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SAIKAWA, Gustavo Issamu Asai. Atividade antibacteriana e antibiofilme in vitro
e aplicacdo em catéter urinario de nanoparticulas de prata contra Proteus
mirabilis uropatogénico. 2018. 129 f. Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

RESUMO

Proteus mirabilis € um dos principais agentes causadores de infec¢des urinarias
associadas a catéter. Os tratamentos contra infec¢cdes bacterianas tém se tornado
cada vez mais ineficazes devido a rapida emergéncia de bactérias resistentes a
antimicrobianos, levado a necessidade critica de novos agentes antimicrobianos.
Nanoparticulas de prata (AgNPs) aparecem como candidatas por conta de sua
atividade antimicrobiana e baixa toxicidade aos humanos. Este trabalho teve como
objetivo verificar a atividade de AgNPs biossintetizadas pelo fungo Fusarium
oxysporum contra isolado clinico de P. mirabilis uropatogénico e verificar a atividade
antimicrobiana de catéteres de Foley revestidos com essas AgNPs. As AgNPs foram
sintetizadas pela adicdo de AgNOj; ao filtrado fungico. Analise de tamanho, potencial
Zeta e morfologia das AgNPs foram determinados por espalhamento de luz
dindmico, laser doppler eletroforese, e microscopia eletrbnica de transmissao,
respectivamente. Os ensaios de microdiluicio em caldo e cinética de tempo de
morte foram usados para determinar a atividade antibacteriana das AgNPs. O ensaio
de reducdo do XTT foi utilizado para determinagdo da atividade antibiofilme. Além
disso, fragmentos de catéter foram revestidos com duas e trés camadas de AgNPs
usando polidopamina como agente ancorante. A caracterizagdo da superficie foi
realizada EDX. Pedacos de catéter revestido foram incubados em urina inoculada
com P. mirabilis e o tempo necessério para incrustacdo foi determinado. Imagens de
MCE foram realizadas para comparar a formacédo de biofilme entre os catéteres
pristino e revestidos. As AgNPs apresentaram formato esférico, com tamanho médio
de 126,3 nm e potencial Zeta de -36,86 mV. A CIM foi 62,5 pM, causando
inviabilidade celular total apds 4 horas de acdo. A formacao de biofilme foi inibida em
76,4% e o biofilme maduro foi reduzido em 1,9%. A analise por EDX confirmou a
presenca de prata. A incrustacdo dos catéteres de 2 e 3 camadas aconteceu apos
13 e 20 dias, respectivamente, enquanto o catéter pristino apresentou incrustacao
no primeiro dia. MCE mostrou que o revestimento do catéter reduziu a intensidade
de fluorescéncia em mais de 98%. Dessa forma, conclui-se que AgNPs
biossintetizadas por F. oxysporum possuem grande atividade antibacteriana e
antibiofilme, sendo uma potencial alternativa ao tratamento com antibiéticos em
infec¢des por P. mirabilis uropatogénico.

Palavras-chave: Infec¢do urinaria. Polidopamina. Antimicrobiano. Nanosilver.



SAIKAWA, Gustavo Issamu Asai. In vitro antibacterial and antibiofilm activity and
urinary catheter application of silver nanoparticles against uropathogenic
Proteus mirabilis. 2018. 129 p. Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia —
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2018.

ABSTRACT

Proteus mirabilis is one of the main causative agent of catheter associated urinary
tract infection. Treatment of bacterial infections are becoming increasingly inefficient
due to the rapid emergence of resistant bacteria, leading to a critical need for new
antimicrobial agents. Silver nanoparticles (AgNPs) are promising candidates by it
antibacterial activity and low toxicity for humans. This work intended to assess the
activity of AQNPs biosynthesized by Fusarium oxysporum against a clinical isolate of
uropathogenic P. mirabilis and assess the antimicrobial activity of Foley catheter
coated with those AgNPs. AgNPs were synthesized by adding AgNO; to fungal
filtrate. AgNPs analisys of size, Zeta potential and morpholgy were determined by
dynamic light scattering, laser doppler electrophoresis and transmition
electromicroscopy, respectively. Broth microdilution and time-kill kinetics assays were
used to determine the antibacterial activity of the AgNPs. The XTT reduction assay
was employed to determine the antibiofilm effect. Beyond that, fragments of catheter
were coated with two and three AgNPs layers using polydopamine as the surface
anchor. Thickness and homogeneity were confirmed by EDX and SEM. Pieces of
coated catheter were incubated in urine inoculated with P. mirabilis and the time
taken for encrustation to occur was recorded. SCM images were taken to compare
biofilm formation between pristine and coated catheters. AQNPs showed spherical
shape, an average size of 126,3 nm e Zeta potential of -36,86 mV. MIC was found to
be 62,5 uM, causing total loss of viability after 4 hours of action. Biofilm formation
was 76,4% lower and mature biofilm was reduced by 1,9%. EDX analisys confirmed
presence and homogeneity of AQNPs on coating. Encrustation of the two and three
AgNPs layers catheters occurred after 13 and 20 days, respectively, while pristine
catheter was encrusted on the first day. SCM showed that the coating on catheter
was able to reduce the flourescence intensity by more than 98%. Therefore, it can be
concluded that the AgNPs biosynthesized by F. oxysporum has great antibacterial
and antibiofilim activity, being considered as a potential alternative to antibiotic
treatment of infections caused by uropathogenic P. mirabilis.

