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RESUMO

Os cateteres venosos centrais (CVC) sdo utilizados em situacdes em que ha necessidade
de acesso prolongado ou definitivo ao sistema vascular. A infeccdo associada a esses
tipos de cateteres constitui riscos e agravos adicionais a pacientes, devido a formacéo de
biofilmes nesses dispositivos. A formagdo do biofilme em cateteres, apds a sua
implantacdo, estd associada a formacdo de uma camada de proteinas que adere a
superficie, a partir disso, ocorre a interacdo com microrganismos por forcas fracas de
atracdo, iniciando a colonizacéo do dispositivo. O peptideo antimicrobiano Clavanina A
(Clav A) possui 23 residuos de aminoacidos, sendo altamente eficaz contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. O uso da nanotecnologia é promissor no controle e
prevencdo da formacgdo de biofilme. Nanoparticulas de magnetita (FesOsNps) tém
caracteristicas de interesse para aplicacdo biomédica, como biocompatibilidade,
biodegradabilidade e superparamagnetismo. Desta forma, o presente trabalho teve como
objetivo modificar a superficie de cateteres com PAMSs nanoestruturados para obtencédo
de uma cobertura eficiente contra a formacdo de biofilmes bacterianos. Inicialmente,
modificou-se a superficie do cateter com aminopropiltrietoxisilano (APTS). As
Fe3OsNps foram sintetizadas pelo método da coprecipitagdo de sais de metais e,
posteriormente, as suas superficies foram modificadas com é&cido 3-tiofenoacético
(3TA) ou meso-2,3 acido dimercaptosuccinico (DMSA), para posterior ligacao
covalente dos peptideos. Realizou-se a analise morfoldgica das amostras atraves das
técnicas de microscopia eletrénica de transmissdao e varredura (MEV), além da
composicdo elementar através de Espectroscopia de Energia Dispersiva (EDS). A
atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando-se o bioensaio in vitro contra
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa e Candida spp. As analises morfoldgicas das NPsFe3O4 demonstraram a
presenca de particulas em formato de aglomerados, com tamanho homogéneo e
didmetro médio de 10nm. Micrografias de MEV em corte transversal do cateter
demonstraram a formagédo de um revestimento homogéneo. O mapeamento por EDS
confirmou a presenga das NPsFesOs aderidas a superficie do cateter. Ambas as
modificacbes quimicas foram eficazes para modificar a superficie do cateter. Os
sistemas  ClavA(NPsFe3s0s-DMSA)-Cateter e ClavA(NPsFez0s-3TA)-Cateter
apresentaram um bom desempenho contra as bactérias e leveduras testadas. A atividade
antimicrobiana dos cateteres modificados com filmes nanoestruturados e o peptideo
Clavanina A pdde ser explicada baseando-se na interacdo deste com a parede celular e a
membrana plasmatica destes microrganismos de acordo com a organizacdo e
componentes estruturais. Logo, pode ser vislumbrado como uma nova alternativa para o
controle de infec¢gBes nosocomiais associadas a cateteres intravenosos.

Palavras-chave: Peptideos antimicrobianos. Clavanina A. cateteres. Biofilme.
nanoparticulas



ABSTRACT

The central venous catheters (CVC) are used in situations requiring long-term or
permanent access to the vascular system. The infection associated with these types of
catheters is further risks and hazards for patients, due to the formation of biofilms on
these devices. The formation of biofilms on catheters, after its implementation, is
associated with the formation of a layer of proteins sticking to the surface, from that,
there is interaction with microorganisms by weak forces of attraction, starting device
colonization. The Clavanina A antimicrobial peptide (Clav A) has 23 amino acid
residues and is highly effective against Gram-positive and Gram-negative bacteria. The
use of nanotechnology is promising in the control and prevention of biofilm formation.
Magnetite nanoparticles (Fe304Nps) have features of interest for biomedical
applications, biocompatibility, biodegradability and superparamagnetism. Thus, this
study aimed to modify the surface of catheters with nanostructured AMPs to obtain an
effective hedge against the formation of bacterial biofilms. Initially, the catheter surface
is modified with aminopropyltriethoxysilane (APTS). The Fe304Nps were synthesized
by coprecipitation method of metal salts and then their surfaces were modified with 3-
thiopheneacetic acid (3TA) or meso-2,3-dimercaptosuccinic acid (DMSA) for
subsequent covalent attachment of peptides. We held the morphological analysis of
samples through the techniques of transmission electron microscopy and scanning
(SEM), and the elemental composition by Energy Dispersive Spectroscopy (EDS).
Antimicrobial activity was evaluated using the bioassay in vitro against Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa and Candida
spp. The SEM micrographs showed the presence of NPsFe304 particles in
agglomerated form, with a homogeneous size and average diameter of 10nm. SEM
micrographs in cross section of the catheter showed the formation of a homogeneous
coating. The mapping by EDS confirmed the presence of NPsFe304 adhered to the
surface of the catheter. Both chemical modifications were effective to modify the
surface of the catheter. The club systems (NPsFe304-DMSA)-Cateter and mace
(NPsFe304-3TA)-Cateter performed well against bacteria and yeast tested. The
antimicrobial activity of catheters modified nanostructured films and Clavanina The
peptide was explained based on the interaction of this with cell wall and plasma
membrane of these microorganisms according to components and structural
organization. Therefore, it can be envisioned as a new alternative for the control of
nosocomial infections associated with intravenous catheters.

Keywords: antimicrobial peptides. Clavanin A. catheters. Biofilms. nanoparticles.
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1. INTRODUCAO

No século passado, apesar da introducdo dos antibidticos ter gerado uma melhoria
significativa no combate a determinados microrganismos, as infecgdes nosocomiais tém
representado um sério problema para a populacdo mundial, uma vez que comprometem a boa
recuperacdo do individuo, podendo ser até fatal. Além disso, podem gerar aumento de gastos
financeiros devido ao prolongamento do tratamento e permanéncia do paciente no ambiente
hospitalar (Breathnach, 2013; Cerqueira, 2014).

O uso de dispositivos intravenosos, tais como, cateteres vasculares, vem sendo bastante
explorado na clinica, principalmente para facilitar a administracdo de medicamentos e realizar
nutricdo parenteral em pacientes debilitados. Em contrapartida, a utilizacdo desses dispositivos
tem apresentado dificuldades relevantes, principalmente, em relacdo a grande incidéncia de
formacdo de biofilmes microbianos em suas superficies e consequente aumento do nimero de

infeccOes (Pereira et al., 2005).

Na maioria dos casos, as infecces comecam quando oS microrganismos aderem a
superficie do dispositivo ocorrendo proliferacdo e producdo de uma matriz polimérica que
contém agua, polissacaridos extracelulares e DNA, constituindo assim o biofilme. Finalmente
ocorre o despreendimento de células que séo responsaveis pela propagacdo da infeccdo (Costa et
ai, 2011; Ahmed et ai, 2014). Os biofilmes tém elevada capacidade de resisténcia aos agentes
antimicrobianos, o que significa um problema sério para a utilizacdo de dispositivos

intravasculares, incluindo cateteres venosos centrais (CVC) (Dolan, 2001).

Os biofilmes sdo produzidos por diversos microrganismos, entre eles estdo:
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e
Candida spp (Breachnatch, 2013). Os biofilmes sdo dificilmente removidos na superficie do
dispositivo e, muitas vezes a Unica maneira de erradicar a infeccdo € a retirada do dispositivo
(Costa et al, 2011).

Portanto, a busca de novas estratégias visando a prevencao da formacgéo de biofilmes em
cateteres é extremamente relevante, a fim de reduzir as infec¢cGes nosocomiais associados a esses

dispositivos.
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Diante disso, pesquisas comprovaram que determinadas moléculas de natureza proteica,
resultantes do sistema imune inato de diversos tipos de organismos, apresentavam significativa
atividade antimicrobiana. Portanto, os peptideos antimicrobianos (PAMs), acabaram se tornando
alvo de estudos a fim de aplicacdo como novos antibidticos capazes de se contrapor aos
mecanismos de resisténcia de inUmeros microrganismos de interesse, tais como 0 MRSA
(Staphylococcus aureus Meticilina Resistente), o qual esta estreitamente associado a morbidade e
mortalidade de pacientes acometidos por infecgdes nosocomiais (Brogden, 2005; Schmidtchen et
al., 2014).

Em adicdo, o peptideo antimicrobiano Clavanina A apresenta um amplo espectro de
atividade contra bactérias gram-positivas e gram-negativas. A referida capacidade
antimicrobiana serviu de base para que se fossem criadas novas alternativas para diminuir
infeccbes associadas a dispositivos intravenosos. Destacando-se que ja foi demonstrado que
determinados dispositivos biomédicos, tais como cateteres urinarios e sondas, quando tiveram
suas superficies modificadas com PAMs, geraram resultados satisfatorios com relacdo ao
controle da formacéo de biofilmes (Li, Chua, Saravanan, Basu, Mishra et al., 2013).

O presente estudo ainda acrescentou a nanobiotecnologia como uma forma de melhoria
do sistema, gerando peptideos associados a nanoparticulas magnéticas de 6xido de ferro (Fes0a),
para que fosse garantida uma area de superficie especifica e boa biocompatibilidade, resultando
em uma eficiente cobertura antibiofilme para cateteres venosos centrais. Visando assim, a
obtencdo de uma nova estratégia para a reducéo de infeccGes nosocomiais associadas ao uso de
destes dispositivos.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Infeccdes Nosocomiais

Também conhecidas como infecgdes hospitalares, as infecgbes nosocomiais, em um
sentido mais amplo, podem ser também denominadas de “Infec¢des associadas a cuidados de
saude”, as quais sdo adquiridas através de cuidados de saide em qualquer configuracao,

incluindo o uso de dispositivos médicos, procedimentos ou terapias (Breathnach, 2013).

Significam uma problemética que atinge milhdes de pessoas ao redor do mundo. Dados
da OMS mostram que todos os anos morrem mais de 100.000 pessoas no Brasil em funcéo de
infeccdes associadas aos servicos de salde e que estas atingem cerca de 14% dos pacientes
internados. Para se ter no¢do da dimensdo do problema, 240 mil pessoas morreram em 2013,

apos terem seus quadros de infeccdo agravados (Cerqueira, 2014).

Uma subandlise do estudo Extended Prevalence of Infection in Intensive Care Il (EPIC
I1), que avaliou apenas os pacientes incluidos no Brasil, verificou que, em 1.235 pacientes
incluidos, cerca de 62% deles apresentavam quadro de infeccdo, prevaléncia esta
significativamente mais elevada que aquela observada na mesma base de dados em outros locais,

como Europa e América do Norte (Almeida & Farias, 2015).

De acordo com a portaria n® 2.616, de 12 de maio de 1998, do MS, infeccdo nosocomial é
aquela adquirida apos admisséo do paciente e que se manifeste durante a internagdo ou apés a
alta, quando puder ser relacionada com a internacdo ou procedimentos hospitalares. Estas
infeccdes aparecem depois de 48 horas ou mais, apds a entrada do paciente no hospital ou no
prazo de 30 dias a partir da alta e ndo estdo relacionadas com as doencas que trouxeram o

individuo ao ambiente hospitalar (Kayode et al., 2010).

A origem das InfeccBes Hospitalares na maioria das vezes é autégena, uma vez que 0
desenvolvimento se da a partir da microbiota do paciente, podendo ter origem comunitaria ou

intra-hospitalar (Pereira et al., 2005). Entre os fatores mais comuns estao:

o Fatores relacionados ao Hospital ou servico de saude: superlotagdo; falta de
higiene da equipe cuidadora (lavagem das maos); saneamento inadequado, auséncia de

obediéncia aos protocolos de limpeza de uniformes, lavagem e esterilizacdo de
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equipamentos e medidas preventivas; terapéuticas depressoras do sistema Imunoldgico;
uso de indiscriminado de antibioticos, selecionando organismos resistentes; realizacdo de
procedimentos de didlise, ventilagdes cirurgicas; entre outros (Kayode et al., 2010;
Monteiro et al., 2003; Breathnach, 2013).

o Fatores relacionados ao paciente: Extremos de idade; multiplas doengas
subjacentes que causam imunodeficiéncia, como a AIDS, além de doencas neuroldgicas e
de pele que permitem a entrada de microrganismos no tecido subcutaneo; imobilidade e
desidratacdo favorecem infec¢fes do trato urinério (UTIs) e a prdpria microbiota normal
do paciente, que possui patdgenos potenciais, tais como Escherichia coli no intestino e S.

aureus no nariz (Breathnach, 2013).

Tais infeccbes podem variar de leves a graves, e até fatais. Estando intimamente
associadas com a alteracdo da morbidade e da mortalidade de pacientes, gerando também
implicagfes econdmicas com 0 aumento dos custos com os cuidados de salde e da repercussao

em termos de sofrimento humano (Breathnach, 2013; Kayode et al., 2010).

Os Estados Unidos embora seja um pais onde mais de 15% do seu PIB esta voltado para
0s cuidados com a saude, dados de 2009 demonstraram que cerca de 2 milhGes de pacientes sdo
acometidos de infeccBes hospitalares, gerando um gasto de mais de 4,5 bilhdes de dolares para o

governo americano (Reed and Kemmerly, 2009).

2.2. Infec¢des nosocomiais associadas a dispositivos médicos

O uso de dispositivos medicos e implantes de biomateriais, tais como, cateteres
vasculares e urinarios, valvulas cardiacas, proteses ortopédicas, stents, entre outros, esta cada vez
mais comum e sua introducdo na pratica médica tem como objetivos principais a melhoria da
sobrevivéncia e da qualidade de vida do paciente (Costa et al., 2011; Alves et al., 2014). Em
contrapartida, tal uso tem representado uma ameaca para os pacientes e um grande desafio para
os clinicos por estar associado a infec¢bes bacterianas que comprometem a seguranca e a

longevidade destes dispositivos (Gao et al., 2011).
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Diferente de outros tipos de infecgdes nosocomiais, as infeccBes associadas ao uso de
dispositivos se encontram diretamente ligadas ao atendimento médico (Reed and Kemmerly,
2009). Cerca de um quarto a um terco dos casos de infeccbes surgem através de dispositivos
intravasculares, como cateteres venosos; e 0s demais estdo associados ao trato urinario,
ventilacdo pulmonar, aparelhos dentarios, lentes de contato e valvulas cardiacas (Breachnatch,
2013; Gao et al., 2011).

As infeccbes bacterianas associadas a dispositivos e implantes significam para o0 meio
hospitalar uma elevada morbimortalidade e maior tempo de internagdo com aumento dos custos.
E ainda, de forma preocupante, tais infeccbes geram o desenvolvimento de resisténcia aos
farmacos utilizados (Mishra et al., 2014; Li et al., 2014).

A insercdo de um cateter (urinario ou intravascular) aumenta o risco de infeccdes
sanguineas em pacientes debilitados. A patogénese dessas infeccOes esta associada a relacdo das
células do sistema imunologico do hospedeiro com fatores de viruléncia do microrganismo. 1sso
explica o fato de que um terco a quase dois ter¢os dos casos de morte de pacientes em uso de
cateteres permanentes corresponde a individuos imunocomprometidos (Olejnickova et al., 2014).

Embora o uso de dispositivos ortopédicos esteja muitas vezes ligado a infec¢des graves
levando até a amputacbes de membros, a mortalidade na maioria dos casos é atribuida a
colonizacao de implantes cardiovasculares, como cateteres venosos, valvulas cardiacas e proteses
(Costa et al., 2011).

As infec¢Bes sanguineas associadas a cateteres venosos sdo de extrema gravidade,
principalmente quando se desenvolvem em uma Unidade de Terapia Intensiva (UTI). Na UTI é
comum o uso de cateteres intravasculares, contudo, € frequente a ocorréncia de infeccdes em
virtude da manipulacdo muitas vezes inadequada e maior tempo de permanéncia do paciente,

favorecendo a colonizacéo do dispositivo com a microbiota hospitalar (Tardivo et al., 2008).
2.3. InfeccOes associadas ao uso de CVC

Os cateteres venosos surgiram em 1970 e cada vez mais tém sido utilizados na clinica

médica como alternativa para o acesso vascular (Figura 1) (Tardivo et al., 2008). Segundo
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Mesiano e Merchan-Hamann (2007), o nimero de cateteres puncionados nos Estados Unidos

chega a 150 milhdes, sendo mais de 5 milhdes, cateteres venosos centrais (CVC).

Figura 1. (A) Cateter Venoso Central duplo luimen (B) CVC inserido em veia jugular. Fonte: A

(http://www.trammit.com.br/cateter-venoso-central/817-cateter-venoso-central-duplo-

lumen.html)/ 2015 e B (http://sapiensmedicus.org/blog/2015/01/19/coloca-un-cateter-venoso-

central-en-7-sencillos-pasos/)/ 2015.
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Os acessos principais para uso de CVC sdo as veias jugular, subclavia e femoral. Os

cateteres geralmente sdo constituidos de silicone ou poliuretano, podendo ser semi ou totalmente
implantaveis, de Gnico ou duplo limen, de curta e longa permanéncia (Tardivo et al., 2008;
Junior et al., 2010).

Um CVC de longa duracdo se destina a permanecer em determinado acesso por um
periodo prolongado, sendo encapsulado por via subcutanea e totalmente implantado, ja o cateter
de curta duracdo possui uso temporéario, ndo € encapsulado subcutaneamente, nem totalmente
implantado (Shah et al, 2013).

A utilizacdo de cateteres venosos centrais € comum em pacientes criticos que geralmente
estdo submetidos aos cuidados em UTI. Dentre as finalidades de tal dispositivo estdo:
administracdo de solucBes capazes de irritar a camada intima vascular; farmacos
quimioterapicos; hemodidlise; nutricdo parenteral, a qual promove a infusdo de solugbes com
alta osmolalidade (acima de 800 a 900m Osm/L) e monitoramento hemodindmico de doentes
graves (Vilela et al, 2010; Lorente et al, 2005).
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Apesar de sua notavel utilidade, o cateter venoso central estd associado a serias
complicacBes por ser uma técnica incbmoda e invasiva para 0 paciente que podem gerar
consequéncias adversas tais como: trombose, estenose, pneumotorax ou hemotdrax. Trata-se de
uma técnica sujeita a um grande nimero de complicacdes mecénicas que durante a insercdo do

cateter aumentam a probabilidade de infeccdo (Polderman & Girbes, 2002).

A infeccdo em cateteres venosos centrais constitui riscos e agravos para pacientes que em
virtude de doencas subjacentes ja se encontram debilitados e com seu sistema imunoldgico
enfraquecido. E o caso de pacientes que estio sendo submetidos a terapia do cancer e pacientes
em hemodidlise, os quais ficam suscetiveis a reinternacGes e complicacdes que podem levar a
morte (Junior et al, 2010). Geralmente cerca de 19% dos pacientes em uso de CVC apresentam
sintomas de infeccdo, sendo 7% relacionado a infeccBes locais e 12% a casos de bacteremia
(Junior et al., 2010). O risco de infecgdo em cateteres venosos centrais esta associado a diversos
fatores, incluindo o tempo de permanéncia do cateter no vaso, a forma como o mesmo é
manipulado, o local de implante, a solucdo que é infundida e principalmente, a experiéncia do

profissional que realiza a cateterizacdo (Araujo, 2003; Mesiano et al., 2007; Tardivo, et al, 2008).

O fator determinante na patogénese de infeccdes relacionadas a cateteres é a formacao de
biofilmes bacterianos (Olejnickova et al, 2014). Neste caso, o tratamento comumente utilizado
envolve a substituicdo dos dispositivos contaminados e em alguns casos prolongada
antibioticoterapia, 0 que inevitavelmente gera custos adicionais ao sistema de salde (Benerjee et
al., 2011).

