprometer a vida das
bactérias infestantes da pele. Este processo acontece por crescendo osmético (acumulagdo da
prata dentro dos vacuolos intracelulares) (Percival et al., 2014; PubChem Database, s.d.-h).

Estudos gendmicos deram conta da eficacia obtida no emprego da prata ndo sé como
antibacteriano de amplo espectro, mas também como garante do impedimento do crescimento
de bactérias formadoras de biofilme (conceito explorado mais a frente no tdpico 1.4.4) (Percival
etal., 2014).

Pese embora a sua eficacia comprovada, foram apontados aspetos negativos que
levantavam questdes quanto a sua biocompatibilidade, citotoxicidade e resisténcia por parte das
bactérias. Visto que, foi comprovado a sua toxicidade em células mamiferas e uma pigmentacéo

irreversivel quando ocorria exposicao prolongada a prata (Percival et al., 2014).

1.21.9. Ozono
Consiste em trés atomos de oxigénio interligados por ligacdes duplas, derivando de
uma mistura de 95% de oxigénio e 5% de ozono (Coelho et al., 2015; Vollhardt & Schore,
2004). O ozono € um gas que condensado adquire cor azul escura e molecularmente instavel,

como podemos ver na Figura 5.

0 - .0
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Figura 5 - Estrutura molecular do ozono (PubChem Database, s.d.-e).
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O seu mecanismo de agdo passa por romper a barreira lipossomica, danificando a
membrana e aumentando a permeabilidade da mesma, permitindo a entrada das moléculas de
ozono na célula. Logo de seguida, tém lugar reagdes no meio que libertam radicais livres de
oxigenio o que destrdi por completo a hemostase e 0 microambiente. Particularizando, no caso
da imunorregulacdo, o 0zono € capaz de fazer aumentar a quantidade de leucocitos, aumentando
a capacidade fagocitaria dos granuldcitos, facilitando a formacdo de mondcitos e ativacédo de
células T. Simultaneamente aumenta a libertacdo de citocinas como interleucinas e interferdo o
que desencadeia uma citotoxicidade celular. De referir ainda, que o ozono ¢ ainda capaz de
aumentar a producéo de peroxido de hidrogénio, a fim de matar as células patogénicas (Zeng
& Lu, 2018).

O ozono foi originalmente utilizado na medicina, ainda que de modo impreciso e
empirista, durante a primeira Guerra Mundial no tratamento aos soldados alemées, que tinham
feridas em fase de gangrena, uma vez que a época ja Ihe era conferido um forte poder bactericida
(Palacios, 2010).

Desde entdo, muito se alterou quando se percebeu os beneficios da ozonoterapia,
baseada num modelo de fluxo continuo com pressdo moderada [obrigatorio utilizacdo de um
filtro de carvdo vegetal para a seguranca do utilizador (Palacios, 2010)]. Este melhorava
consideravelmente a vasodilatagdo do local assim como a circulacdo sanguinea (bagging
system). Através da ozonoterapia, foi ainda possivel perceber que o ozono exercia o seu poder
antimicrobiano,, mesmo que apenas fosse utilizada agua como meio de continuidade (Coelho
et al., 2015).

Com o avanco tecnoldgico, foi possivel subdividir preparacbes com ozono em trés
grupos designadamente: hidroterapia com 0zono; 6leo ozonado que € usado externamente, e
auto-hemoterapia menor e maior (Coelho et al., 2015; de Araujo et al., 2017; Katzung & Trevor,
2017; Palacios, 2010; Zeng & Lu, 2018). Das citadas apenas sera explanado o método do 6leo
ozonado, visto ser um dos métodos utilizados nesta dissertacao.

O oleo ozonado consiste numa mistura entre ozono e &cidos gordos (como por
exemplo, o oOleo de girassol). Este método (exemplificado na Figura 8) é sujeito a uma
subdiviséo, que corresponde ao tipo de acido gordo utilizado (6leo). Assim, o primeiro consiste
numa serie de ®w9-insaturados representados pelo &cido linoleico que esta presente no 6leo do
ch&. Seguidamente, surge a série m6-insaturados que é representada pelos subacidos presentes
nos Oleos vegetais. Por dltimo, a seérie w3-insaturados que é representada pelo &cido

eicosapentaenoico (EPA) e &cido docosa-hexaenodico (DHA), que estd presente no 6leo de
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peixe. Esta ozonicdo direta leva a formacéo de 1,2,4- trioxolano, que representa a forma ativa
do ozono nos substratos. Este anel de trioxolano dentro da matriz, do 6leo que esta ozonado,
leva a uma rapida producdo de compostos responsaveis por processos de cicatrizacdo. Sendo
também atribuida a acdo antimicrobiana e antimicotica. N&o esquecendo que uma vez ozonado
0 Oleo vegetal, o composto que esta dissolvido ja ndo € o ozono propriamente dito, mas sim
ozonidos (Zeng & Lu, 2018).

Além da acdo acima descrita, a utilizacdo de 6leo ao invés de dgua nesta terapia conduz
ainda a outra vantagem decorrente diretamente do proprio 6leo. Este atua como hidratante e
protetor principalmente em pacientes com problemas na funcao barreira da pele, gozando ainda
da possibilidade de ser armazenado e transportado (Coelho et al., 2015).

Como concluséo, € ainda possivel dizer que o ozono per si tem agdo terapéutica
comprovada muito pela observagéo na prética clinica humana e veterinaria (Coelho et al., 2015;
de Aradjo et al., 2017; Diario da Republica Eletrénico, 2020). Nao obstante, da observacao
clinica € ainda possivel ter dados fisico-quimicos que comprovam a ozonizacdo do 6leo. Ha
uma alteracdo clara dos indices de saponizacdo, de iodo e do nivel de perdxido de hidrogénio o
que corrobora os dados cientificos, sendo recomendada a sua utilizacdo com 0leos vegetais
devido ao seu efeito bactericida, bacteriostatico e a sua capacidade de formacéo de tecido (de
Araujo et al., 2017).

