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AS BASES MOLECULARES DO EFEITO DEGERMANTE DAS POLI-BIGUANIDAS NAS BACTÉRIAS
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Introdução: A presença de micróbios associados às feridas epiteliais crônicas ou persistentes é evidenciada pelo odor fétido, resultante do aumento do teor de cadaverina e/ou putrescina, moléculas de fácil volatilidade, também produzidas a partir do catabolismo bacteriano. Considerando o êxito do emprego das moléculas de PHMB como adjuvantes na cicatrização e na asseptização de feridas, direcionamos as pesquisas na busca pela compreensão do mecanismo de ação exercido pelos polímeros de biguanida sobre as bactérias, usando como modelo, Escherichia coli (ATCC 25922). Objetivo: Esclarecer alguns aspectos sobre o mecanismo de ação bactericida das moléculas de PHMB nos organismos Gram negativos, procarióticos. Material: As amostras sementes de E. coli usadas neste trabalho foram mantidas congeladas a - 80º C, na presença de elementos crioprotetores, em alíquota de 0,2 mL, contendo 108 UFC. Como meio de cultura foi usado o Agar Nutritivo com Glicose e Extrato de Levedura (ANGY). A preparação de PHMB foi gentilmente cedida pela empresa Walkmed. Metodologia: As amostras de E. coli eram descongeladas e ativadas durante 18 horas em 10 mL de caldo NGY. Após este tempo, as células eram lavadas três vezes, com centrifugação (1800g /5 minutos). O sedimento era ressuspenso em 4mL de PBS pH 7.2 e dividido em alíquotas de 1mL, que eram mantidas na geladeira, em banho-maria, a fim de evitar choque térmico. A quantidade de UFC nas alíquotas era padronizada para 107UFC por mL. Esse tipo de preparação permanece estável por até três dias. As placas eram incubadas à temperatura de 37°C durante 24 horas. As concentrações de PHMB foram definidas por diluições, na base 2, variando de 2-1 a 2-8, a partir de uma amostra contendo 0,2 % p/p. A relação quantitativa entre as moléculas de PHMB e as células bacterianas foi definida pela técnica de pour- plate, em placa com ANGY, utilizando-se 107 bactérias, num volume de  20 mL e PHMB nas diluições de 2-1, 2-3 e 2-5. O modelo de interação PHMB-bactéria foi definido usando-se uma preparação lavada de E. coli contendo 107 UFC/mL. Depois de fervida, 0,5 mL da suspensão bacteriana morta era misturado com 0,5 mL das diferentes concentrações de PHMB. Depois de incubada a 37 ºC, por cinco minutos e centrifugada a 1500g. Cada preparação era agitada e examinada quanto à presença de grumos. Resultados: Os resultados dos ensaios mostraram que: 1- A ação bactericida da PHMB é observada até à diluição 1/64 (2-6); 2- Os cálculos matemáticos sugerem que são necessárias, pelo menos, 1011 moléculas de PHMB para inibir a proliferação de uma única célula de E. coli. Isso é melhor observado na diluição 2 -3, na preparação em pour-plate; 3- O potencial aglutinador das moléculas de PHMB sobre as células de E. coli foi demonstrado até na diluição 2-3. Discussão-Conclusão: Os eventos observados neste experimento sugerem que as moléculas de PHMB têm efeito bactericida iniciado pela ação agregante e que essa ação passa  a ser efetiva quando a relação moléculas de PHMB/bactérias é da ordem de, pelo menos, 1011. O caráter inédito destes resultados abre perspectivas para uma melhor compreensão científica sobre a utilização hospitalar dos produtos anti-sépticos preparados com PHMB. Os resultados aqui descritos serão apresentados sob a forma de imagens, que ilustram os fenômenos nos seus diferentes aspectos. 