2.4. Biofilmes

Um biofilme pode ser definido como um conjunto de células irreversivelmente associadas
que se desenvolve a partir da adesdo de microrganismos a uma determinada superficie, seguida
de uma alteracdo génica que promove a expressao de fendtipos diferentes de sua forma
planctonica (Donlan, 2002; Trautner & Darouiche, 2004), ou seja, quando incorporadas a um
biofilme, as células microbianas sdo fisiologicamente distintas de suas correspondentes
planctonicas e passam a agir de forma coordenada, como cooperativas, de certa forma imitando

um organismo multicelular (Lindsay et alL., 2006).
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A formacéo de biofilme € uma forma natural de crescimento para a maioria das espécies
microbianas em seus habitats naturais e constitui uma simples estratégia de sobrevivéncia que
facilita a transmissdo de patdgenos, proporcionando um ambiente estavel e de protecdo para o
microrganismo (Moscoso et al., 2006). Dentro de um biofilme as células sdo mantidas juntas
atraves de uma matriz extracelular, produzida pelo préprio microrganismo, que consiste
basicamente em polissacarideos e proteinas e, também, DNA (Hayrapetyan et al., 2015). Esta
matriz caracteriza-se por ser resistente a certas condigdes ambientais, como: radiacdo UV,
variacdo de pH, chogue osmdtico e dessecacdo; alem de prevenir a entrada de antibioticos e

substancias biocidas (Costa et al., 2011).

Quando um microrganismo é capaz de formar biofilme, este pode se desenvolver em uma
ampla variedade de superficies, incluindo tecidos vivos, dispositivos médicos, tubulacdes de
sistema de &gua potavel, além de sistemas aquéaticos naturais. Para que se constitua um ambiente
favoravel a fixacdo e o crescimento de microrganismos deve existir uma interface sélido-liquido

entre a superficie e uma solucdo aquosa, como agua ou sangue (Donlan, 2002).

Um exemplo conhecido de biofilme é a placa dentéria da superficie dos dentes, porém
mais recentemente, estudos sugeriram que grande parte das infeccBes estdo associadas a
formacdo de biofilmes, cerca de 60% dos casos (Douglas, 2003; Moscoso et al., 2006). O
desenvolvimento dessas comunidades sésseis e a sua resisténcia inerente ao ataque de
antibioticos e do sistema imunoldgico, servem de base para muitas infeccbes persistentes e
crénicas (Whitchurch et al., 2002). Além disso, a estrutura do biofilme facilita a transferéncia

horizontal de genes entre estirpes microbianas resistentes e ndo resistentes (Costa et al., 2011).

O estabelecimento de um biofilme ocorre em trés etapas: (1) aderéncia microbiana,
através de flagelos ou fimbrias presentes na superficie celular; (2) formacdo de microcolénias e
producdo da matriz extracelular; (3) maturacdo e desprendimento de células, promovendo assim,
a propagacao da infeccdo (Figura 2). As infecgdes podem ser causadas por uma Unica espécie
microbiana ou por uma mistura de bactérias ou espécies fungicas e geralmente estdo relacionadas

com a colonizacao de proteses, valvulas cardiacas e cateteres (Costa et al., 2011; Douglas, 2003).
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Figura 2. Etapas na formacéo de biofilmes. Fonte:
(http://www.yourgenotype.com.br/search?updated-max=2014-06-14T10:30:00-07:00&max-
results=50) / 2015.
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A implantagdo de um biomaterial, como por exemplo, 0s cateteres intravasculares, esta
associada a formagdo de uma camada de proteinas (fibrinogénio, imunoglobulinas, albumina)
que adere a sua superficie. A partir disso ocorre a interacdo entre 0 microrganismo e tais
proteinas através de forcas fracas de atracdo que mais tarde sdo substituidas por interacbes mais

especificas (Costa et al., 2011).

A forma mais comum de contaminacdo de um implante biomédico é a contaminacédo
direta por microrganismos presentes no ambiente hospitalar e principalmente por bactérias ou
fungos que colonizam a pele do paciente, que no momento da inser¢do do dispositivo séo
arrastadas, se depositando na superficie do mesmo. Apesar do desenvolvimento nos ultimos
tempos de novas técnicas cirdrgicas assépticas, microrganismos ainda sdo encontrados em cerca
de 90% dos dispositivos. Os patdgenos mais comuns encontrados, sdo: Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus viridans, Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosa e Candida sp. (Alves et al.,
2014).

Dentre estes microrganismos, foram eleitos para este trabalho as bactérias Staphylococcus

aureus, Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e fungos do género
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Candida, devido a serem reconhecidas como principais formadores de biofilme em dispositivos

intravasculares, como cateteres venosos.
2.4.1. Staphylococcus aureus

Staphyloccus aureus € um coco gram-positivo pertencente a familia Staphylococcaceae/
Micrococcaceae que apresenta, pelo menos, 200 estirpes diferentes (Durai et al., 2010). Estes
microrganismos sao ndo-esporulados e geralmente, ndo-encapsulados. Apresentam didmetro de
0,5 a 1,0 um, possuem formato esférico, podendo se apresentar como cocos Unicos ou
combinados e em forma de cachos irregulares (Figura 3). Trata-se de anaerdbios facultativos,
imdveis, catalase e coagulase-positivos e oxidase-negativos (Le loir et al., 2003; Santos et al.,
2007).

Figura 3: (A) Colo6nias tipicas de S. aureus e (B) analise morfoldgica por microscopia eletronica
de S. aureus  Fonte: Figura A (http://biomedicinaemicro.blogspot.com.br/p

[culturasbacterianas.htm)/ 2015 e Figura B (https://annarenatav3.wordpress.com/page/2/) / 2015.

S. aureus € um microrganismo versatil e adaptavel, podendo existir sem causar danos,
habitando como um comensal (Novick et al., 2003), como exemplo, pode ser encontrado na pele
e nas fossas nasais de pessoas saudaveis. Porém, pode provocar infec¢fes de simples a graves,
tais como: espinhas, furinculos, pneumonia, meningite, endocardite e até septicemia, as quais
estdo suscetiveis, principalmente, individuos imunodeprimidos (Santos et al., 2007). Em adigé&o,
algumas estipes de S. aureus sdo capazes de produzir enterotoxinas estafilocdcicas (SEs), que
comumente causam intoxicagdes alimentares e a toxina da sindrome do choque toxico (Le loir et
al., 2003).
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Existem 50 ou mais genes acessorios envolvidos na patogénese do S. aureus, estes séo
responsaveis pela codificacdo de proteinas que permitem a sua colonizacdo no hospedeiro
(Novick et al., 2003). Essa capacidade de colonizacdo e patogenicidade estdo intimamente
ligadas aos seus fatores de viruléncia, incluindo a producdo de moléculas de fibrinogénio,
fibronectina, colageno e da enzima coagulase, as quais estdo relacionadas com a aderéncia do
microrganismo as células do hospedeiro ou a matriz extracelular; assim como, a liberagcdo das
hemolisinas a, B, 9, y e d responsaveis pela a sua invasio na célula do hospedeiro, penetracdo nos

tecidos e adesdo a superficies de cateteres e proteses (Santos et al., 2007).

E 0 agente mais isolado em cateteres semi-implantaveis utilizados em hemodialise, assim
como, € a bactéria prevalente em cerca de 50% dos casos de bacteremia relacionada a cateteres

totalmente implantaveis (Neves junior et al., 2009).

A infeccdo causada por S. aureus é a mesma causada pelo MRSA (Staphyloccus aureus
resistente a Meticilina), com a diferenca de que o segundo apresenta resisténcia ao antibiotico
Meticilina, por ser capaz de produzir uma proteina de membrana denominada proteina de ligacdo
a penicilina-2a [PBP2a] que o torna resistente aos betalactamicos (grupo de antibidticos que se
define pela presenca do anel beta-lactamico e inibe a sintese de peptideoglicano), dificultando
assim, o tratamento contra as infeccGes causadas por tal microrganismos (Suarez & Gurdiol,
2009; Durai et al., 2010)

A resisténcia a meticilina levou a incorporacdo do uso da Vancomicina no tratamento de
pacientes infectados por MRSA, porém a utilizacdo deste Gltimo de forma abusiva desencadeou
o surgimento do VRSA (Staphyloccus aureus resistente a Vancomicina), ratificando ainda mais a
necessidade, ja reconhecida pela OMS, da descoberta e sintese de novos antimicrobianos para o

tratamento de cepas de Staphyloccus aureus multirresistentes (Santos et al., 2007).

2.4.2. Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae é uma bactéria gram-negativa, cujo tamanho varia de 0,3 a 1um
de didmetro e 0,6 a 6 um de comprimento. Pertencente a familia Enterobacteriaceae, anaerobio
facultativo e cresce em temperatura 6tima de 37°C (Podschun and Ullmann, 1998). As col6nias
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formadas sdo grandes, de cor rosea, brilhantes, com aspecto elevado e de consisténcia mucdide
(Figura 4), em virtude da producdo de uma capsula polissacaridica que fornece auxilio na
aderéncia do microrganismo na formacédo do biofilme, assim como, o protege contra fagocitose e
outros fatores séricos via cascata mediada pelo complemento (Martinez et al., 2004; Gupta et al.,
2003).

Figura 4: (A) Colo6nias tipicas de K. pneumoniae e (B) analise morfolégica por microscopia
eletronica de K. pneumoniae. Fonte: Figura A
(https://www.mja.com.au/journal/2010/193/9/community-acquired-klebsiella-pneumoniae-liver-
abscesses-emerging-disease) / 2015 e Figura B (https://lapufpel.wordpress.com/2013/07/) / 2015.
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A K. pneumoniae esta presente como sapréfita na nasofaringe e no trato intestinal
(Podschun & Ullmann, 1998), sendo fonte de infec¢bes pulmonares em pacientes debilitados por
alcoolismo, diabetes e portadores de doencas pulmonares cronicas. As infec¢des causadas pelo
género Klebsiella geralmente acometem pessoas imunodeprimidas, sendo responsavel por altas
taxas de mortalidade. Dentre as sindromes clinicas mais frequentes citam-se: pneumonia,
infeccBes do trato urinério e de feridas, bacteremia, artrites, enterites, meningites em criangas e
sepse (Madson et al 1994; Ingham, 2000).

O género Klebsiella possui carater patogénico atribuido principalmente a presenca de
capsula ou lipolissacarideo; a presenca de adesinas com ou sem fimbrias que favorece sua adesao
as mucosas as celulas do trato respiratorio, intestinal e urogenital; além de produzir uma
enterotoxina estavel ao calor e possuir habilidade de metabolizar a lactose (Madson et al, 1994;
Podschun & Ullmann, 1998). Ja foram descritos cerca de 80 antigenos capsulares e por volta de
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5 antigenos somaticos ou O, adesinas fimbriais e ndo fimbriais que servem como fatores de

viruléncia (Gupta et al., 2003).

No final do século XX, o alto indice de infec¢cBes nosocomiais associadas as bactérias
Klebsiella spp, sendo cerca de 32% relacionadas a K. pneumoniae, levou ao uso indiscriminado
das cefalosporinas, o que desencadeou a selecdo destes microrganismos e consequente
desenvolvimento da resisténcia e necessidade de pesquisa por novas geracdes de antibioticos
(Colombo et al., 2009).

A carbapenemase € uma enzima produzida por bactérias gram-negativas (enterobactérias)
que lhes confere resisténcia aos antimicrobianos carbapenémicos, além de inativar alguns
agentes P-lactdmicos. Tal enzima foi encontrada inicialmente na Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) na Carolina do Norte, Costa Leste dos Estados Unidos, em 1996. Cepas
produtoras de carbapenemase podem causar qualquer tipo de infec¢do sendo a evolugdo destas
associadas a uma alta taxa de mortalidade. O paciente com infeccdo pela KPC pode apresentar
febre ou hipotermia, taquicardia, piora do quadro respiratério e nos casos mais graves
hipotensdo, inchaco e até faléncia de multiplos 6rgdos (Cotrim, Rocha & Ferreira, 2012).

2.4.2. Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, também pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Caracteriza-se por apresentar a forma de bastonete movel (flagelo
peretriquo) com diametro médio de 0,5um e comprimento de aproximadamente 1,5 um. Trata-se
de um microrganismo nao esporulado, anaerébio facultativo que cresce em temperatura 6tima de
39 °C. As colbnias podem apresentar aspecto rugoso ou liso, assim como mucdides, nas quais as
Unidades formadoras de coldnias (UFC) possuem um diametro de 1 a 3 mm (Figura 5)
(Neidhardt, Ingraham & Schaechter, 1990; Ferreira & Knobl, 2009).

Figura 5: (A) Col6nias tipicas de E. coli e (B) analise morfoldgica por microscopia eletronica de
células de E. coli. Fonte: Figura A
(https://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Escherichia_coli_0O157:H7_and_Hemolytic_uremic_
syndrome)/ 2015 e Figura B
(http://www.gov.mb.ca/health/publichealth/diseases/escherichia_coli.html)/2015.
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A bactéria E. coli € um microrganismo Gram-negativo que coloniza a microbiota
intestinal de seres humanos e animais de sangue quente, estabelecendo uma relagdo mutuamente
benéfica com seu hospedeiro, no entanto, 10% de suas cepas sdo patogénicas e estdo associadas
as infecgbes nosocomiais e infecces adquiridas na comunidade. E uma bactéria uropatogénica,
porém comumente encontrada em isolados de meningite neonatal, enterites e bacteremias. Tém
representado uma grande problematica por apresentar resisténcia a pelo menos duas classes de
antibidticos utilizados na clinica, tais como, penicilinas e cefalosporinas (Von baum & Marre,
2005; Santos et al., 2009).

Estudos relataram a formacdo de biofilmes de linhagens de E. coli patogénicas em
diversos tipos de superficies, inclusive em dispositivos biomédicos. O estabelecimento desses
biofilmes em certos dispositivos cirurgicos pode levar a formacdo de hemolisina, a qual gera
uma reacdo inflamatéria e consequentemente dificulta o desenrolar do tratamento (soto et al.,
2007).

2.4.4. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa € uma bactéria Gram-negativa (Figura 6) que faz parte da
microbiota humana e raramente causa infec¢cGes comunitarias em individuos saudaveis. Contudo,
trata-se de um agente infeccioso importante em ambientes hospitalares, sendo extremamente
perigoso para pacientes imunodeprimidos. Como exemplo, podemos citar pacientes vitimas de
queimaduras, cateterizados, com pneumonia hospitalar e em uso de respiradores. Além disso, é
causa predominante de morbidade e mortalidade em pacientes com fibrose cistica, devido a
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colonizacdo do epitélio das vias respiratorias por tal microrganismo, podendo levar a

insuficiéncia pulmonar e morte (Stover et al., 2000; Paviani, Stadnik & Heinik, 2003).

O género Pseudomonas é constituido por bacilos com dimensdes que variam entre 0,5 —
1,0um de largura e 1,5 — 5,0um de comprimento, aerdbios estritos, retos ou levemente curvados,
néo esporulados, ndo-fermentadores de glicose e apresentam motilidade por meio de um ou mais
flagelos polares. Crescem e temperaturas de até 42°C, geralmente produzindo um pigmento azul-
esverdeado (piocianina), denominado de bacilo piocianico. Podem ser isolados a partir da agua,
plantas, solo e tecidos de animais, onde sdo capazes de formar biofilmes resistentes (Murray,
Drew, Kobayashi et al., 1992; Paviani et al., 2003).

Figura 6: (A) Colbnias tipicas de P. aeruginosa e (B) Anélise morfoldgica por microscopia
eletrobnica de P. aeruginosa. Fonte: Figura A (http://www.microregistrar.com/tag/
pseudomonasaeruginosa/)/ 2015 e  Figura B (http://www.microbiologia.ufrj.br/

antigo/informativo/micromundo/360)/ 2015.

A espécie de maior importancia clinica é a P. aeruginosa principalmente devido ao seu
alto potencial de viruléncia. Este potencial pode ser associado producdo de polissacarideos
(alginato), toxinas extracelulares, presenca de lipopolissacarideo (LPS) de parede celular
(endotoxina), fatores estruturais que garantem a sua aderéncia a células hospedeiras e a formacéo
de biofilmes (Murray et al., 1992; Arnow & Flaherty, 1996).

Grande parte dos materiais e equipamentos hospitalares pode servir de base para o
desenvolvimento de biofilmes de P. aeruginosa, principalmente aqueles de superficie molhada,
como equipamentos para ventilagdo e administragcdo intravenosa (cateteres) (Paviani et al.,
2003).
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A P. aeruginosa € intrinsecamente resistente a varios antimicrobianos, incluindo
betalactamicos, cloranfenicol e tetraciclinas. Geralmente as cepas hospitalares de P. aeruginosa
sdo marcadas pela multirresisténcia as drogas de rotina, sendo grande parte dessa resisténcia
desenvolvida em UTIs. Dentre os mecanismos de resisténcia envolvidos estdo: a produgdo de -
lactamases; sistemas de bombas de efluxo; producdo de enzimas inativadoras de
aminoglicosideos e baixa permeabilidade da membrana ou auséncia de porinas de alta
permeabilidade (Paviani et al., 2003; Ferreira & Lala, 2010).

2.4.5. Leveduras do género Candida

Candida é uma levedura que faz parte da microbiota do corpo humano e animais,
colonizando a pele e mucosas dos tratos digestivo e urinério, bucal e vaginal (Hossain et al.,
2003). Algumas espécies sdo encontradas no tubo gastrointestinal em 20 a 80% da populacao
adulta saudavel. Entre as mulheres, cerca de 20 a 30% apresentam colonizacdo por esta levedura
na vagina (Colombo & Guimaraes, 2003).

Estes microrganismos degradam proteinas e carboidratos para obterem carbono e
nitrogénio, elementos essenciais para seu desenvolvimento. Devido a sua capacidade adaptativa,
as leveduras podem desenvolver tanto na presenca de oxigénio quanto em anaerobiose (Giolo &
Svidzinski, 2010).

Microbiologicamente trata-se de uma levedura vegetal; desprovida de clorofila; Gram-
positiva; dimorfica; saprofita e se desenvolve melhor em pH acido (Rosa & Rumel, 2004). Na
maioria das vezes se reproduzem de maneira assexuada, por meio de estruturas denominadas
conidios, entretanto algumas espécies se multiplicam sexuadamente (Figura 7) (Giolo &
Svidzinski, 2010).

Figura 7: (A) Coldnias tipicas de Candida albicans e (B) Analise morfoldgica por microscopia

Optica de Candida albicans. Fonte: Figura A

(https://museudinamicointerdisciplinar.wordpress.com/tag/candidiase/) / 2015 e Figura B
(http://thunderhouse4-yuri.blogspot.com.br/2009/12/candida-albicans.html)/ 2015.
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S8o microrganismos comensais, entretanto, essas mesmas leveduras podem se tornar
patogénicas, caso ocorra um desequilibrio em sua relagdo com o hospedeiro, por isso sdo
consideradas oportunistas. Essa transformacdo pode ser devida ao comprometimento dos
mecanismos de defesa do hospedeiro (extremos de idade, doenca de base, imunossupressao) ou
rompimento das barreiras anatdbmicas, como queimaduras, cateteres ou cirurgias invasivas. O
género Candida spp. € responsavel por 80% dos casos de infec¢do fungica sistémica (Giolo &
Svidzinski, 2010).

A especie de Candida mais isolada em humanos é a C. albicans, sendo, portanto, a
levedura mais associada em processos infecciosos, incluindo a candidemia. Entretanto, outras
espécies ndo-albicans tém sido consideradas quanto a sua patogenicidade. S&o elas: C. tropicalis,
C. parapsilosis, C. krusei e C. glabrata, entre outras (Giolo & Svidzinski, 2010).