Na verdade, o0 6leo ao ser ozonado torna-se um 6leo saturado o que é mais proximo de
um 6leo de origem animal havendo maior afinidade, o que se traduz necessariamente em maior
eficacia do tratamento. Ndo obstante, € um interessante adjuvante no tratamento padrdo com
antibidticos, relevando em alguns casos mais valias uma vez que ¢ um produto mais barato e
também desenvolve menos resisténcias do que as preparacdes com antibioticos (Coelho et al.,
2015; de Aragjo et al., 2017; Palacios, 2010; Zeng & Lu, 2018). Todavia, com a chegada da
epigenética, estdo a ser abertos novos horizontes na compreensdo completa do mecanismo de
acao na ozonoterapia (Zeng & Lu, 2018).

Na Figura 6 estdo apresentados exemplos da ac&o terapéutica exercida pelo ozono em
diferentes sintomas, quando veiculado por meio de um liquido ou mesmo s6 enquanto gas por
via retal (“Biblioteca virtual en salud - Medicinas tradicionales complementarias e

integrativas,” 2020).
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Figura 6 - Agdo terapéutica do Ozono (“Biblioteca virtual en salud - Medicinas

tradicionales complementarias e integrativas,” 2020).

1.2.1.9.1. Ozonolise

A oxidacdo de alcenos com tetroxido de 6smio acontece de uma forma geral quebrando
a ligacdo m, mas outros reagentes também podem romper a ligacdo ¢. Assim o método mais
genérico de quebra oxidativa de alcenos é a reacdo com ozono, ficando conhecida como
ozondlise (Vollhardt & Schore, 2004). Esta reacdo que acontece entre 0 0zono e as ligacbes
duplas carbono-carbono, tem o seu mecanismo descrito desde a década de 60 (Montevecchi,
Dorigo, Cricca, & Checchi, 2013).

De uma forma mais lapidar, pode dizer-se que 0 0zono, Os, € produzido em laboratorio

num aparelho chamado ozonizador, como podemos observar na Figura 7.

Figura 7 - Ozonizador (fotografia da autoria do aluno).
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Todavia, detalhando o seu mecanismo propriamente dito, este comec¢a com uma adi¢ao
eletrofilica do ozono a ligac@o dupla para formar uma espécie instavel chamada molozonido.
Esta espécie, devido as suas caracteristicas de instabilidade, quebra-se sofrendo rearranjos de
ordem véria. A recombinacdo destes fragmentos leva a uma outra espécie chamada ozonido,
que constitui o intermediario isolavel do mecanismo (Montevecchi et al., 2013; Vollhardt &
Schore, 2004).

Ozono Molozonido Oxido de Aldeido
& Carbonilo

Alceno cadeia dupla

O-—O0H

7 HO — Sl /
\/<H+ on S— EON /_/O \

Peréxido de Ozonido secundario

Aldeids hidrogénio

Hidroxihidroperéxido

Figura 8 - Mecanismo da ozonolise de alcenos (Montevecchi et al., 2013).

O ozonido é reduzido na etapa subsequente pelo zinco em &cido acético ou pela reacao
com dimetil-sulfeto, como se pode observar na Figura 8. O resultado é a quebra da ligacdo
dupla entre carbonos, ficando um atomo de oxigénio ligado a cada carbono originalmente
envolvido na dupla ligacdo. Ndo esquecendo também a formacdo de perdxido de hidrogénio
como produto final. Desta ligacdo do oxigénio aos carbonos primordiais podem ser obtidos
produtos distintos, donde se pode dizer que se o carbono original for secundario o produto sera
um aldeido. Por seu turno, se o carbono original for terciario o produto sera uma cetona
(Vollhardt & Schore, 2004). Importa ainda dizer que, por norma nas reacdes de ozonolise deve
estar presente 0 zinco como garante do impedimento que os produtos formados sofram oxidagéo
(Vollhardt & Schore, 2004).

1.2.2. Resisténcias

As resisténcias dos microrganismos aos antibioticos surgem pela sua necessidade de
sobrevivéncia, por isso desenvolveram mecanismos de defesa tdo sofisticados sendo premente
a conceptualizacéo do ““o antibidtico ideal”. Valha a verdade, uma vez que nédo foi conseguido
0 objetivo. Verificando-se antes de um modo geral que todos podem afetar em maior ou menor

grau, as células eucariotas. Seja por via da dose, da acdo de amplo espectro ou da falta de
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especificidade. A somar ao possivel efeito das resisténcias, estd ainda identificada uma acao
semelhante entre antissético e antibiotico ao nivel dos mecanismos de acdo. Comprometendo o
primeiro a efetividade do segundo no que a terapéutica diz respeito (Padua, 2009).

Como ¢ do conhecimento geral, os antibioticos podem conduzir a graves problemas
de saude publica a escala mundial (CDC, 2020b). Os quais levam a consequéncias de grande
monta, como seja um inevitavel aumento da morbilidade e da mortalidade. N&o obstante a toda
a problematica ja existente, a emergéncia de estirpes resistentes aos novos antibiéticos faz com
que num futuro proximo possa ndo haver opcOes terapéuticas para tratar infe¢des bacterianas
(CDC, 2020b). O aparecimento de estirpes de Staphylococcus resistentes a penicilina, logo apos
0 seu surgimento foi o precursor do que mais tarde viria a acontecer, isto €, estirpes resistentes
aos antibidticos (Barroso et al., 2014a; CDC, 2020a; Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2013).

Novos contornos se afiguram com a problematica da resisténcia multipla em
determinadas estirpes, como por exemplo (Barroso et al., 2014a): A. baumannii, resistente a
antibioticos de varias familias, S. aureus resistente a metilcilina e @ vancomicina e bactérias
produtoras de B-lactamases de espetro alargado.

Esta resisténcia aos antibioticos pode ainda ter uma dupla classificacdo que pode ser
natural ou adquirida. Assim, a resisténcia natural pode ser intrinseca a bactéria e especifica para
certos antibidticos, nomeadamente: auséncia de local de agdo, auséncia de transporte e
impermeabilidade celular (Barroso et al., 2014a; CDC, 2020a; Murray et al., 2013).

Por sua vez, a resisténcia adquirida pode ser feita por cinco mecanismos diferentes
(Barroso et al., 2014a; CDC, 2020a; Murray et al., 2013):

a) AlteracBes genéticas provocadas por mutacdes espontaneas ou pela aquisicdo
de genes exdgenos;

b) Reducdo da entrada do antibiético (diminuicdo da permeabilidade da parede
celular);

c) Alteracdo do alvo celular;

d) Inativacdo ou alteragdo enzimética do antibidtico pela bactéria;

e) Saida rapida do antibidtico do meio intracelular bacteriano.

Esta resisténcia aos antibidticos ndo é estanque, mas sim feita por etapas. Assim
algumas bactérias com um baixo nivel de resisténcia que poderdo evoluir para niveis mais
elevados (Barroso et al., 2014a; CDC, 2020a; Murray et al., 2013).
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1.2.2.1. Resisténcias cruzadas

A proposito da acdo terapéutica desenvolvida contra microrganismos perniciosos
presentes na pele, pelo uso de antisséticos ou antibioticos, foram registadas resisténcias
cruzadas. Assim, para fazer frente as infegdes sdo aplicados antissépticos, por exemplo, cloro-
hexidina e octenidina como forma de tratamento e prevencao do agravamento da infe¢do. Deste
facto, surge um novo paradigma do qual emergem duas problematicas, a saber: resisténcia aos
antibioticos e tolerancia antissética (G. Kampf, 2016).

Devido a eficacia comprovada da cloro-hexidina, foi disseminada a utilizagdo mesmo
que em baixas concentracdes, sendo algumas aplicacGes, discutiveis como na higiene rotineira
de pacientes em ambiente hospitalar, uso em combinacdo com alcoois, ou mesmo até como
parte integrante de sabonetes. Apesar da utilizacdo confiante, foram notadas mais tarde
resisténcias adquiridas a agentes antissépticos como a cloro-hexidina, sendo até relatados surtos
(G. Kampf, 2016). Esta utilizagdo continuada levou ao desencadeamento de tolerancia, o que
mais tarde levou a investigac6es de onde se retirou uma correlacdo entre 0 uso de antisséticos
e 0 aumento do risco de desenvolver resisténcia cruzada a antibioticos por semelhanca nos
mecanismos de acgdo, sendo que, 0 mecanismo de resisténcia a antibioticos e antisséticos é
muitas das vezes mediado pelos mesmos plasmideos (G. Kampf, 2016).

Posto isto, recorrendo a um estudo recente (Nicolae Dopcea, Dopcea, Nanu, Diguta,
& Matei, 2019) é possivel apurar que a exposicdo a cloro-hexidina levou ao aumento dos
valores de CMI, para todos os Staphylococus com excecdo do S. epidermidis resistente a
metilcilina. Por seu turno o CBM permaneceu inalterado. Facto comprovado aquando da
exposicao repetida a cloro-hexidina por parte do S. aureus (sensivel a metilcilina ou resistente),
gue conduziu a uma diminuicdo acentuada da suscetibilidade a penicilina, tetraciclina e
gentamicina. Quanto a octenidina, a exposicao a este antissético levou a um aumento do valor
de CMI em S. epidermidis sensivel a metilcilina e também um aumento de CBM. Conclui-se
de uma forma geral que o uso incorreto de antisséticos em qualquer concentracao pode levar a

uma suscetibilidade reduzida (Nicolae Dopcea et al., 2019).
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1.3. Antisséticos comerciais

Tabela 9 - Lista de antisséticos comerciais e respetiva substancia ativa (Sifarma 2000, s.d.)

Substancia ativa Antisséticos — nome comercial

Bepanthene plus® (Bayer®)

Cloro-hexidina
Diaseptil® spray (Ducray®)

Triclosan Bexident® pomada
lodopovidona Betadine® solugdo e pomada
Prontosan®
Polihexanida
Hansaplast® spray e balsamo
Octenidina Octiset®
Alcool Sterillium®
Agua oxigenada Agua oxigenada®

Aquacel Ag* extra®

Sulfadiazina de prata Silvederma®

Hansaplast® aqua protect XL

1.4. Microbioma da pele

Na pele existem organismos comensais que estdo em simbiose com o organismo
parasitado (hospedeiro) — dando-se o nome de flora comensal. A sua composi¢do varia
consoante o local do corpo humano, sendo constituida maioritariamente por bactérias e fungos
que sdo importantes para o equilibrio do organismo. Todavia, em determinadas circunstancias
de fragilidade do hospedeiro podem causar doenca (Barroso et al., 2014a; Murray et al., 2013;
Péadua, 2009).

A relacdo das bactérias com o hospedeiro pode ter um elevado grau de especializacao,
0 que confere melhor adaptacdo ao meio ambiente. Na vida uterina, 0 Homem esta estéril, mas
a flora comensal é adquirida durante e logo apds o parto, estando em constante mutagéo
(Barroso et al., 2014a; Murray et al., 2013; Padua, 2009).

Em face de uma colonizacdo tdo forte, por parte destes microrganismos, a pele
constitui uma excelente barreira que trava 0 avan¢o dos mesmos. Este facto é devido a um

ambiente relativamente hostil, com um pH &cido de 5.6, que faz com que a maioria dos
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organismos ndo consiga aqui sobreviver (antagonismo microbiano) (Barroso et al., 2014a;
Murray et al., 2013; Padua, 2009).

E ainda relevante dizer que a colonizagdo nio é feita por igual. Dividindo as
populacOes bacterianas por duas areas: expostas e secas com um numero reduzido e humidas
(axilas, perineo, etc.) com um numero muito elevado de microrganismos. Acresce dizer que a
populacdo de microrganismos é preponderante abaixo do nivel da cintura, o que € justificavel
pela proximidade do local de disseminacao (tratos gastrintestinal e geniturinario) (Barroso et
al., 2014a).

As principais bactérias da pele sdo gram-positivo:

e Staphylococcus sp.

e Propionibacterium sp.
e Corynebacterium sp.
e Streptococcus sp.

e Micrococcus sp.

e Clostridium sp.