A candidemia é definida pela presenca de fungos do género Candida na corrente
sanguinea, que nunca deve ser considerada uma contaminante apenas, e tem indicagdo formal de
tratamento. InfeccBes da corrente sanguinea por esse tipo de levedura correspondem a uma
mortalidade de cerca de 35-75%. Representa aproximadamente 17% de todas as infeccbes
adquiridas na UTI, sendo a quarta etiologia mais frequente de infec¢Bes nosocomiais
(Kauffmann, 2014).

Existem varios fatores potenciais para o desenvolvimento de candidemia, dentre os quais
estdo: o uso de cateteres venosos centrais, que geralmente estdo associados ao desenvolvimento
de biofilmes; méos de profissionais colonizadas por espécies de Candida; imunossupresséo;

infeccdo bacteriana concomitante; uso recente de antibidticos de amplo espectro; diabetes;
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cirurgia abdominal recente; nutricdo parenteral; hemodialise, pancreatite e neutropenia, entre
outros (Benjamin et al., 2009)

As manifestagBes clinicas sdo extremamente variaveis, podendo ser leves e
oligossintomaéticas, e em alguns casos apresenta uma rapida evolugdo com sepse grave ou choque
séptico, alem de candidemia invasiva, que € definida pela disseminacdo hematogéncia da
infeccdo em outros 6rgaos como olhos, rins, coracdo, cérebro entre outros (Kauffmann, 2014).

A candidemia deve ser tratada inicialmente com a remocéo do cateter venoso central, mas
ndo pode ser considerada como medida suficiente para tratamento. Os principios de tratamento
destes pacientes incluem a remocdo e drenagem de quaisquer abscessos que por ventura
apresentem. Em pacientes leve a moderadamente doentes, a recomendacdo inicial é de
tratamento com azois, como o fluconazol, em pacientes sem uso prévio. Por sua vez, em
pacientes graves se recomenda 0 uso de equinocandinas ou polienos a base de lipidios como a
anfotericina B (Leon et al., 2014).

Anfotericina B deve ser reservada para infeccbes de drgdos, como a meningite, a
endocardite, ou a osteomielite ou para pacientes em que a co-infeccdo com outros fungos é
documentada ou possivel. Ndo h& nenhuma vantagem significativa em combinar antifingicos

para o tratamento da candidemia (Benjamin et al., 2009).

2.5. Peptideos Antimicrobianos (PAMs)

Nos ultimos anos, com a intensa busca por agentes terapéuticos que superassem a
resisténcia bacteriana, houve um aumento no interesse por abordagens terapéuticas alternativas
que fossem mais eficazes no combate aos diversos tipos de patégenos, e entre elas estdo 0s
peptideos antimicrobianos (PAMSs) (brogden, 2005; Hancock & Sahl, 2006; Schmidtchen et al.,
2014).

Peptideos antimicrobianos sdo componentes principais do sistema imune inato, formando
uma primeira linha de defesa contra patdgenos invasores (Schmidtchen et al., 2014). A maioria
desses peptideos é mobilizada logo apés a infeccdo microbiana e atuam rapidamente para
neutralizar uma ampla gama de microrganismos. Estes possuem ainda outras vantagens, tais

como: propriedades antitumorais, agem em uma concentragdo muito baixa, e sd80 menos
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propensos a promover a resisténcia bacteriana. Portanto, estas propriedades tornam os PAMs

candidatos promissores para drogas terapéuticas (Reddy et al., 2004).

Os PAMs compreendem uma familia quimicamente e estruturalmente heterogénea. No
entanto, existem algumas caracteristicas que sdo compartilhadas por quase todos os PAMs ja
conhecidos, tais como: possuem sequéncias menores que 60 residuos de aminoécidos (12-50
aminoacidos); pesos moleculares entre 1 e 5 kDa; carga liquida positiva, juntamente com
dominios hidrofdbicos; caracteristicas anfipaticas e uma variedade de conformacdes estruturais,
incluindo a-hélices, folhas-pB-pregueada, hélices estendidas e loops (Figura 8)
(Kindrachuk,Nijnik & Hancock, 2010; Andreu & rivas, 1998; Costa et al., 2011).

Figura 8: Dobramentos estruturais dos peptideos antimicrobianos magainina (a-hélice),
Indolicidina (hélice estendida), drosomicina (dominios a-hélice e folha B-pregueada) e teta-
defensina (folha-B-pregueada). Fonte: (http://www.ebah.com.br/content/ABAAABbckAJ)/2015.

indolic idna

drosomicina teta-defensina

Mais de 750 PAMs ja foram identificados em varios organismos, que vao desde insetos,
plantas até animais, incluindo os seres humanos. Muitos organismos utilizam estes peptideos
como mecanismo de defesa inata que 0s protege contra microrganismos invasores (Mendez et
al., 1990; Schnapp, Reid & Harris, 1998).

As primeiras evidéncias que contribuiram para uma melhor compreensdo dos peptideos
antimicrobianos foram baseadas em estudos da mosca da fruta Drosophila melanogaster. Esta

serviu de modelo para analise de mecanismos imunes inatos, sendo responsavel pela producéo de
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uma linhagem de peptideos, tais como: drosomicina, cecropinas e atacinas. Drosomicinas € um
potente antifungico, enquanto o0s outros apresentam propriedades antibacterianas (Hoffman et al.,
1999; Reddy et al., 2004).

Os PAMs tém sido descritos como componentes do arsenal de defesa das plantas. A
maioria das familias de PAMs descritos para plantas sdo ricos em cisteina e possuem estruturas
globulares estabilizadas por pontes dissulfeto. O sistema imunoldgico das plantas conta com a
producdo de varias classes de peptideos antimicrobianos, incluindo defensinas, tioninas e
proteinas de transferéncia de lipidios (Maroti et al., 2011; Candido et al., 2014).

Foram caracterizadas duas grandes familias de PAMs em mamiferos: as defensinas e
catelicidinas (Gallo et al., 2002). Cada uma destas exibe uma expressdo especifica e distinta. As
defensinas sdo pequenos peptideos antimicrobianos catidnicos expressos por granuldcitos,
isolados inicialmente a partir do coelho e porco da india. Os seres humanos possuem seis o-
defensinas, sendo quatro expressas por granuldcitos e alguns linfocitos (HNP 1-4), enquanto as
outras duas sdo expressas pelas células de Paneth intestinal. As B-defensinas presentes nos seres
humanos sdo de quatro tipos (HBD 1-4) expressas por células epiteliais da pele e sua sintese €
induzida por citocinas (TNF-a ¢ IL-1B) (Reddy et al., 2004).

As catelicidinas sdo armazenadas como pré-peptideos inativos em granulos de secrecédo
de neutrdfilos e liberados mediante estimulacdo celular por processo proteolitico (Zanetti et al.,
1990; Reddy et al., 2004). Nos seres humanos, foram identificadas as catelicidinas CAP-18 e LL-
37 nos testiculos (Agerberth et al., 1995), epitélios escamosos, linfocitos e mondcitos (Agerberth
et al., 2000). Dentre as catelicidinas identificadas em mamiferos ainda estdo a SMAP-29 (ovelha)
e as bactenecinas Bac-5 e Bac-7 (bovinos), as quais possuem atividade antibacteriana (Reddy et
al., 2004; Agerberth et al., 2000).

Adicionalmente, uma grande variedade de peptideos antimicrobianos tem tomado
destaque no estudo para o desenvolvimento de agentes antimicrobianos, os peptideos isolados de
invertebrados marinhos. Estes sdo isolados a partir dos filos artropodes, cnidarios, anelideos,
moluscos, cordatos ¢ equinodermos. Apresentam estruturas baseadas em a-hélices, folhas-p ou

mistas estabilizadas por pontes dissulfeto entre residuos de cisteina (otero-gonzalez et al., 2010).
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2.6. Mecanismos de acdo dos PAMs

Devido a enorme variedade de sequéncias de aminoacidos e caracteristicas estruturais, o
mecanismo exato de acdo dos peptideos antimicrobianos ainda é uma questdo controversa.
Contudo, até o momento existe 0 seguinte consenso: por serem catidnicos, isto é, possuirem
carga positiva, os peptideos sdo elestrostaticamente atraidos para a célula microbiana, cuja
membrana possui elementos com carga negativa e ao interagir hidrofobicamente com os
fosfolipidios da membrana, o PAM adota uma estrutura anfipatica. Esta interacdo € a que se
acredita permitir a permeabilizacdo letal do peptideo na membrana. A maioria dos peptideos
antimicrobianos s6 assume sua estrutura anfipatica apds a interacdo com a membrana bacteriana,
uma vez que nao é uma estrutura favoravel em ambiente aquoso (Van‘t hof et al., 2001; Costa et
al., 2011).

Muitos PAMs contém uma fracdo substancial de residuos hidrofébicos que aparecem
frequentemente a cada 3-4 unidades de aminoacidos. Consequentemente, formam a-hélices ao
interagir com as membranas lipidicas. Portanto, embora esses peptideos afetem as bactérias de
muitas formas diferentes, incluindo a inibicdo da parede celular e da sintese de DNA, RNA e
proteinas, considera-se a ruptura das membranas plasmaticas como o seu principal modo de acdo
(Brogden, 2005; Hancock & Sahl, 2006; Schmidtchen et al., 2014).

A maioria dos PAMs naturais mostra seletividade para as membranas procariotas. 1sso
pode ser atribuido a diferencas na composi¢do da membrana e o potencial transmembrana que
afeta, dessa forma, a interacdo inicial e a eficacia de permeabilizacdo. Além disso, as interacoes
peptideo membrana ainda sdo dependentes da temperatura, do pH e da forca idnica (Van Kan,
Van der Bent, Demel et al., 2001).

Os mecanismos de agdo dos PAMs baseiam-se nas conformagfes assumidas em
ambientes hidrofébicos. Desta forma, em um processo infeccioso pode haver a acdo sinérgica
entre as moléculas de peptideos ou ainda um mesmo PAM pode apresentar uma variedade de
mecanismos de acdo, ampliando o efeito antimicrobiano (Toke, 2005; Nguyen et al., 2011,
Carvalho & Machini, 2013).
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Figura 9: Mecanismos de acdo dos PAMs sobre a membrana bacteriana. Adaptado de Silva et
al. (2014).
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A atividade antimicrobiana de PAMs estd baseada basicamente no modelo de quatro
mecanismos: Barril, Carpete, Toroidal e Detergente (Figura 9). No modelo de Barril, a parte
hidrofobica dos peptideos interage com as caudas hidrocarbonadas dos lipidios da membrana e a
sua parte hidrofilica expde-se no lumen, resultando na formacdo de um poro aquoso
transmembranar. No modelo de Carpete ocorre a saturacdo da membrana bacteriana por
moléculas de PAMs, resultando na sua permeabilizacdo (Van‘t hof et al., 2001; Carvalho &
Machini, 2011). O modelo toroidal propbe a formacdo de poros na membrana lipidica, cujos
peptideos sdo orientados a adotar uma orientacdo transmembranar (Brogden, 2005). Finalmente,
no modelo detergente ocorre através da desestabilizacdo da membrana pelos PAMs e a

subsequente formacé&o de micelas (Silva et al., 2014).

Os PAMs ndo s6 atuam sobre a membrana bacteriana, mas podem também executar as
atividades dos componentes intracelulares, atuando sobre o metabolismo celular, inibindo as
fases da divisdo celular, a sintese de proteinas e da parede celular. Alguns peptideos
desempenham um papel imunomodulador, estimulando a resposta imunitaria humoral do

hospedeiro contra o patégeno, induzindo processos quimiotaticos com a liberacdo de citocinas e
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guimiocinas, além de possuir uma atividade anti-inflamatoria e anti-endotoxina (Kindrachuck et
al., 2010).

Portanto, peptideos como os citados anteriormente e outros diversos ja isolados, vém
representando ferramentas em potencial no desenvolvimento de produtos farmacéuticos e

biotecnologicos, devido principalmente a sua potente atividade antimicrobiana.
2.6.1. Clavaninas

As clavaninas representam uma classe de peptideos antimicrobianos isolados a partir de
hemdcitos de um invertebrado marinho denominado Styela clava (Figura 10) (Van kan et al.,
2003). Este organismo é um tunicado simples que pertence ao filo cordata e habita
principalmente regides entre marés, a profundidades acima de 25m e com temperaturas que
variam de -2°C a 23°C (Lee et al., 1997).

Figura 10: Styela clava, tunicado do qual foi isolado o PAM Clavanina.

*Fonte:(http://pnwscuba.smugmug.com/Invasive-Tunicates/Styela-clava) /2015.
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A partir da Styela clava foram isoladas familias de peptideos antimicrobianos, dentre os
quais estdo as Clavaninas. Estas apresentam conformag¢do a-hélice, terminal C amidado e
algumas possuem um residuo de tirosina metilado. As clavaninas formam uma familia de
peptideos com estruturas homologas constituidas por 23 residuos de aminoacidos, ricas em
histidinas, glicinas e fenilalaninas, o que as distingue de outros PAMs. As isoformas que
compdem a familia das Clavaninas sao “A”, “B”, “C” e “D” (Tabela 1) (Van kan et al., 2003).
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Tabela 1: Sequéncias primarias das clavaninas A-D. Fonte: Lee et al (1996).

Clavaninas Sequéncias primarias

A
VFQFL GKIIH HVGNF VHGFS HVF-
NH:2

B VFQFL GRIIH HVGNF VHGFS HVF-
NH:2

C VFHLL GKIIH HVGNF VYGFS HVF-
NH:2

D AFKLL GRIIH HVGNF VYGFS HVF-
NH:2

As Clavaninas atuam diferentemente de acordo com o pH do ambiente que estdo
inseridas, o qual interfere no mecanismo de permeabilizacdo da membrana alvo. Em pH neutro,
0 peptideo adquire carga ligeiramente positiva e as bicamadas da membrana sdo desestabilizadas
de forma inespecifica. Em pH 5,5 as histidinas sdo protonadas potencializando a acao
antimicrobiana das Clavaninas. Em pH mais elevado, as bicamadas lipidicas ndo séao
eficientemente permeabilizadas, sugerindo que neste grau de pH o peptideo usa outro mecanismo
de morte celular, como por exemplo, a interacdo com proteinas envolvidas na translocacdo de
prétons (Van Kan, Demel, Bent & Kruijff, 2003).

Van Kan et al (2003) demonstraram que a atividade antimicrobiana da Clavanina A por
permeabilizacdo da membrana estd intimamente ligada a residuos de glicina presentes em sua
sequéncia primaria. As glicinas nas posigdes 6 ¢ 13 facilitam a formagao da a-hélice e permitem
o carater anfipatico da molécula aumentando a afinidade com membranas fosfolipidicas (Van
Kan et al., 2001).
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Apesar da Clavanina A se destacar como um peptideo que se apresenta eficaz atividade
contra bactérias Gram-positivas (S. aureus, Micrococcus flavus), Gram-negativas (E. coli,
P.aeruginosa, K. pneumoniae) e desempenhar também um papel imunomodulador, esse peptideo
ainda se encontra carente de estudos que demonstrem sua eficdcia in vivo, assim como de
analises estruturais (Lee et al., 1997; Van Kan, Demel, Breukink et al., 2002; Otero-gonzalez et
al., 2010).

2.7. Nanobiotecnologia

Nanobiotecnologia € um termo que descreve a convergéncia de duas ciéncias um pouco
distantes, a engenharia e a biologia molecular. Enquanto engenheiros vém trabalhando nas
ultimas trés décadas em busca do desenvolvimento de estruturas em escala nanomeétrica, tais
como chips eletrénicos. Bidlogos hd muitos anos tém se dedicado ao dominio das dimensdes
moleculares e celulares. Logo, a combinacdo destas disciplinas tem grande relevancia, uma vez
que pode resultar em novas classes de dispositivos e sistemas multifuncionais para a area
bioldgica e de andlise quimica, melhorando a eficiéncia, sensibilidade e especificidade de tais
sistemas (Fortina, Kricka, Surrey & Grodzinski, 2005).

Dessa forma, a nanotecnologia envolve a caracterizacédo, fabricacdo e ou manipulacao de
estruturas, dispositivos ou materiais que tenham pelo menos uma dimensdo na faixa de 1-100nm
(Duncan, 2011). Nesta escala, e principalmente abaixo de 5nm, as propriedades da matéria
diferem significativamente, ou seja, os efeitos quanticos desempenham um papel mais
importante do que em uma escala maior (Logothetidis, 2012).

Além dos varios usos industriais, a nanotecnologia vem trazendo grandes inovacdes com
aplicac@es significativas na area da farmacia, cosmética, biotecnologia, alimentos processados,
engenharia quimica, eletrOnica, mecanica, ciéncias ambientais, entre outras (Figura 11)
(Logothetidis, 2012).
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Figura 11: Aplicacgdes da nanotecnologia. Fonte:
(http://www.slideshare.net/vaibhavvitl/nanotechnology-42760017.) 2015.

Nanotecnologia

Nos ultimos anos, o campo da nanotecnologia tem experimentado rapido crescimento em
artigos cientificos, publicacbes de patentes e areas de aplicacdo, assim como, tem sido
amplamente reconhecida como um indicador da competéncia tecnoldgica de uma nacéo. Desde
2001, os Estados Unidos vem aumentando seu financiamento publico para pesquisas em
nanotecnologia e desenvolvimento. Em 2001 os gastos foram de $464.000.000 e em 2013, de
quase $1.550.000.000. Outros paises como, China, Alemanha, Japdo, Coréia e o Brasil, também
estabeleceram programas para financiar o desenvolvimento da area nanotecnoldgica. O
investimento global em nanotecnologia do setor publico foi de cerca de $7,9 bilhdes em 2012,
com um adicional de $10,0 bilhdes de financiamento corporativo (Liu, Jiang, Chen et al., 2014).

Embora com atuacdo em varias &reas, a nanotecnologia possui maior impacto na
tecnologia médica. Muitas aplicagdes revolucionarias, tais como novas tecnologias de
sensoriamento e modificacdo de superficie estdo sendo amplamente desenvolvidas. Neste

contexto, 0s nanomateriais passam a representar pegas chaves no desenvolvimento dessas novas

44


http://www.slideshare.net/vaibhavvit1/nanotechnology-42760017

tecnologias (Figura 12). Estes ndo se resumem apenas as nanoparticulas, mas também aos
materiais nanoestruturados, uma vez que as interacOes fisicas na interface entre estruturas
bioldgicas e materiais em nano escala tém sido cruciais para determinadas respostas bioldgicas
(Roszek, Jong & Geertsma, 2005).

Figura 12: Exemplos de nanomateriais. Fonte: (http://slideplayer.com.br/slide/361949/) 2015.
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Nanoparticulas (NPs) sdo particulas com dimensdo menor do que 1 micron. Podem ter
forma amorfa ou cristalina e suas superficies podem atuar como agente de transporte para gotas
de liquidos ou gases. A matéria nanoparticulada deve ser considerada um estado da matéria
distinta que vai além do estado sélido, liquido, gasoso e de plasma, devido a suas propriedades
que inclui grande area de superficie e efeitos quanticos (Buzea, Blandino & Robbie, 2007).

NPs estdo sendo usadas para diversos fins, desde tratamentos médicos, utilizacdo na
indUstria de producéo de baterias solares, de combustiveis, até a ampla incorporacdo em diversos
materiais para consumo, como cosméticos e roupas (Hasan, 2014). Uma das mais relevantes
aplicagdes das nanoparticulas na area médica esta relacionada com a entrega de drogas, assim
como com o diagndstico de doencas. As nanoparticulas também podem contribuir para o
desenvolvimento de superficies e sistemas “inteligentes”, com caracteristicas importantes, como
resisténcia, leveza e em alguns casos agdo antimicrobiana (Abhilash, 2010).

Os nanomateriais sdo geralmente classificados quanto a: (buzea et al., 2007):
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a) Dimensionalidade: I) 1D, refere-se a filmes tipicamente finos ou revestimentos de
superficie que sdo cultivados de forma controlada para resultar na espessura de
apenas um atomo, sendo assim chamado de monocamada. EX: circuitos de chips de
computador, revestimentos antirreflexo de 6culos de grau. I1) 2D, sdo nanomateriais
que possuem duas dimensdes na escala nanomeétrica, incluem filmes
nanoestruturados, cujas nanoestruturas estdo firmemente ligadas a um substrato;
assim como particulas livres de maior proporcdo também sdo consideradas
nanomateriais 2D. I11) 3D corresponde a materiais que s&o nanométricos em todas as
trés dimensdes. Ex: filmes finos depositados em escala atdmica, coldides e
nanoparticulas livres com varias morfologias.

b) Morfologia: sdo levadas em conta a planicidade, esfericidade, assim como o aspecto
(esférico, oval, cubico, prisma ou helicoidal). Neste caso, as particulas podem existir
na forma de po6s, suspensdes ou coloides.

c) Composicdo: NPs encontradas na natureza sdo compostas por varios materiais, ja 0s
materiais de composicao Unica sdo obtidos por sintese que envolve uma variedade de
métodos.

d) Uniformidade e aglomeracdo: sdo caracteristicas baseadas na quimica e nas
propriedades eletromagnéticas das NPs. Estas podem existir dispersas em aerossois,
como suspensdes ou coloides e em estado aglomerado. Neste Gltimo estado, as
nanoparticulas podem se comportar como particulas maiores, dependendo do
tamanho do aglomerado. Logo, durante a aplicacdo das NPs devem ser considerados
seu tamanho, aglomeracdo, forma e reatividade superficial, de acordo com a

regulamentacdo ambiental e da salde.

2.7.1. Nanoparticulas magnéticas

Materiais nanoestruturados possuem propriedades Unicas, tais como, magnéticas,
elétricas, quimicas e estruturais, que permitem o seu uso em uma grande variedade de aplicacdes,
incluindo o armazenamento de informagdo, fluidos magnéticos, biosensoriamento e engenharia
biomédica (Vatta, Sanderson & Koch, 2006).
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NPs magneticas (NPMs) possuem propriedades magnéticas Unicas, como o0
superparagnetismo, alta coercitividade, baixa temperatura de Curie e susceptibilidade magnética
(Figura 13). Tais propriedades podem proporcionar uma ligacdo seletiva de uma molécula
funcional e o seu alvo, e permitem a manipulacédo e o transporte para o local desejado, através do
controle do campo magnético produzido por um eletroima ou ima permanente (Vatta, Sanderson
& Koch, 2006; Wu, He & Jiang, 2008).

Figura 13: Nanoparticulas de magnetita. Fonte: (http://www.imagens.usp.br/?p=5260) 2015.

NPMs sdo utilizadas em bioaplicacdes importantes, incluindo biosseparacdo magnética e
deteccdo de entidades bioldgicas (células, enzimas, proteinas, virus, bactérias, etc.), no
diagnostico (contraste em RMN - Ressonancia Magnética Nuclear) e terapéutica (HFM -
Hipertermia do fluido magnética, direcionamento da entrega de drogas) (Wu et al., 2008).

HFM é uma promissora terapéutica utilizada para o combate do cancer, uma vez que o
calor dissipado a partir de NPs superparamagnéticas, submetidas a um campo magnético
alternado, € utilizado para incentivar danos ou morte celular em tecidos tumorais alvo. A terapia
pode ser usada em conjunto com quimioterapia e radioterapia convencionais, promovendo assim,

uma resposta mais efetiva (Khandhar, Ferguson, & Krishnan, 2011).

Nos ultimos anos as nanoparticulas magnéticas de maior interesse a serem investigadas
tém sido as de Oxido de ferro, incluindo a magnetita FesO4 e Fe' Fey"' O4 (ferromagnéticos e

superparamagnéticos), a-Fe>O3 (hematita, fracamente ferromagnético ou antiferromagnético), y-
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Fe203 (magnemita, ferromagnética), FeO (Wustita, antiferromagnética) e &-Fe2O3 e B-Fe203 (Wu
et al, 2008). Estas representam uma familia de candidatos mais adequados para a preparacdo de
nanocompositos magnéticos devido as suas propriedades de superparamagnetismo, além de
biocompatibilidade, biodegradabilidade, auséncia de toxicidade e baixo custo (Prucek, tu cek,
Kilianova et al., 2011).

A maioria dos outros materiais magnéticos, tais como o Cobalto (Co) tem uma
magnetizacdo de saturagdo bem superior em comparagdo ao 6xido de ferro, mostrando assim,
uma resposta magnética mais eficaz. Porém, estes materiais sdo toxicos. A magnetita (FesOas) e
magnemita (y-Fe2Oz) s80 0s Unicos materiais magnéticos que podem ser utilizados por seres
humanos sem causar nenhum dano a saude, de acordo com o FDA (Food and Drug
Administration). Nps de 6xido de ferro sdo consideradas benignas para o corpo, principalmente
porque o Oxido de ferro é dissolvido sob condicBes acidas. Além disso, os fons de Fe®*
resultantes podem ser armazenados no organismo, uma vez que a quantidade de ferro
armazenada pode ser de 3-5 gramas para um adulto. Portanto, NPs de ferro sdo promissoras e
vantajosas para a maioria das aplicagdes biomédicas (Khandhar et al., 2011; Amstad, Textor &
Reimhult, 2011).

2.7.2. Sintese de NPs magnéticas

Os tipos de aplicacdes das NPs magnéticas sdo altamente dependentes da estabilidade das
mesmas, 0 que esta intimamente ligada ao método de sintese utilizado. Os métodos populares de
sintese de NPMs incluem a co-precipitacdo, decomposicdo térmica, sintese de micelas, sintese

hidrotérmica e as técnicas de pirdlise a laser (An-hui lu, Salabas & Ferdi, 2007).

Neste trabalho iremos destacar a técnica de co-precipitagdo por ser a mais comumente
utilizada, de simples e rapido manuseio. O método de co-precipitacdo ¢ um método de sintese de
Fe304 cuja taxa de sucesso é de 96-99,9% (Hariani, Faizal, Ridwan, Marsi, & Setiabudidaya,
2013). Neste método sdo misturadas solucdes de sal de Fe?* e Fe* sequida da adicdo de uma
base inerte sob temperatura ambiente ou elevada. O tamanho, forma e composicdo das

nanoparticulas magnéticas depende muito do tipo de sais utilizados, da proporcio de Fe?* e Fe?",
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da temperatura de reacdo e do pH. Utilizando condicGes fixas é possivel obter NPs FesO4 de

qualidade e reprodutiveis (An-Hui lu et al., 2007).

Algumas particulas tm um melhor desempenho quando o tamanho destas fica abaixo de
um valor critico, o que depende do material, e corresponde a cerca de 10-20nm. No entanto, um
problema associado com tais particulas pequenas esta no fato de que estas tendem a formar
aglomerados com o tempo, para reduzir a elevada energia associada a relacdo volume-area de
superficie das nanoparticulas. Além disso, nanoparticulas metalicas séo facilmente oxidadas pelo
ar, o que resulta na perda de magnetismo e na sua capacidade de dispersdo. Portanto, é
importante o desenvolvimento de estratégias para protecdo das NPs, prevenindo sua

desestabilizacdo e degradacdo pds-sintese (An-hui lu, Salabas & Ferdi, 2007).

Um grande desafio na producdo de NPs magnéticas estaveis é a prevencdo ou
minimizacdo da aglomeracdo das particulas. Para isso, ja se sabe que alguns mondmeros,
polimeros e materiais organicos podem ser utilizados. Um exemplo, é o do &cido oleico (AO),
um agente tensoativo utilizado para estabilizar NPMs sintetizadas por co-precipitacdo. A camada
de AO dispersa as NPs impedindo a formacdo de grandes aglomerados, devido ao dipolo
magnético (Nicolas, Salet, Troiani, Zysler, lassalle & Ferreira, 2013).

2.7.3. Funcionalizacédo das Nanoparticulas Magnéticas

O revestimento da superficie das NPMs com determinados materiais é importante na sua
estabilizacdo e funcionalizacdo. Tal modificacdo pode tornar as particulas mais sollveis e
estaveis sob condicGes fisioldgicas. Para isso, as nanoparticulas tém suas superficies revestidas
por grupos funcionais, tais como, amina, acido carboxilico e tiol, o0 que as torna preparadas para
aplicacGes biomédicas seguras, pois melhora sua estabilidade, carga de superficie,

funcionalidade e capacidade de segmentacdo (Muthia, Park, Cho, 2013).

O polimero ideal para o revestimento das nanoparticulas deve ter uma elevada afinidade
pelo éxido de ferro, porém ndo pode ser capaz de estimular o sistema imunoldgico, ou seja, ndo
pode apresentar antigenicidade, e deve ser biocompativel para que aplicagdes in vivo sejam
possiveis (Muthia et al., 2013).
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A criacdo de camadas de polimeros organicos ou inorganicos na superficie das particulas
gera condicdes para a adicdo de moléculas bioativas, logo acidos nucleicos, proteinas, peptideos
ficam ligados a magnetita por meio de um invélucro polimérico (tipo ndcleo-casca) (Figura 14).
Para criacdo deste involucro, muitos pesquisadores vém utilizando o &cido 3- tiofenoacético
(3TA), polietilenoglicol (PEG) ou acido 2,3-meso-dimercaptossuccinico (DMSA) (Lee, Choa,
Kim & Hyeon Kim, 2011).

Figura 14: Esquema da superficie de uma NP de magnetita revestida com PEG (nucleo-casca).
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A superficie modificada com 3TA e DMSA (Figura 15) torna-se hidrofilica devido a
grande quantidade de grupos—COOH e, portanto, se dispersa melhor em solugdo aquosa. O PEG
possui residuos hidrofilicos ndo carregados e elevada mobilidade superficial, o que melhora a

biocompatibilidade das nanoparticulas (Lee et al., 2011).
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Figura 15: Fdrmulas estruturais do acido 3- tiofenoacético e 4&cido 2,3-meso-

dimercaptossuccinico.
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2.8. Imobilizacdo de peptideos antimicrobianos em superficies.

Embora apresente uma eficaz atuagdo antimicrobiana, o uso sisttmico dos peptideos
antimicrobianos ainda é limitado. Tal limitacdo esta intimamente ligada a toxicidade dos PAMs,
geralmente relacionada com as concentracBes elevadas utilizadas para compensar a semivida
relativamente curta dos PAMSs, devido a rapida digestdo por proteases e a agregacdo peptidica.
Dessa forma, a adesdo de peptideos antimicrobianos a determinadas superficies com o intuito de
formar filmes antimicrobianos vem sendo uma aplicacdo vidvel e bastante explorada no
desenvolvimento de biodispositivos (Haynie, Crum & Doele, 1995; Willcox, Hume, Aliwarga,
Kumar & Cole, 2008; Costa et al., 2011).

Os peptideos antimicrobianos se tornaram bastante atraentes em relacdo aos antibioticos
convencionais devido ao seu largo espectro de atividade, seletividade e resisténcia bacteriana
minima (Cleophas, Sjollema & Busscher et al., 2014). Logo, a imobilizacdo de PAMs em
superficies representa uma alternativa importante no combate contra bactérias resistentes
(Bagheri, Beyermann & Dathe, 2009; Rrapsch, Bier, Tadros & Nickisch-Rosenegk, 2014).

Ja foi relatada a imobilizac&o de peptideos antimicrobianos em varios tipos de superficies
solidas, tais como, resinas, vidro, silicone, aco inoxidavel e titdnio (Hancock & Sahl, 2006;
Alves & Pereira, 2014). As resinas, no momento, tém sido utilizadas apenas para o estudo do

mecanismo de acao de peptideos ativos, ndo sendo utilizadas para aplicacdes clinicas (Appendini
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& Hotchkiss, 2001; Bagheri et al., 2009). Existem poucos estudos sobre imobilizacdo de PAMs
em vidro. Em um deles, o peptideo catibnico modificado melamina foi imobilizado
covalentemente em uma superficie de vidro através dos ligantes como &cido 4-azidobenzdico
(ABA) e acido 4-fluoro-3-nitrofenil (Chen, Cole, Willcox et al., 2009).

O titdnio é um dos materiais mais utilizados para implantes em aplicacdes dentarias e
ortopédicas (Bencharit et al., 2014; Vanderleyden et al., 2014). Gallardo-Godoy et. al. (2014)
determinou a atividade antibacteriana in vitro do peptideo derivado da Lactoferrina humana
hLf1-11 ancorado a superficies de titanio. O trabalho demonstrou uma reducdo notavel na adesao
bacteriana e nas fases iniciais da formacdo do biofilme de Streptococcus sanguinis e
Lactobacillus salivarius (Godoy-Gallardo, Mas-Moruno, Ferndndez-Calderén, 2014).

O silicone € um polimero sintético aplicado na fabricacdo de dispositivos médicos e
préteses (ex. cateteres, stents e outros) quem vem sendo muito utilizado para imobilizacdo de
peptideos e destinado aos campos biomédicos e farmacéuticos (Ashar, Ward & Turcotte, 1981;
Briganti, Losi, Raffi, Scoccianti, Munao & Soldani, 2006). CW11, RK1 e RK2 sdo peptideos
sintéticos que foram imobilizados em superficies de silicone. CW11 € rico em triptofano e
arginina, ligando-se melhor a superficie das bactérias; possui baixa toxicidade e demonstrou
excelente atividade antimicrobiana contra E. coli, P. aeruginosa e S. aureus. RK1 e RK2
(derivados da B-defensina-28 variante humana) séo constituidos por arginina, lisina, residuos de
triptofano e apresentam amplo espectro antimicrobiano e tolerancia a condicdes salinas. Estes
quando imobilizados em superficies de cateteres urinarios de silicone mostraram atividade

antibidtica contra E. coli, S. aureus e C. albicans (Li, Saravanan, Basu, Mishra et al., 2014).

A imobilizacdo de PAMs em superficies pode ser realizada por métodos fisicos, via
adsorcdo ou montagem camada por camada (layer-by-layer, LbL) ou métodos quimicos, através
da formacao de ligagdes covalentes (Onaizi & leong, 2011).

O método LbL é simples e muito utilizado no revestimento de vérias superficies. Este
método se baseia na deposicdo alternada de polications e polianions em substratos sélidos
(Figura 16). Uma grande variedade de filmes funcionais ja foi preparada utilizando a
incorporacdo de camadas multiplas de varios compostos, incluindo proteinas e peptideos
(GODDARD & HOTCHKISS, 2008).
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Figura 16: Modelo de imobilizacao de peptideos pelo método fisico. Fonte: Adaptado de Onaizi
et al.(2011).
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Os métodos fisicos sdo baseados em ligacGes de hidrogénio, dipolos permanentes,
interacdes dipolos induzidos (forcas de Van der Waals ou forgas de dispersdo de London),
interacdes hidrofobicas e interacdes idnicas entre os PAMs e as superficies (Stendahl, Rao, Guler
& Stupp, 2006). Ndo causam alteracBes quimicas no peptideo funcional mantendo a sua
estabilidade conformacional retendo moléculas de &gua entre as matrizes (Shukla, Fleming,
Chuang, Chau et al, 2010).

No entanto, uma das principais desvantagens dos métodos fisicos é que o processo de
difusdo dos PAMs através das camadas para atingir a interface, torna-se bastante complexo,
devido a fatores como: tortuosidade, espessura da camada e interacGes peptideo-polimero. Tais
fatores podem produzir um impacto significativo sobre o processo de difusdo e

consequentemente a atividade do peptideo (Onaizi & Leong, 2011).

Por outro lado, a imobilizacdo quimica de PAMs é uma estratégia alternativa para o
revestimento de superficies, uma vez que uma melhoria da estabilidade peptideo sobre as
superficies. Como resultado, a duracdo da eficacia antimicrobiana € aumentada, além de reduzir

0s riscos de toxicidade, pois impede a lixiviacdo dos peptideos (Bagheri et al., 2009).
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A imobilizacdo quimica envolve a formacdo de pelo menos uma ligacdo covalente entre a
superficie e a biomolécula, responsavel por fornecer estabilidade ao filme antimicrobiano (Costa
et al.,, 2011; Rapsh et al., 2014). Para isso, sd0 necessarios grupos quimicos funcionais nas
biomoléculas assim como, nas estruturas de superficie (Figura 17) (Karam, Jama, Dhulster &
Chihib, 2013; Appendini & Hotchkiss, 2002).

Figura 17: Modelo de imobilizagdo quimica de  biomoléculas.  Fonte:
(http://www.esson.fr/)/2015.
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Existem véarios métodos de acoplamento quimico que podem ser utilizados na

imobilizacdo de PAMs em superficies. De acordo com Onaizi e leong (2011), podemos citar:

o Superficies funcionalizadas com aldeido: ligam covalentemente PAMSs através da
formacdo da ligagdo imina entre as superficies funcionalizadas e as moléculas peptidicas.
O cianoboro-hidreto de sédio (NaBH3CN) estabiliza a ligagdo, convertendo-a em ligacao
aming;

o Superficies funcionalizadas com &cido carboxilico: Estes grupos sdo em primeiro lugar
ativados com 1-etil-3- [3-dimetilaminopropil] carbodiimida (EDC) e, em seguida, com N-
hidroxisuccinimida (NHS), antes da introdugdo do peptideo. A ligacdo ocorre entre o

grupo -COOH da superficie com o grupo —NH> do peptideo;
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o Superficies funcionalizadas com grupos amina: Neste método os grupos carboxilicos do
peptideo sdo ativados utilizando EDC e NHS que irdo formar a ligacdo peptidica com os

grupos amina do peptideo a ser imobilizado.

2.9. Técnicas de microscopia eletronica utilizadas para a analise dos cateteres modificados
2.9.1. Microscopia eletrénica de Varredura (MEV)

Um microscopio eletrénico de varredura utiliza um feixe de elétrons no lugar de fotons
utilizados em um microscopio dptico convencional, o que permite solucionar o problema de

resolucgéo relacionado com a fonte de luz branca (Figura 18) (Dedavid et al, 2007).

Figura 18: Desenho esquematico para comparacdo entre microscopio optico e microscopio
eletronico de varredura. Fonte: (http://www.ebah.com.br/content/ ABAAAAC8cAD/) /2015.
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E um dos mais versateis instrumentos (Figura 19) disponiveis para a observaco e analise
de caracteristicas microestruturais de objetos solidos. A principal razdo de sua utilidade é a alta
resolucdo que pode ser obtida quando as amostras sdo observadas; valores da ordem de 2 a 5
nandmetros sdo geralmente apresentados por instrumentos comerciais, enquanto instrumentos de

pesquisa avangada sdo capazes de alcancar uma resolugdo melhor que 1 nm. Além disso, outra
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caracteristica importante é a aparéncia tridimensional da imagem das amostras, resultado direto
da grande profundidade de campo (Dedavid et al, 2007).

Figura 19: (A) Microscopio eletrénico de varredura e (B) Imagem de MEV da antena de um
pernilongo. Fonte: Figura A  (http://estudoobjetos2007.pbworks)/2015 e Figura B
(http://ufms.br/research/view/id/22)/2015.

O principio de um MEV consiste em utilizar um feixe de elétrons (fonte: filamento de
tungsténio-W) de pequeno diametro para explorar a superficie da amostra, ponto a ponto, por
linhas sucessivas e transmitir o sinal do detector a uma tela catodica cuja varredura esta
perfeitamente sincronizada com aquela do feixe incidente. Por um sistema de bobinas de
deflexdo, o feixe pode ser guiado de modo a varrer a superficie da amostra segundo uma malha
retangular. O sinal de imagem resulta da interacdo do feixe incidente com a superficie da
amostra. O sinal recolhido pelo detector é utilizado para modular o brilno do monitor, permitindo
a observacéo (Dedavid, Gomes & Machado, 2007).