As bactérias acima descritas também devem ser somados o0s géneros de leveduras,
Candida e Malassezia, que também podem ser encontrados na pele em locais muito bem
definidos (couro cabeludo, ao redor das unhas e entre os dedos dos pés) (Barroso et al., 2014a).

Dos microrganismos acima referidos, irei apenas dar relevo ao género de bactérias
Staphylococcus sp., concretamente as espécies: S. epidermidis e S. aureus; por serem 0s que
em maior numero surgem na pele, mas também devido a sua relevancia para aquilo que pretende
ser 0 objeto de estudo experimental desta dissertacao.

Os Staphylococcus sp. sdo bactérias gram-positivas aero-anaerdbias facultativas, que
apresentam atividade para a enzima catalase. Como ja referido estdo presentes na pele mas
tambeém nas mucosas do ser-humano. O seu nome surge da similitude com um “cacho de uvas”
pela observacdo de uma lamina ao microscopio corada pela técnica de Gram. Quanto as
diferentes espécies deste genero, estas podem ser diferenciadas pela presenca ou auséncia da

enzima coagulase (Barroso et al., 2014a; Murray et al., 2013; Padua, 2009).

1.4.2. Staphylococcus epidermidis
O Staphylococcus epidermidis é um dos microrganismos mais abundantes na pele,

sendo o0 mais representativo (mais de metade) de entre os estafilococos coagulase-negativa. Por
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forma a distinguir as diferentes espécies de estafilococos coagulase negativa utilizam-se
diversos testes laboratoriais (ex. fosfatase alcalina, urease, ornitina-descarboxilase, polimixina
B, entre outros) (Padua, 2009).

Este microrganismo desenvolve-se quando surge uma imunodepresséo no hospedeiro,
sendo, portanto, um microrganismo oportunista (isto é, provoca infecdo quando as condicdes
ao seu redor o permitem). Estd muitas vezes associado a infe¢des provocadas pela formacéo de
biofilmes presentes em material de uso médico como cateteres e algélia. Ainda a esse respeito
pode provocar patologias diversas, como, bacteriemia, endocardite, entre outras (Barroso et al.,
2014a; Murray et al., 2013; Padua, 2009). Por ultimo dizer que foi encontrado em amostras de
liquido cefalorraquidiano (LCR), de cateteres, de cénulas, de valvulas cardiacas, de
pacemakers, de proteses diversas, de enxertos, de algalias, etc. (Murray et al., 2013; Padua,
2009).

1.4.3. Staphylococcus aureus

O Staphylococus aureus, de entre todas as espécies do género é a principal a causar
infecdo no ser humano, associada a elevadas taxas de mortalidade e morbilidade. Distinguindo-
se facilmente de outras espécies do género pela presenca da enzima coagulase (Barroso et al.,
2014a; Murray et al., 2013; Padua, 2009).

Este microrganismo tem acdo patogénica extracelular, estando a sua principal forca
motriz na producdo de fatores extracelulares (adesdo, evasao e invasdo). Por isso, apresenta
varios fatores de viruléncia capazes de causar infecdo, como, enterotoxinas, lisinas, toxina da
sindrome do choque tdxico, toxinas epidermoliticas, entre outros (Barroso et al., 2014a; Murray
et al., 2013; Padua, 2009).

Quanto a patologia propriamente dita, esta frequentemente associada a infe¢Ges da pele
e tecidos moles. Propriamente, bacteriemias, endocardite, pneumonia, pneumonia necrosante,
osteomielite, sindroma do choque toxico, sindroma da pele escaldada estafilocdcica, impetigo
bolhoso, impetigo e foliculite (Barroso et al., 2014a; Murray et al., 2013).

1.4.4. Biofilmes
A maioria dos microrganismos vivem em biofilmes, como forma de adaptagéo ao meio
ambiente, na forma séssil aderidos a superficies solidas. A presencga de biofilmes também se
verifica nas feridas, o que pode vir a ser um foco de infecdo. Assim, biofilme define-se segundo

Santos et al., 2013, como: “uma associa¢do de células microbianas fixadas as superficies,
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bidticas ou abidticas, envolvidas numa complexa matriz extracelular de substancias
poliméricas” (Santos et al., 2013).

Os biofilmes estdo muitas vezes associados a infe¢cdes em dispositivos médicos, isto
porque, ficam revestidos com proteinas da matriz extracelular do hospedeiro, onde se inserem
(superficie rica para a fixacdo bacteriana). Estas infecfes sdo muitas vezes provocadas por S.
aureus, MRSA e resistente a vancomicina (VRSA), o que leva a falhas no tratamento
(Amalaradjou & Venkitanarayanan, 2014; Murray et al., 2013). Os estafilococos associados ao
biofilme podem levar a varias doencas, incluindo osteomielite, endocardite cronica por infe¢do
de ferida, infecdes polimicrobianas e infecdes permanentes por dispositivos médicos (Santos et
al., 2013).

O tratamento dessas infecGes, associadas a corpos estranhos causadas por MRSA e
VRSA, ¢é dificil devido a disponibilidade limitada de opc¢des de antibidticos eficazes contra
biofilmes bacterianos. O atual protocolo de tratamento contra 0 MRSA refere o uso de
vancomicina como primeira linha (uso de rifampicina nas bactérias suscetiveis) (Amalaradjou
& Venkitanarayanan, 2014). No entanto, o aumento das CMIs de vancomicina e rifampicina
necessarias para o tratamento contra MRSA e VRSA é uma preocupacéo significativa. Assim,
Amalaradjou & Venkitanarayanan, investigaram a capacidade do etanol na erradicacdo de
biofilmes de MRSA na concentracdo de 40%, que demonstrou resultados promissores nos
biofilmes em uma hora. Todavia, 0 uso sistémico do etanol é desaconselhado. Coisa diferente
se passou com octenidina, que exerceu seu efeito antimicrobiano pela ligacdo & membrana
celular com carga negativa, interrompendo as funcdes vitais desta (morte celular). Isto deve-se
a sua ligacdo especifica a um lipidio proeminente nas membranas celulares bacterianas, sem
afetar adversamente as células eucaridticas. Este facto levou a que octenidina se reduzisse a
populagcdo de S. aureus, associada ao biofilme, sem demonstrar reducdo significativa na
formacéo deste (Amalaradjou & Venkitanarayanan, 2014).