Em adigdo, o microscépio eletrénico de varredura com microandlise permite ndo s a
identificacdo do material, como o mapeamento da distribuicdo de elementos quimicos por
minerais, gerando mapas composicionais de elementos desejados, através da emissdo de raios x
caracteristicos (Duarte et al, 2003).

Na espectroscopia de energia dispersiva (EDS), quando o feixe de elétrons incide sobre

um mineral, os elétrons mais externos dos &tomos e os fons constituintes sdo excitados, mudando
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0s niveis energéticos. Ao retornarem para sua posicao inicial, liberam a energia adquirida, a qual
é emitida em forma de comprimento de onda no espectro do raio-x. A energia associada a esse
elétron é medida por um detector presente na cdmara de vacuo do MEV (Figura 20). Como 0s
elétrons de cada 4&tomo emitem energias distintas, é possivel, no ponto de incidéncia do feixe,
determinar os elementos quimicos presentes na amostra (Duarte et al, 2003; Dedavid et al.,
2007).

Figura 20: Detector de raio-x usado para EDS. Fonte: Dedavid et al., 2007(Adaptado de

Kestenbach, 1994).
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2.9.2. Microscopia eletrénica de transmisséo (MET)

Um microscopio eletrénico de transmissdo consiste de um feixe de elétrons e um
conjunto de lentes eletromagnéticas, que controlam o feixe, encerrados em uma coluna evacuada

com uma presséo cerca de 10-5 mm Hg (Figura 21) (Reimer,1997).
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Figura 21: (A) Microscépio eletrdnico de transmissdo e (B) Esquema do funcionamento interno
de MET. Fonte: Figura A (http://deolhomicro.blogspot.com.br/2012/10/) 2015 e Figura B
(http://micro-esalg.blogspot.com.br/2012/03/) 2015.
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Os elétrons saem da amostra pela superficie inferior com uma distribuicéo de intensidade
e direcdo controladas principalmente pelas leis de difragdo impostas pelo arranjo cristalino dos
atomos na amostra. Em seguida, a lente objetiva entra em acdo, formando a primeira imagem
desta distribuicdo angular dos feixes eletronicos difratados. Apos este processo importantissimo
da lente objetiva, as lentes restantes servem apenas para aumentar a imagem ou diagrama de
difracdo para futura observacdo na tela ou na chapa fotografica. Na préatica, o intervalo de
aumentos do MET varia de 1.000 a cerca de 200.000X. (Reimer, 1997; Galleti, 2003).

O emprego do MET ¢ bastante difundido no estudo de materiais bioldgicos, pois ele
permite defini¢cdo de imagens intracelulares, permitindo estudos de morfologia celular, aspectos
gerais das organelas e também da interacdo de parasitas com as células, fornecendo informacoes
sobre alteracOes e efeitos citopataticos ocasionados por virus, fitoplasmas, micoplasmas,
bactérias e outros organismos diminutos, de impossivel visualizacdo na microscopia de luz
(Galleti, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Modificar a superficie de cateteres com nanoparticulas magnéticas e peptideos
antimicrobianos, a fim de obter uma cobertura eficiente que previna a formacao de biofilmes em

cateteres venosos centrais.

3.2. Objetivos Especificos

e Sintetizar NPsFe30O4 e modifica¢do de suas superficies;

e Ligar PAMs as nanoparticulas modificadas;

e Acoplar dos peptideos nanoparticulados ao cateter;

e Analisar morfolégicamente e estruturalmente das NPsFesO4 e da superficie do cateter
através de técnicas de microscopia;

e Auvaliar a colonizacdo bacteriana e fungica na cobertura acoplada ao peptideo Clavanina
A nanoestruturado in vitro;

e Desenvolver pelo menos uma cobertura eficiente contendo peptideos antimicrobianos

nanoestruturados com alta eficiéncia protetora contra a colonizagdo microbiana.
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4. METODOLOGIA
4.1. Materiais

Utilizou-se um CVC, duplo Iimen, da Arrow (Figura 22). Os produtos quimicos e
reagentes foram adquiridos da Sigma Aldrich (Saint Louis, USA). Para tratamento da superficie
do cateter foi utilizado: Alcool etilico absoluto, aminopropiltrietoxisilano (APTS) e
glutaraldeido. A sintese das NPsFesOs4 envolveu: Cloreto férrico hexahidrado (FeCls-6H20),
Sulfato ferroso heptahidratado (FeSO4-7H.0), Hidroxido de Aménio (NH4OH). Acido 2,3-
mercaptosuccinico (DMSA), Acido 3-tiofenoacético (3TA), Acetonitrila e Permanganato de

Potéssio (KMnOa) foram utilizados na funcionalizagdo das NPsFezOa.

A atividade antimicrobiana dos cateteres modificados foi investigada contra os seguintes
microrganismos: Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumonie, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Candida albicans, Candida tropicalis e Candida krusei. Estes foram cultivadas de
acordo com métodos microbioldgicos padrdo, utilizando materiais, solugdes e meio de cultura
esterilizados. A Clavanina A foi obtida com grau de pureza superior a 95% pela Peptideos 2.0
(EUA), utilizando o N-9-fluorenilmetiloxicarbonilo (Fmoc) e purificado em Cromatrografia
liquida de alto desempenho (HPLC).

Figura 22: lustragéo do CcvC duplo Lamen. Fonte:
(http://www.centraldeprodutos.com.br/arrow01.html) / 2015.
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4.2. Sintese das NPsFezOa4

As NPsFe3O4 foram preparadas de acordo com o método de Oliveira et al. (2008).
Adicionou-se pequenas quantidades de 1,5M de NH4sOH a 200mL uma solucéo prévia composta
por 0,1 M FeCls-6H20 e 0,5M FeSO4-7H-0, sob agitacdo em agitador magnético, até a obtencéao

de uma solucdo escura com pH igual a 8. Apds 12 horas de agitacdo, as particulas foram

Separagdo
/ magnética

ex \_ = Solucédo ~
@ \\ escura pH8
= = .

separadas da solugdo magneticamente (Figura 23).

Figura 23: Esquema de sintese das NPsFe30a,

FeCI;'GHzo

—_—

+ >
12 horas de
FeSCl)i-)?Hz agitagdo

NPs de
magnetita

4.3. Modificacdo da superficie das NpsFesOas

As superficies das nanoparticulas foram modificadas usando dois métodos diferentes com
base em &cido 3TA e DMSA, como segue (Kim et al., 2010):

a) Modificagdo da superficie usando 3TA

Inicialmente, foi preparada uma solucdo de 2mM de 3TA em 10mL acetronitrila.

Adicionou-se, em seguida, 0,01g de NPsFes04e 2mM de KMnQ;4 a solucdo prévia. A mistura foi
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agitada em agitador magnético por 30 minutos a 80°C. Por fim, a solugéo foi lavada com etanol,
por 5 vezes, e as particulas funcionalizadas foram obtidas por separacdo magnética e secas em

estufa.
b) Modificacéo da superficie usando DMSA

0,01g de NPsFe304 foram adicionadas a uma solucgdo previamente preparada com 0,3M
DMSA e dimetilsulféxido, sendo agitadas por 24 horas a temperatura ambiente. A mistura entdo
foi lavada por 5 vezes com etanol e as particulas obtidas por separacdo magnética foram secas

em estufa.

4.4. Ligacéo quimica do peptideo Clavanina A a superficie das NPs modificadas

Inicialmente preparou-se uma solugdo mista composta por 4mM de 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e 1mM de N-Hidroxisuccinimida (NHS). Em seguida
incubou-se, separadamente, 10mg de NPsFe304-3TA e 10mg de NPsFe3Os-DMSA com a
solucdo prévia de EDC:NHS, por 1 hora, para ativacdo dos grupos carboxilicos (kim et al.,
2010). Logo apos, as suspensdes foram lavadas com solucdo tampéo fosfato pH 7,4 e finalmente
foi adicionado 2mL de uma solucdo contendo 0,01mg do peptideo Clavanina A a cada uma das

suspensdes, as quais foram agitadas em temperatura ambiente por 1 hora.

4.5. Modificacéo da superficie do cateter de silicone

A modificacdo da superficie do cateter foi realizada de acordo com o método de Tang et
al. (2006) modificado. O cateter foi cortado em pequenos pedacos de 0,5 a 1 cm e submetidos a
limpeza com alcool etilico absoluto em banho ultrassénico por 5 min e seco com nitrogénio. Em
seguida, as superficies dos cateteres receberam um tratamento com plasma de oxigénio (Harrick
Plasma®) por 5 minutos e logo ap6s, foram incubadas com APTS por 1 minuto. Apos a
secagem, as amostras foram lavadas com agua deionizada (DI) por duas vezes. Por fim, as
superficies foram tratadas com uma solugéo de 2,5% de glutaraldeido e ap6s lavagem com agua

DI, foram incubadas overnight com o sistema ClavA-NPs (Figura 24).
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Figura 24: Esquema representativo da modificacao da superficie do cateter de silicone.
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4.6. Anélise morfolégica

Para a anélise morfologica das NPsFeszO4 foi utilizada a técnica de microscopia eletronica
de transmissdo — TEM (FEI, Morgagni 268D, Japdo) com o sistema de difracdo de elétrons. A
analise morfoldgica da superficie do cateter foi realizada utilizando um microscopio eletronico
de varredura JSSM5900 (SEM - JEOL, Japdo). Todas as amostras analisadas foram cobertas com
uma fina camada de ouro, utilizando um evaporador de metal (BALTEC-DSS-050).

4.7. Cultura dos microrganismos

A atividade antimicrobiana do cateter modificado foi investigada contra Staphylococcus
aureus, Klebsiella pneumonie, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans,
Candida tropicalis e Candida krusei. Estas foram cultivadas de acordo com métodos
microbioldgicos padronizados, utilizando materiais, solugdes e culturas estéreis.

Todas as bactérias foram cultivadas sob as mesmas condi¢es de tempo e temperatura. As

bactérias foram crescidas em meio BHI durante 24 horas a 37°C. A suspensdo bacteriana foi
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preparada em 5 mL de solucéo salina a 0,9% até se obter 1,5 x 108 UFC mL™, de acordo com a
escala de Mac Farland.

Os isolados de C. tropicalis, C. Krusei e C. albicans obtidos de amostras clinicas de
pacientes provenientes de hospitais tercidrios de Pernambuco com candidemia, classificados
atraves da identificacdo classica e confirmados com a técnica de MALDI-TOF (Matrix Assisted
Lazer Desorption lonization-Time of flight) (Qian et al., 2008), foram semeados no meio agar
Sabouraud adicionado de 0,5% extrato de levedura e mantidos a temperatura de 37°C durante
24h. Células de levedura foram suspensas em salina a 0,9%, centrifugadas para obtencdo do

inoculo. Por fim, as células foram lavadas com solucao salina 0,9% por trés vezes.

4.8. Teste antimicrobiano in vitro

4.8.1. Bactérias X cateteres modificados

Para avaliar a atividade antimicrobiana contra as bactérias Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumonie, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa foi realizado um ensaio
modificado de inibicdo de crescimento por microdilui¢do em caldo, segundo National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS, 2003). Foi adicionado 58 pL de meio Agar Mueller-
Hinton (Himedia — india) a placas de microtilulagio de 96 pocos, em seguida 1pL da suspenséo
bacteriana e posteriormente o cateter modificado. O crescimento bacteriano foi avaliado
mediante absorbancia a 595nm em leitor de microplaca (Bio-Tek PowerWave HT - USA), ap06s
24 horas de incubacdo a 37°C, utilizando como parametro comparativo cateteres ndo modificados
(Figura 25).
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Figura 25: Esquema do teste antimicrobiano bactérias X cateteres modificados.

.‘v‘_': . - ) P d d
'%VBpL Agar Mueller- ~ "L da suspenséo eaacos de

(L
‘ 0

Incubagéo a
37°C por 24

'- ‘ horas

Leitura

mediante
absorbancia a

595nm

4.8. 2. Espécies de Candida X cateteres modificados

Os indculos correspondentes as células de C. tropicalis, C. Krusei e C. albicans foram
diluidos em Yeast Nitrogen Base 0,1X (YNB, BD, Franklin Lakes, EUA) suplementado a 5 mM
de glicose (Sigma-Aldrich) obtendo uma densidade de 0,07% em comprimento de onda de 600
nm, medidos em espectrofotdmetro digital. 1uL de uma diluicdo de 1:100 do in6culo em YNB
0,1X foi adicionado a cada po¢o nas microplacas contendo os cateteres tratados e néo tratados.
As placas de microtitulagdo foram incubadas por 24 e 48 horas a 37°C. Os seguimentos de
cateter foram utilizados para posterior contagem de Unidades formadoras de Col6nia (UFC) e

analise morfoldgica por microscopia eletrénica de varredura (Figura 26).
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Figura 26: Esquema do teste antimicrobiano Candida sp. X cateteres modificados.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5. 1. Anélise morfoldgica

A fim de obter informacdes detalhadas sobre a morfologia das FesOsNps sintetizadas
no presente estudo, realizou-se a técnica de MET. A figura 27 é formada por imagens de MET
referente as NPsFesO4. Nas imagens 27A e 27B ¢ possivel observar a forte tendéncia que as
nanoparticulas de magnetita possuem de se aglomerarem. Wu et al. (2008) afirma que tal
tendéncia associa-se ao fato das NPs possuirem uma elevada relacdo volume/area de superficie e

se agregam para minimizar tal energia de superficie.

Em virtude desta tendéncia a se aglomerar, as NPs sintetizadas tiveram suas superficies
revestidas com 3TA e DMSA, buscando menos agregacdo e melhoria de sua capacidade de
segmentacdo. Segundo Muthia et al. (2013) tais revestimentos colaboram com a obtencdo de

particulas soluveis e estaveis para diversas aplicacdes bioldgicas.

Figura 27: Micrografias de MET das FesO4Nps..
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Ainda na figura 27 é possivel destacar de forma mais isolada a morfologia das NPs. A
figura 27C revelou a presenca de NPsFe3O4 de formato esférico, tamanho homogéneo e didametro
médio de ~ 10 nm. Esta imagem representa uma microscopia eletrénica de transmisséo de alta
resolucdo (High resolution transmission electron microscopy- HRTEM), na qual foi possivel
observar as franjas da rede atbmica da nanoparticula (em destaque), indicando que a mesma é
formada por Unica rede cristalina que corresponde a um espinélio cubico em virtude da distancia
encontrada entre os atomos de ~ 0,42 nm, medida esta j& mencionada por Hu e colaboradores

(2010) em seus experimentos com sintese de NPs de magnetita.

Lellouche et al (2012) apresentou em seu estudo a sintese de nanoparticulas de MgF2
para o revestimento da superficie de cateteres venosos de poliuretano, demonstrando a formacao
de biofilme efetivamente restringida em meios de crescimento e fluidos de interesse bioldgico.
Neste caso a atuagdo antimicrobiana foi exercida pelas Nps de MgF», as quais penetraram nas

células microbianas reduzindo o pH interno e causando o rompimento da membrana.

No presente estudo, os cateteres venosos foram revestidos com NPsFe3O4
funcionalizadas com Clav A. Segundo Lellouche et al (2012) Por apresentarem grande relacéo
superficie/volume a associacdo de NPsFesO4 a superficies promove um aumento da reatividade
desses nanomateriais, mediada por superficie quimica. Além disso, de acordo com Vatta et al.
(2008) nanoparticulas magnéticas apresentam alta coercitividade, propriedade esta que permite o
transporte das NPsFesOs pela extensdo desejada do cateter, através da acdo de um campo

magnético externo.

Para facilitar a visualizacdo da modificacdo do cateter, um corte transversal foi realizado
nos cateteres. Nas figuras 28A e 28B sdo apresentadas a superficie do cateter original e apds a

modificacéo, respectivamente.
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Figura 28: Micrografias da superficie interna do cateter.

A Figura 28 A mostra a superficie interna do cateter original, antes de receber o
sistema NPsFes04-Clavanina A, o qual apresenta uma superficie em baixo relevo, porém com
a presenca de ranhuras, as quais facilitam a adesdo das NPs a superficie do cateter. A
superficie externa do cateter por ser extremamente lisa, sem defeitos, promove menor

aderéncia as particulas, dificultando a modificacdo do cateter externamente.

Em adicéo, as figuras 28 B, C e D revelam a presenca das nanoparticulas aderidas a
regido interna do cateter, revestindo grande parte de sua superficie, porém demonstrando

areas de maior concentracdo do que outras.

O mapeamento de EDS (Espectroscopia de Energia Dispersiva) permitiu uma anélise
qualitativa dos elementos presentes na superficie do cateter ap6s modificacdo, havendo a
confirmacdo da presenca do elemento ferro em forma de nanoparticulas. Como mostra a
figura 29, que diferencia a superficie original do cateter ndo modificado com a superficie

revestida com ferro (em amarelo).

69



Figura 29: Mapeamento de EDS. (A) Cateter original e (B) Cateter modificado.
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A realizacdo do EDS pontual em trés regides diferentes da superficie interna de uma
amostra de cateter modificado revelou a presenca ndo s6 do elemento ferro, como também, a
presenca dos elementos aluminio, silicio, enxofre e bario em pequenas porcentagens atdbmicas
(Tabela 2). Tais valores foram obtidos atraves da medicdo das energias emitidas pelos atomos

de cada elemento presente na amostra mediante um feixe de elétrons incidente.

Tabela 2: Porcentagem atbmica dos elementos presentes na superficie de cateter modificado.

(%) Al (%) Si (%) S (%) Fe (%) Ba
Regi&o 1 21.26 15.83 19.77 29.43 13.71
Regi&o 2 10.95 10.04 10.13 65.02 3.87
Regi&o 3 17.07 18.44 25.74 32.11 6.64

E possivel observar na tabela acima que apesar da presenca de outros elementos,
provavelmente decorrente de contaminagdes, as maiores porcentagens atémicas sédo
correspondentes ao elemento ferro, com uma das regides chegando a 65,02%, indicando a

presenca deste elemento de forma majoritaria na superficie do cateter.

5.2. Atividade antibacteriana

Neste estudo foi possivel avaliar a atividade antimicrobiana de cateteres modificados

frente as bactérias S. aureus, K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa e fungos do género Candida
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(C. albicans, C. krusei e C. Tropicallis). As amostras de cateteres foram classificadas em trés
sistemas, de acordo com a modificacdo realizada: ClavA(NPsFe3s04-DMSA)-Cateter;

ClavA(NPsFe304-3TA)-Cateter e Cateter controle (original).

De acordo com os graficos da figura 30, é possivel visualizar que ambos 0s sistemas
foram capazes de inibir o crescimento bacteriano, porém através das linhas azul claro e roxo,
percebe-se que o sistema ClavA(NPsFe3O4-DMSA)-Cateter inibiu de forma satisfatoria em
relacdo ao cateter controle (linha azul escuro) e como mostra a tabela 3, tal sistema obteve

melhores porcentagens de inibigédo que o sistema ClavA(NPsFe304-3TA)-Cateter.

Figura 30: Absorbancia em funcdo do tempo da atividade antibacteriana dos cateteres
modificados em relacdo ao cateter controle: Cateter controle (linha azul escuro),
ClavA(NPsFe304-3TA) -Cateter (verde e vermelha), ClavA(NPsFezOs-DMSA)-Cateter (lilas e

azul claro).
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Tabela 3: Porcentagens de inibicdo para cada bactéria em relagdo aos dois tipos de modificacdo

dos cateteres, demonstrando a melhor atuacéo inibitoria de ClavA(NPsFezOs-DMSA)-Cateter.

Bactérias NPsFe304-3TA NPsFe304.DMSA
S. aureus 50% 70%
P. aeruginosa 20% 67%
E. coli 80% 90%
K. pneumoniae 48% 80%

Como podemos visualizar, na tabela 3, as maiores taxas de inibig&o para os dois sistemas
sdo referentes, as bactérias Gram-negativas. Essa classe de bactérias € caracterizada pela
presenca de grande quantidade de lipopolissacarideos (LPS) na face externa da membrana e
fosfolipideos na face interna. Em virtude da exposicdo de grupos carboxil e fosforil, os LPS
possuem carga anidnica e se distribuem por uma grande &rea (Camesano & Abu-Lail, 2003).
Logo, a face externa altamente carregada negativamente torna a superficie da bactéria atrativa

aos peptideos catidnicos, no caso a Clavanina A.

Vale ressaltar que a resposta de cada bactéria frente ao peptideo depende de sua espécie e
da quantidade de lipideos presentes em sua membrana (Ratledge & Wilkinson, 1988). Portanto,
observou-se que a Escherichia coli apresentou uma maior taxa de inibi¢do (90%), uma vez que,
sua membrana externa é composta por aproximadamente 91% de fosfatidiletanolamina, 3% de
fosfatidilglicerol e 6% de difosfatidilglicerol (Lugtenberg e Peters, 1976), configurando uma

membrana altamente anidnica.

As bacterias K. pneumonie e P. aeruginosa apesar de serem bactérias Gram-negativas,
provavelmente devem possuir uma membrana externa com menor quantidade de carga negativa,
em virtude da distribuicdo dos fosfolipideos nesta. Além disso, tais bactérias produzem como
fator de viruléncia uma espessa capsula polissacaridica externamente a membrana (Murray et al.,

1992; Gupta et al., 2003) a qual poderia dificultar a inserc¢éo do peptideo.
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Adicionalmente, como ja mencionado, a Clavanina A é um peptideo que demonstra um
amplo espectro de agdo, ndo sé contra bactérias gram-negativas, mas também contra bactérias
gram-positivas (van Kan et al., 2003). Portanto, a bactéria S. aureus mesmo sendo uma bactéria
Gram-positiva, também se torna atrativa aos peptideos catidnicos, devido a presenca dos acidos
teicoico e lipoteicdico que se encontram na camada de peptideoglicano que reveste a membrana
externa desta bactéria (Murray et al.,2006). Porém, é importante ressaltar que bactérias com
maior quantidade de cargas negativas em suas membranas, tornam-se mais suscetiveis a PAMs

catibnicos (Matsuzaki et al., 1997).

A contagem das Unidades formadoras de col6nias (UFC) foi realizada em funcdo da
resposta dos fungos C. albicans, C. tropicalis e C. krusei frente aos cateteres modificados com
NPsFe304-DMSA, NPsFe304-3TA, contendo Clavanina A. As placas foram analisadas com 24 e
48 horas de incubacéo.

A tabela 4 mostra valores em porcentagem referentes a inibi¢do do crescimento fungico,
na qual se destaca o sistema ClavA(NPsFe304-3TA) - Cateter por ter sido significativo tanto para
C. albicans, como para C. krusei. O sistema ClavA(NPsFez0s-DMSA) - Cateter sé foi eficiente

contra C. tropicalis.

Tabela 4: Porcentagens de inibicdo das Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) para cada
levedura frente aos dois sistemas de modificacdo dos cateteres em relacdo ao cateter controle

(original).
Leveduras ClavA(NPsFe3Oqs- ClavA(NPsFe30s-
3TA) - Cateter DMSA) - Cateter
C. tropicalis _ 100%
C. Krusei 100% _
C. albicans 60%
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A microscopia eletronica de varredura, apds o periodo de incubacdo, revelou imagens das
superficies dos cateteres e a partir destas, foi possivel confirmar a atividade antimicrobiana dos

cateteres modificados que ja havia sido evidenciada com a contagem das UFC (Figura 31).

Figura 31: Micrografias de MEV dos cateteres modificados e original apds incubacdo com a
levedura C. Tropicalis. (A) Micrografia do cateter controle mostrando as leveduras de C.
tropicalis em crescimento e formas tipicos. (B) sistema ClavA(NPsFesOs-DMSA) - Cateter,

demonstrando crescimento reduzido das leveduras.

Quanto as paredes celulares e membranas plasmaticas de fungos, estas sdo abundantes em
compostos organicos que, em pH fisioldgico, estdo carregados negativamente e conferem
propriedades hidrofilicas e hidrofobicas a superficie celular, tornado-se atrativas para PAMs
catibnicos. As paredes celulares sdo ricas em manoproteinas contendo cadeias longas e
ramificadas com liga¢BGes N-glicosidicas entre residuos manosil e cadeias menores lineares de
manana unidas por ligacGes O-glicosidicas (que constituem cerca de 30-40% do peso seco da
parede celular), quitina e cadeias -1,3 e p-1,6 glucanas. J& as membranas plasmaticas, elas séo
constituidas de proteinas (52%), de fosfolipideos (7%) e de ergosterol (4%), além de outros
compostos minoritarios (Nelson et al., 2005).

O mecanismo de agdo do peptideo Clavanina A sobre células fungicas ainda ndo foi
totalmente elucidado. Contudo, estudos relacionados a derivados sintéticos de peptideos
provenientes de tunicados, evidenciaram que tais PAMSs sdo capazes de interagir com [B-1,3-
glucana, componentes da parede da célula fungica, promovendo a partir dai a formagao de poros
na membrana e consequentemente, lise e morte celular (Janga et al., 2006).
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Além disso, a Clavanina A ndo sO possui caracteristicas cationicas e anfipaticas, como
também apresenta uma sequéncia rica em histidina fenilalanina e residuos de glicina (Silva et al.,
2014). O fato de este peptideo possuir histidinas em sua sequéncia faz com que possamos sugerir
que seu mecanismo de acdo sobre células fungicas se aproxime dos peptideos catidnicos da
familia das Histatinas. A acdo desses PAMs é dependente da presenca de proteinas de ligacao a
histidina na parede celular da levedura. Esta ligacdo leva a formacéo de poros e efluxo de ions

K*, Mg?* e ATP da célula, culminando com sua morte (Li et al., 2003).

Contudo, vale salientar que os estudos citados foram realizados utilizando peptideos em
solucdo. No presente estudo, o peptideo Clavanina A encontra-se imobilizado na superficie de
cateteres plasticos, fato que também sugere a existéncia de um mecanismo de acdo inespecifico.
Segundo Harris et al (2009), foi comprovado por microscopia eletrdnica que a acdo inibitoria de
crescimento fungico de uma série de PAMs pode ser parcialmente explicada pelos efeitos que
eles causam na parede celular, tais como quebras em sua estrutura, desintegracdo, afinamento e

septacdo anormal.

Adicionalmente, € importante reforcar a ideia j& mencionada por Galdiero et al. (2013)
que membranas bioldgicas sdo estruturas complexas compostas, que ndo formam uma mistura
homogénea, sendo algumas regifes mais enriquecidas do que outras em relacdo a presenca de
certos componentes, a depender de cada organismo, explicando assim o fato do peptideo
Clavanina A interagir melhor com a membrana de alguns microrganismos em relagédo a outros,

refletindo assim nas respostas dos testes antimicrobianos para os cateteres modificados.

Por fim, o presente trabalho permitiu o uso da imobilizacdo quimica como ferramenta
bastante vantajosa para revestimento de superficies com PAMSs, promovendo maior estabilidade
para a molécula e reduzindo os riscos de toxicidade, por impedir a lixiviagdo do peptideo, assim
como, a melhoria do sistema de revestimento com a associacdo de NPsFezOs, as quais
proporcionam aumento da area de superficie especifica e propriedade de superparamagnetismo,

além de ndo apresentarem toxicidade e serem consideradas de baixo custo.

Portanto, foram desenvolvidas superficies que possibilitaram o controle da formacéo de
biofilmes bacterianos e fangicos em cateteres venosos centrais. Visto que, ainda nao foi

encontrado na literatura historico de cateteres revestidos com NPsFes3Os e Clavanina A que
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possuam atuacdo contra bactérias e fungos, constituindo assim uma possibilidade para a reducao

de infec¢Bes nosocomiais associadas a tais dispositivos intravenosos.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A sintese das NPsFes:Os foi realizada de forma satisfatoria com a obtencdo de NPs de
aproximadamente 10 nm caracterizadas por Unica rede cristalina correspondente a um espinélio
cubico. ClavA foi efetivamente imobilizada sobre a superficie do cateter. Ambas as modificac6es
quimicas foram eficazes para modificar a superficie do cateter. Os sistemas ClavA(NPsFez0s-
DMSA) - Cateter e ClavA(NPsFes04-3TA)-Cateter apresentaram um bom desempenho contra as
bactérias S. aureus (Gram-positiva), K. pneumoniae, P. aeruginosa, E. coli (Gram-negativas) e
leveduras do género Candida (C. albicans, C. krusei e C. tropicalis). A atividade antimicrobiana
dos cateteres modificados com filmes nanoestruturados e o peptideo Clavanina A pbde ser
explicada baseando-se na interacdo deste com a parede celular e a membrana plasmatica destes
microrganismos de acordo com a organizacdo e componentes estruturais. Portanto, a
modificacdo da superficie de cateteres plasticos com NPsFesO4 e Clavanina A trata-se de uma
proposta que pode ser vislumbrada como uma nova alternativa para o controle de infeccbes

nosocomiais associadas a cateteres intravenosos.

Os resultados obtidos neste trabalho correspondem as primeiros descritos na obtencédo de
cateteres modificados com NPsFe3O4 e Clavanina A. Desta forma, como perspectivas futuras

podemos destacar:

e Aperfeicoar a cobertura antibiofilme do cateter, tornando-a mais homogénea e
eficiente;

¢ Realizar testes comparativos com relacdo ao peptideo livre e 0 peptideo associado as
NPsFe304 e peptideo imobilizado em cateter;

e Promover testes de estabilidade em fungdo do tempo para os cateteres modificados;
e Realizar testes de citotoxicidade com células endoteliais;

e Promover testes em animais.
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Abstract

Antimicrobial peptides (AMPSs) are natural compounds isolated from a wide variety of organisms
that include microorganisms, insects, amphibians, plants and humans. These biomolecules are
considered as part of the innate immune system and are known as natural antibiotics, presenting
a broad spectrum of activities against bacteria, fungi and/or viruses. Technological innovation

enabled AMPs utilization for development of novel biodetection devices. Advances in
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nanotechnology, as the synthesis of nanocomposites, nanoparticles and nanotubes, have allowed
the nanostructured platforms development with biocompatibility and high surface area for
immobilization of biocomponents, arising as additional tools for obtaining more efficient
biosensors. Diverse AMPs have been used as biological recognition elements for obtaining
biosensors with more specificity and low detection limits, whose analytical response can be
evaluated through electrochemical impedance and fluorescence spectroscopies. AMPs-based
biosensors have shown potential application as a supplementary tool for conventional diagnosis
methods of microorganisms. In this review, conventional methods for microorganisms diagnosis
as well new strategies using AMPs for the development of impedimetric and fluorescent
biosensors were focused. AMPs-based biosensors are promising diagnostic methods for
infections and bacterial contaminations, with wide applications possibility in clinical analysis,
laboratory in microbiological quality control.

Keywords: antimicrobial peptides, biosensors, bacterial infections, impedance spectroscopy,

fluorescence spectroscopy.

Antimicrobial peptides

Currently, the search for novel compounds with antibiotic ability to overcome bacterial
resistance has increased. Antimicrobial peptides (AMPSs) appear to be an excellent alternative,
since more effective therapeutic approaches are required for many types of pathogens (Brogden
et al. 2005; Hancock and Sahl 2006; Schmidtchen et al. 2014). AMPs are components of the
innate immune system, acting in defense against multiple pathogens (Schmidtchen et al. 2014).
In general, AMPs may also show other different activities such as antiviral or antitumor
properties, making them excellent candidates as new therapeutic drugs (Reddy et al. 2004).

AMPs are biomolecules present in diverse organisms, such as insects, plants and animals
(Mendez et al. 1990; Schnapp and Harris 1998). In general, AMPs are mainly cationic small
molecules composed of 10-50 amino acids residues in length, with molecular masses ranging
from 1 to 5 kDa. In addition, AMPs comprise a chemically and structurally heterogeneous family
(Andreu and Rivas 1998; Costa et al. 2011).
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In general, AMPs only assume an amphipathic structure after interacting with the bacterial
membrane, since it is not a favorable structure in an aqueous environment, allowing lethal
permeabilization of the bacterial membrane (Costa et al. 2011; van 't Hof et al. 2001). The
classical modes of action described previously in the literature are not necessarily exclusive of
one other (Bechinger and Lohner 2006; Brogden et al. 2005; Toke 2005; van 't Hof et al. 2001).
In the case of the barrel-stave model, a lipid bilayer disruption by AMPs occurs, until the
peptides reach a threshold concentration and insert themselves across the bilayer to obtain
peptide-lined pores. Subsequently, a membrane solubilization into micellar structures occurs,
resulting in the carpet model or in forming peptide-and-lipid lined pores (toroidal pore model)
(Rapaport and Shai 1991).

The mechanisms of action of AMPs were reviewed and described by Nguyen et al. (Nguyen et
al. 2011) and can be seen in Figure 1. In this new proposal, pore formation in the disordered
toroidal pore model is more stochastic, involving low peptide quantity. The presence of peptides
can directly affect the bilayer thickness and, therefore, the membrane is remodeled to form rich
domains of anionic lipids on the peptide surface. In addition, AMPs can form non-bilayer
intermediates in the membrane coupled to small anions. On the other hand, in the molecular
electroporation model, a peptide accumulation occurs on the outer lipid membrane leaflet,

making the membrane permeable to various molecules including the AMPs (Nguyen et al. 2011).

Nanotechnology has been widely introduced for multidisciplinary applications, especially
associated with the use of AMPs in biology and biomedicine (Barkalina et al. 2014). Among the
diverse uses of AMPs have been highlighted quality control of foods, raising animals, controlled
release systems and biosensors (Li et al. 2012; Sobczak et al. 2013). In this context, the peptide
nisin has been applied as a milk derivatives preservative in foods quality control (Bi et al. 2011).
In animal husbandry, peptides can be used in ruminants as an alternative to common antibiotics
avoiding bacterial resistance or to assist immunization of animals preventing diseases (Cheema
et al. 2011).

Infectious diseases are part of humanity for centuries, and some of them killing millions of
people worldwide. Different types of pathogens (bacteria, viruses, fungi and parasites) can cause
infections from exogenous (acquired from the environment, animals or people) or endogenous

(from the normal flora) origins (Murthy et al. 2013)(Mazzoni et al. 1987). Furthermore, in
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agribusiness, the use of purified peptides, as well as the development of transgenic plants, aims
to minimize plant diseases, avoiding the use of fungicides (Keymanesh et al. 2009). In clinical
applications, some AMPs are in the early stages of clinical research to prevent inflammation and
sepsis (Schuerholz et al. 2012).

Identification and quantification of pathogenic agents are important parameters for the bacterial
infections diagnosis and implementation of an effective therapeutic drug (Lazcka et al. 2007).
The most common methods are direct examination by counting bacteria colonies in culture plates
and serodiagnosis tests (van Pelt et al. 1999). The direct examination by optical microscopy can
identify the morphology using a simple and specific Gram staining. Culture media allow the
growth as well as the isolation and identification of specific types of bacteria (Bragulat et al.
2004; Szakal and Pal 2003). However, these methods are time-consuming and require
specialized technicians. Of note, for some pathogens to obtain a correct diagnosis from samples
of mucosae, skin or blood can be required weeks to be identified (Benes et al. 1996). Obviously,
a few days may be sufficient to worsen the clinical status of the patient before receiving
appropriate treatment.

Traditional methods of diagnosis also consist of molecular tests or amplification tests of nucleic
acids (ATNA). Techniques based on ATNA include polymerase chain reaction (PCR), ligase
chain reaction, transcription mediated amplification, strand displacement amplification and loop-
mediated isothermal amplification (Andersen et al. 2000; Palka-Santini et al. 2009; Yang et al.
2002). Techniques based on nucleic acids enable a specific molecular detection through
hybridization between a DNA molecule and its complementary strand (Junhui et al. 1997; Wang
1998; Wang et al. 1997). Although effective, these techniques may present some limitations as
the need for sample enrichment and purification prior to analysis, prolonged time of
experimentation, false-positive results due to cross-reactions and high cost (Caygill et al. 2010;
Singh et al. 2014).

In order to reduce or overcome these restrictions, new detection methods are required and
biosensors are considered promising tools for clinical diagnosis (Abdel-Hamid et al. 1999;
Deisingh and Thompson 2004). In this context, AMPs can be an excellent alternative to the
development of biosensors since it has been demonstrated their potential use for specific

detection pathogenic bacteria (Kulagina, 2005).
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Strategies for the development of AMP-based biosensors

Advances in nanotechnology have contributed to the improvement of biotechnological research
associated with the rapid progression of biodetection devices (Fournier-Wirth and Coste 2010;
Jianrong et al. 2004; Yeom et al. 2011). Nanostructures have been extensively used in the
biosensors development due to the unique physicochemical characteristics as quantum size
effect, elevated ratio between surface area and volume and analytical signal amplification
capacity (Li et al. 2010; Jianrong et al. 2004). AMPs utilization as recognition elements in
biosensors is a concept relatively new, but their development is of great relevance due to the

numerous application areas (Etayash et al. 2014).

Biosensors are chemical devices comprising two basic functional units (Figure 2). The first one
is a biomolecule responsible for recognition of the target substance through specific
intermolecular binding or by means of catalytic reactions (D'Orazio 2003). The second is the
transducer that converts the biochemical response into a measurable electric signal, which is
mainly proportional to analyte concentration (Higgins and Lowe 1987; Hulanicki et al. 1991,
Thevenot et al. 1999). In addition, diverse transducers can be used for conversion of the
biochemical response into a quantifiable analytical signal, being classified according to their
physical principles as electrochemical, electrical, optical, piezoelectric, calorimetric, acoustic and
magnetic (Hulanicki et al. 1991; Marco and Barcelo 1996; Sethi 1994; Thevenot et al. 1999).

Electrochemical impedance spectroscopy (EIS) comprises the current main strategy used for the
development of biodevices based on AMPs, as shown in Table 1. EIS is an effective method for
the investigation of modified surfaces and monitoring of interfacial processes, allowing the
characterization of electrochemical systems (Bard 2000; Lasia 2002; Stoynov and Savova-
Stoynova 1986). In the EIS technique, a signal of perturbation of low amplitude, in the form of
sinusoidal potential and different frequency values, is applied to the transducer, forming
sinusoidal alternating current (Chang and Park 2010; Katz and Willner 2003; Macdonald 1990;
Macdonald 1992). EIS is a valuable tool for interfacial phenomena analyses occurring between
electrode and solution. Dielectric analyses allows the electron charge-transfer parameters
evaluation , double-layer electrical layer and modeling the experimental data to equivalent
circuits (Macdonald 1990; Oliveira et al. 2013; Bott 2001; Stoynov and Savova-Stoynova 1986).
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EIS is a technique of great relevance due to the numerous technological applications such as the
development of biosensors, studies of dielectric materials, corrosion processes, biofuel cells and
rechargeable batteries (Guan et al. 2004; Macdonald 1992). EIS is a new experimental approach
to understanding about the AMPs mechanisms of action through lipid membrane properties
monitoring changes such as thickness, ion permeability and homogeneity after peptide exposure
(Chang et al. 2008; Nascimento et al. 2012; Oliveira et al. 2013; Sugihara et al. 2012).

Several biological elements can be used for the manufacturing of biosensitive systems, such as
cell receptors, enzymes, antibodies, antigens, nucleic acids, aptamers, lectins and peptides
(Byfield and Abuknesha 1994; Caygill et al. 2010; Guan et al. 2004). In particular, AMPs are
outstanding molecules due to their wide biotechnological applications (Dawson and Liu 2008;
Meng et al. 2010; Seo et al. 2012). In addition, AMPs are promising molecules for the
development of biosensors due to the possibility of recognizing a wide variety of pathogenic
agents, including bacteria, fungi, toxins, and viruses with lipoprotein envelope (De Smet and
Contreras 2005; Kulagina et al. 2007; Zasloff 2002).