1.5. Métodos de analise

1.5.2. Microdiluicéo e suspensdo quantitativa
Existem diversos métodos para comparar a acdo dos antisseticos, entre 0s quais
saliento a microdiluicdo e suspensdo quantitativa. Apesar de serem metodos habituais e fidveis
quanto ao rigor e reprodutibilidade, ir& ser utilizado nesta dissertagdo o método de difusdo em
pogos, por ser de leitura mais facil e rapida, permitindo retirar conclusdes preliminares a cerca

do potencial bacteriostatico e bactericida dos antisséticos contra 0s microrganismos
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selecionados (Barroso et al., 2014a; Padua, 2009). Numa perspetiva futura seria ideal continuar
0 estudo com a confirmacao através do método de microdiluicao.

Posto isto, entende-se por microdiluigdo uma diluigdo em meio liquido, segundo a qual
para os pocos da microplaca que contém uma quantidade igual de caldo contendo cerca de 10°
bactérias/mL (sem turvacdo), verte-se um volume igual de diferentes concentracdes de
antibiotico ou antissético em ordem crescente. Exceto um deles que servira de branco/controlo
(sem antibidtico ou antissético), sendo o objetivo observar a turvacdo dos pogos, apos uma
incubacéo de 18horas, em que o primeiro tubo das concentragdes crescentes que nao apresenta
turvacéo (crescimento bacteriano) corresponde a CMI. Por definicdo, a CMI corresponde a mais
baixa concentracdo de um antibiotico (ou antissético) capaz de impedir o crescimento visivel
da bactéria (Padua, 2009).

Assim, apresento dois artigos na Tabela 10 que fazem uso das técnicas acima
citadas.

Tabela 10 - Artigos que comparam a acao de diferentes antisséticos

Artigo Meétodo Sustancias comparadas
Koburger, Hiibner, Braun, Microdiluicao
Siebert, & Kramer, 2010 Suspensdo quantitativa
Triclosan
Octenidina
lodopovidona
Polihexanida

Cloro-hexidina

Microdiluigéo

Dittmann et al., 2019 . o
Suspensdo quantitativa

Koburger et al., 2010 fizeram uma comparacgédo standard da eficicia antissética das
seguintes substancias ativas (triclosan, iodopovidona, octenidina, polihexanida e cloro-
hexidina) contra o S. aureus, Enterococcus faecalis, Streptococcus pneumoniae, Escherichia

coli, P. aeruginosa, Clostridium perfringens, Haemophilus influenza e C. albicans. Para tal,
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fizeram uso de dois métodos: microdiluicdo e suspensdo quantitativa, que permitem obter a
CMl e CMB.
Por ultimo, Dittmann et al., 2019 fizeram o uso de diferentes antisséticos (triclosan,
iodopovidona, octenidina, polihexanida e cloro-hexidina) com intuito de perceber qual destes
teria a menor CMI e CMB contra 0 MRSA.
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2. Materiais e Métodos

2.2. Antisséticos comerciais (sustancia ativa)
A fim de verificar o potencial bacteriostatico e bactericida de um antissético num
estudo preliminar, como é o caso, foram testados diferentes antisséticos comerciais,

designadamente por substancia ativa:

e Octenidina

e Cloro-hexidina
e Polihexanida

¢ lodopovidona
e Triclosan

e Ozono (bleo de girassol ozonado)

As substancias ativas acima referidas foram testadas contra 0s microrganismos
Staphylococus aureus (ATCC 25923), Candida albicans (ATCC 10231) e Saccharomyces
cerevisiae (ATCC 9763).

2.3. Meios de cultura

Como plataformas de crescimento foram utilizados dois meios, contidos em placas de
Petri:

e Mueller-Hinton, para crescimento bacteriano — S. aureus;

e Sabouraud, para crescimento fangico — C. albicans e S. cerevisiae.

2.4. Método de difusdo em pogos

Explicando em maior pormenor e apds ter sido feito o garante das condigdes asséticas,
foi realizado o seguinte procedimento para o S. aureus, C. albicans e S. cerevisiae (otimizado
por (Ntungwe N et al., 2017; Pereira et al., 2015)):

1) Preparar suspensdes com 0,5 de McFarland dos microrganismos a inocular nos
meios;

2) Inocular as suspensdes dos microrganismos no meio de Mueller-Hinton para S.
aureus e no meio de Sabouraud para C. albicans e S. cerevisiae, por espalhamento

usando uma zaragatoa esteril;
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3) Fazer pocgos, com aproximadamente 5 mm de didmetro, nos meios com uma pipeta
de Pasteur de vidro;
4) Colocar 50pl de cada antissético, controlo negativo e positivo em cada pogo;
5) Incubar as placas a 37°C, durante 24horas (com cuidado de ndo deixar verter liquido
dos pocos);

6) Realizar 3 ensaios para cada microrganismo.

ConcentracBes: importa dizer que foram utilizados os antisséticos nas concentraces

comercializadas (50uL) a fim de perceber o real poder bactericida e bacteriostatico dos
mesmos. No caso do 6leo ozonado foi realizado o procedimento abaixo descrito (Topico 2.5.)

a fim de definir a concentracdo com a¢do antissética.

2.5. Ozondlise

A ozondlise tem sido utilizada como terapéutica no &mbito da medicina veterinaria na
Universidade Luséfona de Humanidades e Tecnologias onde realizei este procedimento
experimental, sob a tutela do Professor Doutor Vinicius Ricardo Cufia de Souza.

A ozonizacdo de um liquido esta dependente de um gerador, neste caso foi utilizado o
equipamento: Ozone & Life®; para que seja criado um fluxo continuo de ozono em perfeita
seguranca e de concentracdo conhecida e controlada. Acoplado a este gerador de ozono devem
estar um filtro de carvdo vegetal por onde passa 0 0zono, para que durante 0 manuseio da
maquina o contato desta substancia com as vias aéreas seja minimo devido a sua toxicidade
para as mesmas. Acresce dizer que deve ainda estar ligada a este gerador uma fonte de oxigénio
medicinal com uma pureza acima dos 96% de onde vira 0 0zono numa propor¢do de 95%
oxigénio para 5% de ozono (Gottschalk, Libra, & Saupe, 2010; Mcmurry, 2005; Vollhardt &
Schore, 2004).

Figura 9 — Procedimento de ozonizacao: aparelho, oxigénio medicinal e proveta com 6leo de

girassol a ser ozonado; e respetiva tabela para acerto do fluxo de ozono (fotografias do aluno).
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Assim a ozonizacgdo tem lugar passando pelas seguintes etapas:

Abrir a valvula na fonte de oxigénio medicinal,
Ajustar o manémetro do fluxo;
Ajustar novamente o fluxo segundo a tabela afixada no gerador (neste caso manual);
Esperar cinco minutos para equalizar pressoes;
Ligar o gerador, tendo lugar no interior descargas elétricas a fim de obter o Os.
Colocar a mangueira de silicone de saida do ozono (fazendo uso de um aspersor de
metal que auxilia no fabrico de bolhas):

a) Dentro de uma proveta de plastico alta (resistente ao 0zono).
Interromper o fluxo que vai em diregéo ao filtro de carbono vegetal, com a abertura
da torneira somente quando se pretende retirar 0 zono com uma seringa.
Guardar o 06leo ozonado num frasco ambar, para que ndo se alterem as suas

propriedades fisico-quimicas.

Para determinar a concentracdo ideal de ozono foi utilizada as equacdes representadas

na Figura 10 (Palacios, 2010).

1(L/min) X 21(mg) X 60(min)

100(mL)

60mg de 05

Sleo 03] = ——o0— 22
[6le0 0] = =~ 5le0)

Figura 10 - Equagdes que permitem determinar o tempo de ozonizacdo de um liquido (Palacios,

2010).
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De modo a facilitar o procedimento do método de difusdo em pogos (apds a 0zonolise
de um liquido) foram designadas siglas para cada substancia ativa utilizada, assim como 0s

controlos positivo e negativo, apresentadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Identificacdo por siglas da substancia utilizada no teste in vitro

Siglas Substancia utilizada
Octiset® (dicloridrato de octenidina)

Ducray® (cloro-hexidina)

Protosan® (polihexanida)

lodopovidona

Oleo de girassol puro

Oleo de girassol 0zonado

N |IT|o|TO0

Leveduras: Nistatina

+ Controlo positivo para

Bactérias: Vancomicina
- Controlo negativo: dgua desionizada
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3. Resultados e Discussao

A eficécia antimicrobiana surge como uma preocupacdo major nos dias que correm,
devido ao aumento das possiveis resisténcias decorrentes de feridas infetadas. Assim, do amplo
leque que esta disponivel no mercado surge a necessidade de escolha consoante o caso. Todavia,
esta decisdo tem que ser informada por forma a que seja a mais adequada a cada situacao
(Wiegand, Abel, Ruth, Elsner, & Hipler, 2015). No presente, pretendeu-se verificar qual o
antissético com uma agio mais eficaz na pele. Tendo sido utilizado para esse efeito o Octiset®
(dicloridrato de octenidina), o Ducray® (cloro-hexidina), o Protosan® (polihexanida), a
lodopovidona e o dleo de girassol ozonado, contra a C. albicans, a S. cerevisiae e 0 S. aureus.
Para tal, foi realizado o método de difusdo em pocos como teste preliminar para todos os
microrganismos testados e a obtencdo da CMI como teste definitivo para o S. aureus.

3.2. Método de difusédo em poc¢os

Foram realizados trés ensaios para cada microrganismo testado.

Figura 11 — Resultados dos halos de inibi¢cdo nos meios de cultura. Placas do lado esquerdo
correspondem aos trés ensaios para a C. albicans e as placas do lado direito correspondem aos
trés ensaios para S. cerevisiae (fotografias do aluno).

41
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas



Rui Mineiro
Estudo comparativo da eficacia de antissépticos comerciais na pele

Na literatura encontrada foi verificado nos testes in vitro que a polihexanida,
octenidina e cloro-hexidina tem uma toxicidade comparavel, ndo obstante de serem superiores
a da iodopovidona (Hubner et al., 2010). Comparando diretamente a cloro-hexidina com a
iodopovidona numa situacdo de desinfecdo pré-operatéria, foi notdria a diminuicdo de
complicacdes subsequentes devido a infecéo de cicatrizes quando se fez uso da cloro-hexidina.
(Ritter et al., 2019). Corroborando o ja dito, é possivel esmiucar a razao para tal superioridade
em relacdo a cloro-hexidina, aquele que é o antisséptico mais utilizado no mundo, em relacao
a iodopovidona encontrando-se explicacdo em duas ordens de grandeza. A primeira a cloro-
hexidina tem uma atividade residual duradoura, em segundo a cloro-hexidina consegue exercer
atividade mesmo na presenca de fluidos, como por exemplo, sangue e exsudado purulento coisa
que ndo acontece com 0s compostos iodoforos.

O mesmo deve ser dito para uma combinacgéo entre o triclosan e a cloro-hexidina, pese
embora, neste caso ainda ndo existam testes suficientes para dar uma resposta consolidada sobre
a vantagem de uso simultaneo. Havendo, por agora, um efeito semelhante ao uso isolado do
triclosan, o que de per si ja é satisfatorio (Wohlrab, Jost, & Abeck, 2007). Acresce ainda dizer
que é atualmente a primeira escolha nos casos de dermatite atopica tanto em especialidades
como em férmulas magistrais. Embora, seja pratica comum a sua substituicdo pela cloro-
hexidina e iodo6foros. (Wohlrab et al., 2007).