The basic principle that enables the AMPs use in biosensors is its ability to selectively interact
with pathogens cell membrane components (Kulagina et al. 2005). The (bio) interaction is
mainly drive by electrostatic forces, hydrogen bonds and hydrophobic interactions (Seelig 2004).
The biological recognition thermodynamic depends of lipid membrane composition and of
peptide properties such as hydrophobicity, amphipathicity, molecular charge and degree of
secondary structure angle (Fernandes et al. 2012; Mozsolits et al. 2001; Oliveira et al. 2013;
Papo and Shai 2003). Therefore, the AMPs specificity is based on the different molecular
affinities allowing their employment in diagnostic tests (Etayash et al. 2014; Kulagina et al.
2005; Li et al. 2014).

Interdigitated electrodes are an excellent alternative for biosensor development. Mannoor et al.
(2010) reported the development of an interdigitated capacitive biosensor for detection of
Escherichia coli and Salmonella typhimurium. In this study, magainin | was immobilized on gold
microelectrodes via its C-terminal cysteine residue, and the binding capacity to bacterial cells
was evaluated by EIS. The changes in the dielectric properties of the modified electrode surface

allowed the determination of selectivity for pathogenic Gram-negative bacteria E. coli and S.
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typhimurium in relation to non-pathogenic E. coli and the Gram-positive species Listeria

monocytogenes(Mannoor et al. 2010).

Recently, Li and co-workers (Li et al. 2014) developed an impedimetric biosensor with magainin
| conjugated to a structured film of ferrocene for bacterial detection. The biosensor showed a
preferential selectivity for E. coli O157: H7 followed by non-pathogenic E. coli K12, Bacillus
subtilis and Staphylococcus epidermidis. In addition, a detection limit was observed for E. coli
0157: H7 of 103 CFUmML-1.

A microelectromechanical sensor using two synthetic peptides (C16G2cys or G10KHc) was
developed for the detection of Streptococcus mutans and Pseudomonas aeruginosa (Lillehoj et al.
2014).1t is important to note that C16G2cys and G10KHc have a cysteine amino acid residue in
the C-terminus, and the —SH group of the cysteine can be used to promote binding on the gold

surface, resulting in the vertical orientation of the recognition molecules.

Among the optical properties explored for the construction of biosensors, one of the most
prevalent is fluorescence, evaluated by a significant number of techniques that allow the analysis
of the systems conjugated with fluorophores and molecular targets quantification (Altschuh et al.
2006; Fan et al. 2008; Gauglitz 2005; Lazcka et al. 2007). Fluorescence is a phenomenon of
photons emission resulting from the passage of a valence electron in an orbital of ground state
for an orbital of higher energy level to the absorb radiation of appropriate wavelength. Upon
returning to the state of origin, the photons are liberated with bottom energy to absorbed light.
Fluorescence spectroscopy allows quantify the analyte with sensibility, low cost and easy
implementation (Eaton 1990; Lazcka et al. 2007). Thus, the molecular recognition is assessed
through variations in fluorescence properties after the interaction of the bioreceptor with the
specific target (Altschuh et al. 2006; McFarland and Finney 2001).

In this context, magainin |1 was immobilized on glass slides modified with 3-mercaptopropyl
triethoxysilane (MPTES) and N-(y-maleimidobutyryloxy) succinimide ester (GMBS) through
direct covalent binding or by avidin-biotin coupling, being used as a recognition molecule for E.
coli O157: H7 and S. typhimurium (Kulagina et al. 2005). The immobilization method interferes
with biosensor sensitivity, and the direct binding of magainin I reduces nonspecific interactions,
resulting in detection limits of 1.6x105 and 6.5x104 cells.mL-1 for E. coli and S. typhimurium
labeled with Cy5, respectively. Through the indirect method values of 6.8x105 and 5.6x105
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cells.mL-1 were obtained (Kulagina et al. 2005). Moreover, cecropin A, parasin, magainin I, and
polymyxin B and E, immobilized on a glass slide modified with MPTES and GMBS, were also
used in screening fluorescent assays for detection of E. coli O157:H7 and S. typhimurium
(Kulagina et al. 2006). The assay in “sandwich” format, with the employment of Cy3-labeled
anti-E. coli or anti-Salmonella, demonstrated different AMP affinities for pathogenic species
(Kulagina et al. 2006). In another study, cecropin (A, B and P), parasin, magainin I, polymyxin
(B and E), melittin, and bactenecin were evaluated for the biodetection of viral particles and
bacterial cells using Cy3 (Kulagina et al. 2007).

Cecropin P1 (CP1), SMAP-29 and PGQ were used as alternative molecules for detection of E.
coli O157:H7 in substitution of the anti-E. coli O157:H7 antibody (Arcidiacono et al. 2008).
Through screening in solution and quantification of fluorescence, it was verified that the
detection limits for Cy5 CP1, Cy5 SMAP and Cy5 PGQ were 104, 105 e106 CFUmL-1,
respectively, in comparison to 105 CFUmL-1 for Cy5 anti-E. coli 0157 antibody. Because of the
high sensitivity of the CP1 and specificity of the anti-E. coli O157:H7 antibody, a prototype
immuno-magnetic bead biosensor was developed, resulting in a 10-fold improvement in

sensitivity (Arcidiacono et al. 2008).

Glass microspheres (GMs) based on microfluidic chip were used for magainin | immobilization
as a new method for E. coli biodetection (Yoo et al. 2014). GMs provided greater detection
efficiency through the increase of superficial area of adsorption relative to the volume, enabling
a greater number of bonds between microorganism-AMPs. The biodevice presented a good
detection efficiency of 87% in a limit of 103 cells.mL-1 obtained by image analysis under

fluorescence microscopy (Yoo et al. 2014).

The most common applications of the AMPs-based biosensors are the identification of diverse
bacteria such as E. coli, S. typhimurium, L. monocytogenes, S. mutans, P. aeruginosa, and others
(Li et al. 2014; Mannoor et al. 2010). In this scenario, AMPs stand out for presenting differential
characteristics and large applicability potential, since AMPs are highly stable under unsuitable
conditions and can be continuously exposed to natural surroundings (Dawgul, 2014; Hassan,
2012; Laverty, 2011; Mannoor et al. 2010; Casteels et al. 1989). AMPs are capable of interacting
with invariant components of the target surfaces (Kulagina et al. 2006), providing to each peptide

the possibility of recognize a variety of pathogens (Kulagina et al. 2007; De Smet and Contreras
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2005; Zasloff 2002). Despite the importance of bacterial diagnosis, diverse studies are
undertaken to the detection systems development for other microorganisms and toxins (De Smet
and Contreras 2005; Kulagina et al. 2007; Zasloff 2002).

Therefore, AMPs can be used in nanostructured platforms for the detection of agents pathogenic
due to the singular properties, ease of obtaining and relevant biological activity (Kulagina et al.
2005; Yonekita et al. 2013). AMPs are an excellent alternative for obtaining new methods of
diagnostics sensitive, inexpensive, portable, versatile and fast for the analyte identification and
quantification (Caygill et al. 2010; Yoo et al. 2014). Thus, nanobiosensors based on AMPs can
be used in basic and applied research, clinical analysis, commercial applications, microbiological
quality control and environmental monitoring (D’Orazio 2003; Mehrvar and Abdi 2004; Higgins
and Lowe 1987).

Conclusions

AMPs are considered promising molecules in the development of biodetection devices.
Nanotechnology has enabled the construction of biosensors based on AMPs with more
specificity and sensitivity for detection of pathogenic agents. Biosensors based on AMPs are a
useful tool since it is possible to investigate a wide variety of molecular targets in real time,
providing quantitative or semi-quantitative analytical information that is both specific and
selective. In spite of AMPs-based biosensors be prototypes and also submit challenges to
commercialization such as reproducibility, validation and standardization proper, they may be
considered valuable alternatives to obtaining new diagnostic methods.
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Figure Captions

Figure 1. AMPs schematic models of action. (a) Barrel model: In this model, the peptides
assume an amphipathic helical conformation and organize themselves to form a structure with a
central lumen, like a barrel. The hydrophobic part of the AMPs interacts with the lipid
hydrocarbon chains of the membrane and their hydrophilic part is exposed so as to form the
lumen of the transmembrane aqueous channel formed. (b) Carpet model: In this case, the cationic
peptides attracted by anionic phospholipids cover the surface of the bacterial membrane
completely until that a point of saturation is reached, which results in solubilization of the
bacterial membrane. (c) Toroidal model: The peptide helices are inserted in parallel in the
membrane and cause folding of the lipid monolayers in order to form a pore formed by peptides
interspersed with phospholipids, in this case, the polar groups of the peptides interact with the
polar heads of the phospholipids. (d) Detergent model: This mode of action is a consequence of
the previous (carpet), where the solubilization of the membrane leads to the formation of

micellar structures, destabilizing it and leading to cell death.
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1. ABSTRACT

Hospital infections associated with surgical procedures and implants still present a severe
problem in modern societies. Therefore, new strategies to combat bacterial infections mainly
caused by microorganisms resistant to conventional antibiotics are necessary. In this context,
antimicrobial peptides have gained prominence due to their biocompatibility, low toxicity and
effectiveness. The immobilization of antimicrobial peptides (AMPs) onto biomaterial surfaces is
an excellent alternative for the development of new biodevices with microbicidal properties.
Herein, we describe reports related to physical-chemical characterization, in vitro/in vivo studies
and the clinical applicability of such active surfaces. In this review, we focused on the
mechanisms of action, different peptide immobilization strategies on solid surfaces and the
microbicidal effectiveness of AMPs.

2. INTRODUCTION

Bacterial resistance is still one of the major problems facing public health in modern
societies (1). This can occur due to the indiscriminate use of antibiotics, which induces the
formation of new species that are resistant to conventional antibiotics (2). A major problem
facing modern societies is the health risks stemming from the transmission of new infections that
are difficult to treat. In addition, the transmission routes (e.g. airborne or direct contact) can lead
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to epidemic episodes (3). Thus, many studies have aimed to minimize microbial contamination
by developing new drugs. Although there are thousands of new compounds synthesized per year,
the difficult process of validation and clinical phase studies decrease the possibility of new drug
manufacturing. In this context, the discovery of antimicrobial peptides (AMPSs) has shown
promise as a way to eradicate some resistant bacterial strains (4).

AMPs are small amino acid sequences obtained by their extraction from many types of
organisms (plants, insects and animals) and play an important role in inhibiting the growth of
multiple microorganisms (5, 6). Currently, the database that contains detailed information on
these peptides (antimicrobial peptides database, APD) contains 2495 types with different
functions: antibacterial, antifungal, antiparasitic, anti-cancer, antioxidant, etc. (7). Chemically
modified AMPs are obtained from the modifications of natural ones derived from magainin and
histidine (8, 9) or through new synthetic forms (e.g. E14LKK, RK1, RK2), aiming to improve
microbicidal effectiveness (10, 11).

Some hospital infections come from the adherence of microbes, especially bacterial
species on the surfaces of medical devices and implants (e.g. dental or orthopedic) or during
surgical procedures due to the lack of adequate hygienization (12, 13). The massive bacterial
colonization on solid surfaces could contribute to biofilm formation (14). This process involves
the transport of bacterial cells and further attachment commonly mediated by van der Waals and
electrostatic charges. The adhesion of proteins and extracellular polymeric substances (EPS) can
reinforce bacterial adhesion (15). Once implanted, these microorganisms can maturate and
differentiate, forming microcolonies and propagating infections with detached cells (16). As a
result, infections associated with bacteria are difficult to treat, and the removal or replacement of
infected medical implants or devices reflects considerable costs for the healthcare system, which
leads to patient suffering, prolonged hospitalization and eventually death (17).

In this scenario, the development of new biomaterials to prevent adhesion and microbial
infection in hospital equipment and implants are of increased interest. The use of AMPs in
adsorption processes, functionalization and immobilization of organic coatings onto substrate
surfaces (titanium or silicone) has demonstrated good activity with clinical potential,
summarized in Table 1.

Therefore, this review addresses three important aspects for the use of AMPs in
antimicrobial coatings: basic concepts and mechanisms of action of peptides against
microorganisms (with the emphasis on bacteria), chemical immobilization strategies for the
inclusion of peptides associated to solid substrates and the effectiveness of these models in
antimicrobial testing.

2.1. Antimicrobial Peptides

AMPs are important components of the innate immune system in living organisms and
contribute effectively against exogenous pathogens (18). After a microbial infection, most of
these peptides act to neutralize a wide range of microorganisms. In addition, AMPs are efficient
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at low concentrations, are less likely to promote bacterial resistance and have antitumor
properties. Therefore, AMPs are promising candidates for their use as novel therapeutic drugs
(4). They comprise a chemically and structurally heterogeneous family yet share molecular
masses lower than 5 kDa, aside from having cationic and amphipathic properties (19, 20).

Due to the enormous variety of amino acid sequences and structural features, the exact
action mechanism of AMPs is still a controversial issue. However, there is a consensus about the
mechanism of positively charged peptides. The cationic charges on the peptide surface favorthe
electrostatic interaction of negatively charged microbial membranes through bivalent cation
exchange (20). In addition, AMPs assume an amphipathic structure after interacting with the
bacterial membrane, resulting in a lethal permeabilization (20, 21).

The antimicrobial activity of AMPs is based on four model mechanisms named barrel,
carpet, toroidal and detergent. In the barrel model, the hydrophobic part of AMPs interacts with
the lipid hydrocarbon chains of membranes, and their hydrophilic part exposes the lumen as a
result of transmembrane aqueous channel formation. The carpet model occurs due to the
saturation of the bacterial membrane by AMP molecules, resulting in its permeabilization (21,
22). In the toroidal model, the peptides are interspersed with phospholipids, and the polar groups
of both molecules interact with each other, resulting in pore formation in the lipid membrane,
where peptides are assumed to adopt a transmembrane orientation(23). Finally, the detergent-like
model can occur as a consequence of the carpet model. Once attached to membrane surface by
electrostatic interactions, AMPs interleave the lipid bilayer until reaching a saturation point with
subsequent micelle formation and bacterial membrane destruction (24).

The systemic use of AMPs is restricted, mainly due to their toxicity when used at high
concentrations, as well as by its relatively short half-life and susceptibility to proteases (10). The
interaction of peptides with bacteria is initially driven by weak attraction forces (van der Waals
and electrostatic interactions), which are further enhanced by specific interactions involving
peptides and biofilm formation (25). Therefore, the most feasible way to use peptides is through
their immobilization onto solid surfaces with the aim of developing new antimicrobial structures.
In general, the use of intermediary linkers between solid surfaces and AMPs is required to obtain
better microbicidal activity (25).

Bacterial infections associated with implanted devices still present a significant threat to
patients and are a serious challenge for physicians. High rates of infection are observed for
orthopedic implants, dental devices, vascular grafts, urinary and venous catheters, which results
in low performance of these devices in terms of safety and longevity (26, 27). Central venous
catheters, commonly used in clinical cases (e.g. chemotherapy, prolonged parenteral nutrition
and hemodialysis), contain silicone or polyurethane in their constitution. In addition, catheters
are useful for peptide immobilization and, therefore, acquire the potential to be used against
biofilms involved in hospital infections post-surgery (28). Furthermore, limitations of
biomolecule immobilization could spur the development of new antimicrobial surfaces capable
of preventing initial bacterial colonizations or at least reduce active bacterial titles. Thus,
modified surfaces could directly affect patient health and reduce costs in public health, making
the use of AMPs an excellent alternative to remedy these issues.
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3. PHYSICAL METHODS FOR IMMOBILIZATION OF AMPS

Recently, several studies have demonstrated AMP coupling with different substrates and
their effectiveness against biofilm formation (29-33). AMPs have unique bioactive properties
capable of overcoming limitations of other antibacterial coatings, such as the risk of developing
bacterial resistance, short-term antimicrobial protection, limited antimicrobial spectrum and high
cytotoxicity (34-37). Therefore, AMP immobilization onto diverse medical devices, including
implants, urinary and intravenous catheters, exhibits the undeniable potential for clinical use (38-
41). However, new immobilization strategies are required to ensure the applicability of AMPs on
solid surfaces, improving the effectiveness and functionality of modified biodevices (35, 42).

AMPs can be immobilized onto solid surfaces through physical methods such as
adsorption, self-assembled monolayers (SAM) or through chemical methods via selective or non-
selective covalent binding (35, 42, 43). Physical methods are based on hydrogen bonds,
permanent or induced dipole interactions (van der Waals' force or London dispersion force), and
hydrophobic or ionic interactions of AMPs with surfaces (44-47). Some substrates have been
used for AMP anchoring such as gold (32), titanium (31, 34, 40, 48), titanium dioxide (49),
silicon (50), silicone (11, 41), polymeric brushes and resins (8, 51-54). Of note, immobilization
onto substrate surfaces can be performed without any shape restriction, such as planar, spherical
or curved geometries (55). However, specific surface properties (nature, composition, charge,
hydrophilic or hydrophobic character, topography and roughness) and AMP characteristics (type,
charge, molecular size and conformational stability) interfere in the immobilization process (46).
In addition, experimental conditions such as time, peptide concentration, pH and temperature
should be also considered (46, 53).

The self-assembly technique is one of the main strategies used for physical AMP
immobilization (56, 57). This approach is based on the alternating deposition of anionic and
cationic layers on a solid substrate (58-60), enabling the obtainment of functionalized films
through the insertion of AMPs between polyelectrolytes layers (55) and the control of film
thickness and adsorbed biomolecule amount (56). Moreover, self-assembly is an effective
procedure since it does not cause chemical changes in the functional peptide and maintains its
conformational stability by retaining water molecules between the matrices (57, 61). One of the
main features that make SAM films promising for biotechnological applications is the possibility
of temporal control over incorporated AMP release in hydrolytically degradable polymers
through surface erosion (57, 62-64).

Several studies have demonstrated good prospects for AMP application in polymeric
films. However, some disadvantages could be associated with the self-assembly technique,
limiting its application for obtaining implants coated by biomaterials and medical devices (55).
An important disadvantage comprises AMP incorporation into the lower layers of the film,
which restricts their direct contact with the surrounding bulk (31). AMP bioactivity is dependent
on the diffusion process at the interface, being influenced by the tortuosity of the diffusion (64)
via film thickness (65) and intermolecular interactions between the polymer and peptide (66). A
relatively fast peptide release from the polymeric films results in a decreased amount of anchored
AMPs, interfering in the minimum AMP concentration required to inhibit the growth of
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microorganisms and increase the number of biomolecules in the bulk (55). In addition, a fast
release can provide conditions for the development of bacterial resistance, local toxicity and
hemolytic activity (45, 55). Therefore, the limitations of the self-assembly technique should be
considered prior to its use as a strategy for obtaining more effective antimicrobial coatings.

The achievement of antimicrobial coatings with adequate properties results from the
improvement of immobilization techniques (16, 39). The development of appropriate
methodologies for coating surfaces ensures biological peptide properties including mechanism of
action, wide spectrum bioactivity, stability in adverse conditions and low propensity for the
development of bacterial resistance (3, 40-42). However, this requires some factors that
influence the performance of these biomolecules, such as peptide orientation, surface
concentration of bounded AMPs, spacer length and flexibility, which determine the lateral
mobility of AMPs (5, 7). Under these conditions, the use of chemical methods for the
immobilization of AMPs onto solid surfaces has increased (27).