Ainda assim, ndo deve ser excluido o efeito cumulativo que deriva do uso sequencial
dos antisséticos, sendo referidas mais valias que, antagonizam com a ideia inicial de fazer o uso

de um sé antissético (Mermel, 2019).

42
Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas



Rui Mineiro
Estudo comparativo da eficacia de antissépticos comerciais na pele

Tabela 12 — Resultados dos trés ensaios (valor médio) referentes aos halos de inibicdo (mm)
no meio de Sabouraud para a C. albicans e S. cerevisiae; e no meio de Mueller-Hinton para o
S. aureus (O — Octiset®, dicloridrato de octenidina; D — Ducray®, cloro-hexidina; P — Protosan®,
polihexanida; H — lodopovidona; 1 — Oleo de girassol puro; 2 — Oleo de girassol ozonado; +
Nistatina; - 4gua desionizada).

Substancias Valor médio dos halos de inibi¢cdo (mm)
utilizadas C. albicans S. cerevisiae S. aureus
O 13,7 14 22
D 20,7 19,3 23
p 13 10 10,7
H 14 15,7 11,3
1 5 5 5
2 5 5 5
+ 22,7 10 13,3
- 5 5 S

Por leitura dos resultados da Tabela 12 é possivel dizer que ha uma relacéo de resposta
que permite saber o grau de sensibilidade dos diferentes microrganismos testados em cada meio
aos diferentes antisséticos em concentragGes disponiveis no mercado. Assim, por leitura dos
respetivos halos no meio Sabouraud para a C. albicans, em milimetros, é possivel apurar que a
cloro-hexidina é o antissético que possui maior capacidade bactericida, seguida logo da
iodopovidona e octenidina. O que entra em contradi¢do com a literatura, podendo ser este facto
explicado pelas diferengas de concentracdo utilizadas. Por sua vez, para a S. cerevisiae, por
leitura dos halos de inibicdo é possivel dizer que a maior capacidade inibitoria € atribuida a
cloro-hexidina seguindo-se a iodopovidona. Em relacéo aos testes realizados em meio Mueller-
Hinton em que os mesmos antisséticos sdo testados contra o S. aureus, fica claro que os
antisséticos que possuem maior potencial antibacteriano séo a cloro-hexidina e octenidina.

Koburger et al., 2010 realizou uma comparacao entre diferentes antisséticos (triclosan,
octenidina, iodopovidona, polihexanida e cloro-hexidina) utilizando os métodos de
microdiluicdo e suspensdo quantitativa. Desta comparacao, surge um ranking de eficacia, que
subdivide em dois mediante o contacto do antissético seja imediato ou prolongado. Quando se
fala de um contato mais imediato, a octenidina aparece em primeiro lugar em termos de eficacia
seguida de iodopovidona, cloro-hexidina e termina com triclosan. Por seu turno, quando se fala
de um contato prolongado a melhor opcdo € a polihexanida, a qual se seguem octenidina, cloro-
hexidina, triclosan e iodopovidona (Koburger et al., 2010). A polihexanida é preferivel neste
tipo de contato prolongado (feridas crénicas) por ter um bom perfil de tolerabilidade e ndo perde
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a sua atividade quando na presenca de fluidos. Cujo, mecanismo de acao é semelhante ao da
cloro-hexidina, sendo que se espera que ambas apresentem halos de inibicdo similares.
Contudo, no presente estudo tal ndo se verificou, como se pode observar na Tabela 12.

Mais recentemente com o ressurgimento da utilizacdo de Oleos ozonados na
terapéutica médica, € oportuna uma comparagao com os antisséticos conhecidos até a data uma
vez que também o ozono tem acdo antissética reconhecida. Donde, como consequéncia do
processo de producdo de 6leos ozonados existe um aumento dos valores de perdxido de
hidrogenio, que eleva a viscosidade e dificulta o acesso a dupla ligacéo que é ponto de partida
para a ozondlise, e uma diminuicdo do valor de iodo do 6leo escolhido (Diaz et al., 2006). O
que explica as diferencas nos diametros dos halos obtidos aquando dos testes (Tabela 12).
Ainda assim, € notdria uma maior eficacia antibacteriana por parte do 6leo ozonado, seguindo-
se posteriormente a cloro-hexidina a 0,2% e a iodopovidona. Estando referenciado halos de
inibicdo contra bactérias e leveduras com um didmetro medio de 42,4 mm para S. aureus
(Montevecchi et al., 2013). Importa ainda dizer que o processo de ozondlise esta dependente
do tempo que o dleo fica exposto ao ozono, podendo assim dizer-se que, 0 6leo exposto ao
0z0oNno por mais tempo terd maior agdo sobre os diferentes microrganismos enquanto antissético
(R Di lorio, Otani, J Koh, Maria Liberatore, & Camilo, 2013). O que também pode justificar
terem sido obtidos halos com um didmetro igual ao controlo negativo (ver Tabela 12) valores

esses que estdo muito abaixo do esperado.

3.3. Concentracdo minima inibitoria

Tabela 13 - Concentracdo minima inibitdria para estirpes de Staphylococcus aureus.

Estirpe S. aureus ATCC 25923
[mg/mL]

CMI
Octenidina 0,1% 3,91
Cloro-hexidina 0,2% 1,95
Polihexanida 0,1% 1,95

lodopovidona 10% 1562,50
Triclosan 0,15% 0,73

Os (0leo de girassol ozonado) N&o realizado*

*Por ndo se terem obtido resultados positivos no método de difusdo em pogos

Os resultados obtidos, sdo referentes a CMI quando testados contra 0 microrganismo
S. aureus que permitem aferir para a estirpe ATCC 25923 que: 0 antissetico mais ativo foi 0

triclosan por demonstrar um valor de CMI (0,73 mg/mL) menor em relagdo as restantes CMI
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dos antisseéticos testados. O antissético menos ativo foi a iodopovidona por demonstrar o0 maior
valor de CMI (1562,50 mg/mL).