4. CHEMICAL APPROACHES FOR COVALENT IMMOBILIZATION OF AMPS
ONTO SURFACES

Chemical immobilization of AMPs is an alternative strategy for coating surfaces and
improving peptide stability. Consequently, the duration of the antimicrobial efficacy is increased
and is further associated with a reduction in the toxicological risks for patients by reducing the
leaching of peptides (8, 37, 65, 66). Besides these advantages, adequate AMP orientation on the
substrate can provide greater bioactivity (20, 67). For these reasons, covalent bonds have been
extensively studied as a tool to overcome the limitations of the physical anchoring methods (20,
54, 68). However, it is important to emphasize that chemical immobilization can alter the
conformational structure of the molecule, restrict its mobility and interfere in the mechanism of
action (46). Therefore, molecular coupling mechanisms should be thoroughly evaluated for the
maintenance of bioactive AMP properties (52).

Chemical immobilization involves the formation of at least one covalent bond between
the surface and the responsible biomolecule to provide stability to antimicrobial film (20).
Stability is obtained through the high binding energy of covalent bonds, which prevents
spontaneous peptide uncoupling (8, 10, 69). Covalent bonds are classified as selective or non-
selective (70). A selective bond between AMPs and substrates can be obtained through the
insertion of a specific functional group in the molecular structure of the peptide via chemical
synthesis (35). In addition, is possible control the route of reaction and orientation of the
biomolecule (8, 48, 71). On the other hand, non-selective immobilization occurs naturally
without requiring additional chemical modifications in the peptides. In this case, covalent
binding uses the intrinsic functional groups (e.g. carboxylic acid, amino, sulfhydryl and hydroxyl
groups) of the peptide sequence to react chemically with activated surfaces. Non-selective
immobilization can result in more than one type of covalent binding with different orientations of
the biomolecule (42, 72). However, for non-reactive surfaces, the functional groups should be
inserted through spacers to obtain a covalent bond between AMPs and surfaces (73). Substrate
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modification can be performed using SAM composed by chemically-reactive organic molecules,
as a simple and effective strategy (35, 74-76). The spacer length can be varied from one to
several carbon atoms with a direct influence on AMP bioactivity (35).

Another strategy to covalently immobilize AMPs involves the use of functionalized
polymer resins such as polyethylene glycol (PEG) or other ‘brushes’ that bear reactive groups
suitable for coupling peptides (8, 10, 51, 53). PEG is one of the main spacers used in the
activation of surfaces by presenting the anti-adhesive property that prevents or minimizes
bacterial colonization (77-79). In addition, PEG is an amphiphilic and flexible polymer that
allows for greater lateral mobility of the AMPs and retention of water molecules in its interior.
PEG is capable of maintaining the bactericidal activity of peptides after immobilization onto
solid supports (25). However, a disadvantage of the use of polymers as spacers consists in the
possibility of polymer chain degradation and premature AMP release (53).

A wide variety of chemical coupling methods for the immobilization of AMPs onto
surfaces are shown in Figure 1. Carboxylic acid-functionalized surfaces can react with primary
amines, leading to the formation of peptide bonds (amide bonds) (73). However, the reactive
chemical groups on the surface should be initially activated with 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS)
(Figure 1a) (35, 73). On the other hand, the AMP immobilization onto amino-functionalized
surfaces is similarly obtained, as explained previously, for carboxylic acid-functionalized
surfaces. In this case, the accessible carboxylic groups of the peptide should be activated with the
EDC:NHS coupling method before being added to the functionalized surface (Figure 1b) (35).
The carboxyl-amine conjugation reactions based on the use of EDC and NHS occur in two
sequential steps. EDC first reacts with a carboxyl group, forming an amine-reactive O-
acylisourea intermediate. This unstable intermediate is susceptible to hydrolysis and stabilized
through the addition of NHS by converting it to a semistable amine-reactive NHS ester (Figure
1a). After the addition of NHS, it is possible to obtain a stable amide bond with a 10-20 fold
increase in coupling efficiency . Carbodiimide cross linker chemistry is widely used for the
immobilization of peptides on modified surfaces with carboxyl (Figure 1a) or amino groups
(Figure 1b) (80-82). Another strategy for biomolecule immobilization is based on aldehyde
groups displayed on functionalized surfaces. This approach can be used to covalently bind
AMPs from primary amines, resulting in the formation of imine bonds. However, since the imine
bonds are unstable, they should be converted to amine bonds through reducing agents, as sodium
cyanoborohydride (NaBH3CN), for the stabilization of anchored peptides (Figure 1c) (71, 83).

The surface coupling strategy also uses isothiocyanate for the attachment of peptides via
primary amine groups (Figure 1d) (35). Disulfide bonds can also be used to immobilize many
peptides and proteins. Surfaces modified with thiol groups can covalently immobilize AMPs
through disulfide bonds established between the surface and cysteine residues of the peptide
(Figure 1e) (70, 84). AMPs can be attached to maleimide-functionalized surfaces through
covalent bonds established between the thiol group of the peptide and the o,B-unsaturated
carboxyl of the maleimide (Figure 1f) (25, 52). AMPs containing thiol or primary amino group
derivatives (e.g. amino acids cysteine and lysine, respectively) can be easily immobilized onto
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epoxide-functionalized surfaces through a nucleophilic ring opening in a spontaneous reaction
(Figure 1g) (83, 85).

There are currently two reaction mechanisms for AMP immobilization onto alcohol-
functionalized surfaces (Figure 1h). In the first mechanism, the spacers containing hydroxyl
groups are derivatized with an amino alcohol such as ethanolamine. Subsequently, the peptides
whose carboxylic acid groups were previously activated with EDC:NHS solution are added to
the modified surface, resulting in a covalent bond (35). In the second mechanism, the spacers
presenting the alcohol function are derivatized with an aldehyde (e.g., glutaraldehyde).
Therefore, the immobilization of AMPs on aldehyde-modified surfaces occurs similarly, as has
been shown previously (35). As explained before, diverse methodologies for AMP
immobilization onto solid surfaces are available. However, the advantages and disadvantages of
each technique should be evaluated for obtaining effective antibacterial films(46). Therefore, the
molecular coupling process should be rigorously controlled for the maintenance of the bioactive
properties of the peptides and the functionality of the final product (42, 43).

5. EFFECTIVENESS OF AMPS IMMOBILIZED ONTO A BIOMATERIAL SURFACE

Antimicrobial peptides have a well-defined mechanism of action described by interaction
models that evaluate the association between the sequence of peptides and bacterial cell wall (86-
88). The search for improving the efficiency of AMP-bacteria interaction also leads to the
development of artificial peptides and the discovery of novel, natural peptides extracted from
various living organisms. In recent years, there has been increased interest in developing new
antimicrobial biomaterials in pre/post-surgery processes to avoid nosocomial infections (25). The
applications of immobilized AMPs are an excellent alternative for use against nosocomial
infections caused by common pathogens and antibiotic-resistant microorganisms (8, 42). AMPs
have been tested on diverse solid surfaces such as resins, glass, silicone, titanium and stainless
steel for clinical use (43, 89).

Resins are solid polymers obtained from plants or chemical synthesis. Some resins are
chemically modified and useful as a substrate for AMP immobilization due to their high
molecular weight and amide/amine moieties in its molecular chain (10, 90) (Table 1). However,
physicochemical characteristics of resins do not contribute to clinical applications. Of note, these
materials are important to obtain a better understanding of the mechanisms of action of surface-
active peptides (8, 53).

Haynie et al. studied the bactericidal effects of magainin 2 and various synthetic peptides
mainly containing lysine, leucine and glycine in their compositions, utilizing an
ethylenediamine-modified polyamide resin (Pepsin K). Altogether, 70% of the tested peptides,
which included magainin2, showed bactericidal activity against fungi and Gram-positive and
Gram—negative strains. Among them, E14LKK showed the highest antibacterial activity, except
for P. aeruginosa and A. niger. Other studies also used E14LKK immobilized onto polyethylene
film containing PEG as the intermediate binder. The peptide remained active and reduced E. coli
strains up to 3 log (54).

The covalent immobilization of AMPs at different binding sites and with different length
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spacers also influences biocidal and hemolytic activities. Two a-helical cationic AMPs, MK5E
and KLAL, were immobilized on polystyrene resin beads (Table 1). MK5E is an AMP derived
from magainin2 having only microbicidal activity while KLAL has both biocidal and hemolytic
activities. Bagheri et al. used resin beads with different sizes (TentaGel S NH2, HypoGel 200,
and 400 NH.) with covalently linked peptides via N and C terminal chains. They demonstrated
that the antibacterial activity of cationic AMPs was influenced by spacer length. AMP biocidal
activity is directly dependent on the spacer length, providing more flexibility and capacity to
interact with microorganism surfaces (8).

Bioactive glasses also provide an advantage in forming an interface between implant and
organism without inducing immune responses. This type of glass has potential applications in
dentistry (91), ophthalmology (92) and orthopedics (93). However, there are still few studies on
the immobilization of AMPs onto glass (72, 94). These materials have been used for the
immobilization of melamine, a cationic peptide modified by covalent bonding. In addition,
ligands such as 4-azidobenzoic acid or 4-fluoro-3-nitrophenyl azide are used to modify glass
substrate surfaces (72) (Table 1). Glass coated by indium-tin-oxide was also functionalized with
silane coatings containing epoxy rings (3-glycidyloxypropyl-trimethoxysilane (94).

Silicone is a synthetic polymer obtained from fluid resin or elastomer forms. Silicone is
one of the most cited materials for peptide immobilization and is extensively used in the medical
and pharmaceutical fields due to its biocompatibility and wide range of physical forms. In
addition, this polymer is applied in manufacturing medical devices and prostheses (e.g., catheters
and stents) (95, 96). New approaches have been developed to prevent biofilm formation on pre/
post-surgical procedures aiming to decrease mortality rates and costs to public health (97-99).

Some peptides have been immobilized on venous catheters composed of silicone for the
development of bactericidal surfaces against bacterial strains (38). The understanding of the
interactions between AMPs and bacteria has led to the development of novel synthetic peptides
(e.g. CW11, RK1 and RK2) (11, 100). CW11, a synthetic peptide, was chemically immobilized
on a polydimethylsiloxane (PDMS) surface maintaining an in vitro bactericidal effect (Table 1).
CW11 is mainly composed of tryptophan and arginine, which contribute to a better adhesion
process on bacterial surfaces even under saline conditions. CW11 has low cytotoxicity and
excellent antibiotic activity against E.coli, P. aeruginosa and S. aureus as compared to
conventional antibiotics. Thus, the CW11 peptide is an alternative for modifying medical devices
based on silicone as a substrate (100).

In addition, other peptides such as RK1 and RK2 (both derived from the human beta-
defensin-28 variant) showed a broad antimicrobial spectrum, tolerance to saline conditions and
can used in the modification of silicone surfaces (101) (Table 1). These peptides are rich in
arginine, lysine and tryptophan residues, showing antimicrobial activity against E.coli, S. aureus
and C. albicans in phosphate buffered solutions and urine samples. Cultures of smooth muscle
cells showed no signs of toxicity, demonstrating biocompatibility for use in urinary catheters.
Therefore, the development of new peptides is an alternative for covering catheters and
preventing urinary tract infections (11). In addition, new, natural and/or synthetic peptides have
been used to modify metal surfaces such as titanium, and have been applied in clinical and
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preclinical research studies (9, 31, 40, 102).

Titanium (Ti) is another material used for implants in dental and orthopedic applications
(12, 13). Likewise, the properties of biocompatibility, corrosion resistance and ability to bind to
bone has induced new research studies (103). The use of AMPs and Ti is associated with the lack
of toxicity and low immune response. The bactericidal effectiveness of LL-37 on Ti surfaces was
evaluated (104, 105) (Table 1). LL-37 is a peptide derived from cathelicidin and extracted from
epithelial cells and neutrophil granules. Zanetti et al. (104) performed the immobilization of
LL37 by covalent bonding strategies using PEG as a spacer between solid surfaces and the
peptide. In addition, LL-37 with cysteine (Cys-LL37) was used to assess binding to the spacer.
The presence of cysteine ensured stable bonding with PEG and better mobility of LL-37,
facilitating the interaction with the evaluated bacterial cell membrane. AMPs conjugated to
spacers (copolymer “brushes”) with a low density provide a high number of peptide/polymer
chains, which results in higher antimicrobial activity (48).

Besides LL-37, another example of AMPs extracted from humans are human lactoferrins
(hLF). In addition, hLFs are involved in the activation and differentiation processes and immune
responses against microorganisms (106-108). The peptide hLF1-11 is effective against strains of
Streptococcus sanguinis and Lactobacillus salivarius, preventing the formation of biofilms at the
early stages. Recently, the antimicrobial effect of the hLF1-11 attached to Ti surfaces was
demonstrated to be effective for dental applications (31).

On the other hand, stainless steel (SS) is a metal present in several areas where hygiene
is essential, including the home, the food industry and the medical field. The presence of SS in
hospital environments highlights its importance for developing antimicrobial surfaces in order to
avoid pre/postoperative infections (109, 110). In this context, the functionalization of organic
polymers deposited by plasma (glow discharge plasma) is essential to immobilize covalent
peptides. The process occurred by binding the peptide amine groups and epoxy groups from
polymerized interlayers deposited via plasma on SS surfaces. These systems reduced the growth
of E. coli and B. subtilis ranging from 3 to 6 log'’ in accordance with the tested peptide (85). In
addition, chitosan polymer layers (1,4 linked N-acetyl glucosamine and glucosamine) were used
on SS surfaces to immobilize the AMPs nisin and Magainin I. This strategy was possible due to
the insertion of terephthalaldehyde cross linker (111). New studies, even at early stages, are
essential to contribute to the development and improvement of biomaterials for clinical use and
biodevice implantation.

6. CONCLUSION

Since bacterial resistance is still one of the major problems facing modern societies, new
strategic therapies to combat microorganisms resistant to conventional antibiotics are required. In
this context, antimicrobial peptides are promising due to their biocompatibility, low toxicity and
high effectiveness. Synthetic forms of peptides also have increased their microbicidal activity.
Currently, chemical methods for immobilization of AMPs on surfaces are considered valuable
tools for the construction of modified biodevices. Chemical immobilization provides
improvements in peptide stability and ensures an adequate orientation of the biomolecule.
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Covalent bonding overcomes limitations of the physical anchoring methods, creating films with
greater antimicrobial efficacy. Chemical approaches to covalent immobilization of AMPs on
solid surfaces, such as orthopedic implants and surgical instruments, represent an advance in the
prevention of nosocomial infections. Although many studies are still in the initial phase, they
represent the first step towards the development and improvement of new antimicrobial
biomaterials with the capability of reducing infections in hospital environment and improving
human health.
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Figure 1. Examples of chemical strategies for controlled covalent attachment of AMPs on
surfaces functionalized with different reactive groups. a) Surfaces functionalized with carboxylic
acid groups can be used to covalently bind AMPs via coupling agents 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDC) and N-hydroxysuccinimide (NHS) that
activate the chemical groups on the surface. b) AMPs can be attached to amino-functionalized
surfaces through activation of their carboxylic groups with EDC and NHS before incubating on
the surface. ¢) Aldehyde groups present on functionalized surfaces can chemically react with
amine groups of AMPs and establish stable covalent bonds through reducing agents, such as
sodium cyanoborohydride (NaBHsCN). AMPs can be immobilized on solid supports
functionalized with d) isothiocyanate, e) thiol, f) maleimide and g) epoxide groups. Except for
anchoring of AMPs on isothiocyanate modified-surfaces, the use of thiol-bearing peptides is
verified for covalent immobilization of AMPs on surfaces functionalized with thiol, maleimide
and epoxide groups. In all cases, the chemical coupling occurs in a single step and without the
need for additional reagents. h) Surfaces functionalized with alcohol can anchor AMPs via two
reaction mechanisms. In the first mechanism, hydroxyl groups of spacers are derivatized with an
amino alcohol, such as ethanolamine, and the carboxylic acid groups of AMPs are activated with
EDC and NHS for the attachment of the peptides on the surface. In the second mechanism,
hydroxyl groups of spacers are derivatized with an aldehyde (e.g. glutaraldehyde), subsequently,
the immobilization of AMPs proceeds similarly to the anchoring of peptides on aldehyde-
modified surfaces.
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Table 1. AMP covalent immobilization on solid surfaces and their antimicrobial activity against
bacteria, fungi and yeasts

Substratum AMP Chemistry  Immobilization | Evaluated Refer
Strategy microorganisms | ences
Polyamide resin Novel Grafting of C-terminus to the | E. coli, K. |10
(pepsynk) synthetic polymer support during solid- | pneumoniae, S.
PEpSY peptides and | phase peptide synthesis aureus,
Magainin 2 -
againin B. subtilis, C.
albicans
PEG!-Polystyrene | 6K8L Peptide synthesized by solid- | B. subtilis, E. coli. | 53
(PEG-PS) resin phase peptide synthesis on a | Kluyveromyces
beads PEG-PS resin using Fmoc? | marxianus,
chemistry L.monocytogenes,
P. fluorescens, S.
typhimurium,
Serratia
liquefaciens,  S.
aureus
PEGylated resin | KLAL and | C-terminal immobilization by | E. coli, B. subtilis | 8
bead Magainin- . :
eaas de?i%/ae:cri"n standard solid-phase peptide
(TentaGel S NH2, peptide synthesis and Fmoc
chemistry; N-terminal and
MK5E . o e
HypoGel 400 NH2 | ( ) side-chain immobilization by
and HypoGel 200 thioalkylation ~and  oxime
NH2) formation
PEGylated  resin | Melittin, Thetered modified beads by | E. coli, B. subtilis | 90
beads (TentaGel S | Buforin 2 | oxime-forming ligation
NH2 resin beads) | and strategy
Tritrpticin
PEG-Polystyrene | amphipathic | Covalent binding by Fmoc | S. aureus, | 51
(PEG-PS) resin | B-sheet chemistry on PEG-PS beads Micrococcus
beads peptides luteus,
P. aeruginosa, E.
coli.
Glass coverslips Melimine Grafting via ABA3 and FNA* | P. aeruginosa, S. | 72

linkers

aureus
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Indium-tin-oxide Polymixin B | Silane containing epoxy rings | E coli. NCTC | 94
glass to couple peptides by catalyst | 8007
Polydimethylsilox | CW11 Cross-Linking of peptides to | E. coli, S. aureus | 100
ane (PDMS) allylglycidil ether modified P aeruain

PDMS surface (PDMS-AGES- | ' - 3€rtginosa

PEG) via Sulfhydryl

Chemistry
Silicone  Urinary | RK1 and | Cross-linking of peptides to | E. coli, S. aureus, | 11
Catheter and | RK2 allylglycidil ether modified | C. albicans
Polydimethylsilox PDMS surface (PDMS-AGE-
ane (PDMS) PEG) via Sulfhydryl

Chemistry
Pretreated Ti with | LL-37 Site-specific conjugation | E. coli. 105
amino silane and through amine reactive NHS-
epoxy silane group and the Thiol-reactive

maleimide-moiety
Pretreated hLF5-11 Peptide physical adsorption | S. sanguinis 31
Tisilanization with and covalent binding with L salivari
CPTES or APTES CPTES or APTES® - sajivarius
- Nisin, Trp- | Covalent immobilization via | E. coli 85

11, 4K-C16 | reaction between amine -
B. subtilis

groups on the peptides and

surface epoxy

groups on the plasma polymer

interlayer
- Nisin, Covalent immobilization | L. ivanovii 111

Magainin I. | through grafting of

chitosan, cross-linking agents
and peptides

1PEG: Polyethylene glycol, 2Fmoc:

chloropropyltriethoxysilane, 8APTES: 3-aminopropyltriethoxysilane.

9-fluorenylmethyloxycarbonyl *ABA: 4-azidobenzoic acid,
*FNA: 4-fluoro-3-nitrophenyl azide, >AGE: allylglycidyl ether,°hLf: human lactoferrin,’CPTES:
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Figura 1.
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