Na literatura, surge um apontar para a polihexanida e octenidina como os agentes, que
tém a CMI mais baixa e, portanto, sdo naturalmente mais eficazes (Koburger et al., 2010),
seguindo-se por ordem de CMI a cloro-hexidina, triclosan e iodopovidona (Dittmann et al.,
2019). O que veio contrariar em alguma medida a gradacéo obtida na parte experimental desta
dissertagéo, facto que se deveu a utilizagdo da cloro-hexidina a 0,2%, o que segundo a literatura
esta abaixo da janela estabelecida (0,5 - 4%) para que seja obtida acdo antissética. A somar a
esta explicacdo, ha ainda uma razdo fisica a obstaculizar o resultado que se deve a baixa taxa
de difusdo da cloro-hexidina no agar sélido.

Apesar de todo o arsenal terapéutico de antisséticos para fazer frente a agentes
microbianos como ja foi dito, resisténcias tém sido relatadas. Em verdade, os antisséticos
mostram um espectro antimicrobiano mais amplo em comparacdo com o0s antibi6ticos e sdo
menos comprometidos por resisténcias especificas. Ao passo que, varios fatores contribuem
para as resisténcias conhecidas (Dittmann et al., 2019). Estando a cloro-hexidina incriminada
como o principal antissético que faz aumentar a resisténcia a antibioticos, através das
resisténcias cruzadas, quando existe uma exposicao abusiva (G. Kampf, 2016). A exposicao a
cloro-hexidina aumenta a CMI em S. aureus e diminui a suscetibilidade dos seguintes
antibidticos penicilina, tetraciclina e gentamicina (Nicolae Dopcea et al., 2019). Facto que
conduz a preocupagdes maiores, uma vez que a cloro-hexidina é o antissético mais usado em
todo o mundo (Dittmann et al., 2019).

Apesar das vantagens atribuidas aos antisséticos, estes sao ainda passiveis de conduzir
a efeitos colaterais cutaneos. A titulo de exemplo cito a octenidina com um excelente perfil
alérgeno que no entanto, ndo deve ser usada concomitantemente com antissépticos a base de
iodo, uma vez que liberta radicais de iodo que levam a irritacdo tecidular. Bem como, a cloro-
hexidina a qual tém sido atribuidos alguns casos de dermatite (Lachapelle, 2014).

Em suma, os resultados para 0s antisséticos cloro-hexidina e a octenidina, tanto no
método de difusdo em pocos para todos os microrganismos testados, como na obtencao da CMI
para o S. aureus estiveram nos lugares cimeiros, como se esperaria. Residindo as pequenas
alteracOes esperadas na concentracdo utilizada. Quanto aos 6leos ozonados, os resultados
também se afastaram do que estava previsto, uma vez que a concentracao ideal para obter acdo

antissética nao foi encontrada (dentro do tempo estipulado para este trabalho).
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4. Conclusao

A utilizagdo pouco criteriosa de antisséticos esta a conduzir a resisténcias aos proprios,
alastrando-se também aos antibidticos, o que em Ultima analise constitui um alarme para a saide
publica. Por esta via, este projeto fez-se valer do método de difusdo em pocos para perceber
qual o antissetico (octenidina, cloro-hexidina, polihexanida, iodopovidona, triclosan e 0zono —
oleo de girassol ozonado) com maior potencial bacteriostatico e bactericida contra S. aureus,
C. albicans e S. cerevisiae; e da obtencdo da CMI dos mesmos antisséticos contra S. aureus.

No método de difusdo em pocos, para todos os microrganismos testados, conseguiu-
se apurar que a octenidina e a cloro-hexidina (diametro dos halos de inibicdo de 13,7 — 22 mm
e 19,3 — 23 mm, respetivamente) sdo os antisséticos mais eficazes. O que € em certa medida
consentaneo, com a literatura mais atual e que atribui o lugar cimeiro a polihexanida, seguida
de octenidina e cloro-hexidina. Todavia ndo se verificou o previsto para a polihexanida,
provavelmente devido a uma concentracdo muito diluida. N&o obstante do resultado obtido, foi
um dos pressupostos assumidos a priori, a utilizacdo das concentracdes disponiveis no
mercado, de modo a ter uma percecao real do valor terapéutico dos antisséticos. Foi também
percetivel que o valor obtido para os halos de inibicdo do ozono foi muito baixo (5 mm).
Devendo-se este facto ao ndo apuramento da concentracdo ideal, devido a morosidade do
mesmo.

A determinacdo da CMI para o S. aureus (microrganismo com maior prevaléncia na
pele) permitiu concluir que o triclosan (0,73 mg/mL) € o antissético mais eficaz, seguido da
polihexanida e cloro-hexidina (1,95 mg/mL para ambos). O que contradiz o esperado, segundo
o0 qual a polihexanida e octenidina seriam o0s antisséticos com a CMI mais baixa, portanto mais
eficazes.

Por fim, pode dizer-se que todos os objetivos propostos no inicio deste trabalho foram
cumpridos: comparacdo de diferentes antisseticos comerciais com acdo cutanea contra S.
aureus, C. albicans e S. cerevisiae, utilizando o método preliminar de difusdo em pocos e
determinacdo da respetiva CMI para o S. aureus. Para robustecer as conclusdes do presente
trabalho, seria necessario realizar um maior nimero de ensaios, efetuar testes com diferentes
concentracdes dos antisséticos, analisar a acdo dos antisséticos para outros microrganismos
presentes na pele, escrutinar com maior cuidado os valores da polihexanida e da cloro-hexidina
(apresentam mecanismos semelhantes, o que podera dar origem a resultados semelhantes, sendo

que a polihexanida possui auséncia de relatorios de anafilaxia e um excelente perfil de
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tolerabilidade) e, porventura, executar a 0zonolise de outros 6leos. Apesar das limitacdes deste
trabalho foram executados testes considerados suficientes para as conclusdes acima descritas.
Em suma, este trabalho podera contribuir para um acréscimo do conhecimento ja
existente sobre o uso dos antisséticos, sendo uma mais valia no combate das resisténcias
instaladas. Além de ser, um projeto piloto para uma possivel utilizacdo de 6leos 0zonados como

agente antissético.
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