Key-words: Urinary tract infection. Polydopamine. Antimicrobial. Nanosilver.
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1. INTRODUCAO

Infeccdo do trato urinario (ITU) é uma infeccdo que acomete qualquer
parte do trato urinario sendo, em sua maioria, causada por bactérias. Normalmente,
as bactérias atingem o sistema urinario pela via ascendente, quando o ponto de
partida € a uretra, e podem migrar, até atingir os rins e, a partir dai, alcancar a
corrente sanguinea. O uso de dispositivos médicos como os cateteres é um fator

gue aumenta as chances da ITU acontecer.

A infeccdo do trato urinario associada a cateter (ITU-AC) € relacionada ao
aumento da morbidade e mortalidade sendo a causa mais comum de infeccao
secundaria da corrente sanguinea, gerando custos de 43-256 milhdes de dodlares
anualmente nos Estados Unidos. Pacientes cateterizados se tornam propensos a
infecgdo por que n&o possuem o sistema de defesa natural de enchimento e
esvaziamento da bexiga, além dos dispositivos servirem como via de inoculacao de

bactérias.

Proteus mirabilis € uma das principais bactérias causadoras de ITU-AC.
Este microrganismo possui diversos fatores de viruléncia que contribuem tanto na
colonizacdo do cateter urinario quanto do hospedeiro. Uma caracteristica marcante
da ITU-AC envolvendo P. mirabilis é a incrustacdo e o bloqueio da luz do cateter.
Essa bactéria é capaz de produzir uma potente urease que degrada a ureia em
diéxido de carbono e aménia, causando alcalinizacao da urina. Dessa forma, cristais
de estruvita e apatita se depositam junto ao biofilme em formacdo gerando um
biofilme cristalino, de dificil erradicacdo, protegendo as bactérias. Por isso, também,
pacientes com ITU causada por P. mirabilis sdo frequentemente afetados por
calculos renais. O entupimento do cateter causa o0 bloqueio do fluxo urinario e,
consequentemente, a urina fica retida, resultando em distensdo da bexiga, o que
causa dor e desconforto ao paciente. Além disso, pode ocorrer refluxo da urina para
os rins, causando formacao de urolitiase e complicacbes sérias como pielonefrite,

sepse, choque e até a morte.

O tratamento de infec¢cbes tém se tornado cada vez menos eficazes

devido ao rapido aumento na emergéncia de bactérias resistentes aos tratamentos
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convencionais com antibioticos clinicos. Neste cenério, as nanoparticulas aparecem
como candidatas ao tratamento alternativo por conta de suas propriedades fisicas,

guimicas e biologicas.

Nanoparticulas de prata (AgNPs) tém mostrado grande capacidade de
inibir o crescimento tanto de bactérias Gram-positivas como Gram-negativas, além
de outros microrganismos. Uma de suas aplicacbes é a possibilidade de
imobilizacdo das particulas em superficies para combater infecgbes. Dessa forma,
se tornam uma potencial alternativa no combate a ITU-AC.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Infeccdo do trato urinario (ITU)

O trato urinario representa um sitio frequente de infec¢cdes tanto em
pacientes da comunidade como em pacientes internados em unidades hospitalares,
sendo comuns em todas as idades, e estdo entre as causas que mais requerem
tratamento ambulatorial (MASSON et al.,, 2009; RORIZ-FILHO et al., 2010). A
infeccd@o do trato urinario (ITU) é definida como uma resposta inflamatéria do urotélio
a invasdo por microrganismos, geralmente associada a bacteridria e pidria, e é
associada a uma alta taxa de morbidade e mortalidade. Pode acometer tanto a
porcdo superior do sistema urinario, composto pelos rins, pelve renal e ureteres,
quanto a porcao inferior, que compreende a bexiga urindria e a uretra
(DIELUBANZA; SCHAEFFER, 2011; FATIMA; MUSSAED, 2018).

A ITU, geralmente, é bacteriana, mas fungos, virus e parasitas também
sdo agentes causadores. Em condi¢cdes normais, o trato urinario é estéril e a
infeccdo acontece apenas quando a viruléncia do patdgeno supera oS mecanismos
de defesa do hospedeiro (SHEERIN, 2011). Os microrganismos podem atingir o
sistema urinario pela via ascendente, quando o ponto de partida é a uretra, ou pela
via descendente, tendo proveniéncia de outros locais e instalando-se a nivel dos
rins. (RODRIGUES; BARROSO, 2011).

Na via ascendente, os uropatdogenos podem invadir o urotélio, produzindo
toxinas e proteases para liberar nutrientes das células do hospedeiro, e sintetizar
sideréforos para obtencao de ferro. Dessa forma, a bactéria pode ascender aos rins
e colonizar o epitélio renal. Consequentemente, sdo capazes de cruzar o epitélio
tubular e atingir a corrente sanguinea, dando inicio a bacteremia (FLORES-
MEIRELES et al., 2015). Ja a rota descendente, chamada de hematdgena, acontece
guando bactérias presentes na circulacdo sanguinea atingem os rins. Esse tipo de
infecc@o é incomum em individuos sadios (FATIMA; MUSSAED, 2018).

2.1.1. Classificacao

A ITU pode ser classificada de acordo com o local de infeccdo, como
cistite, quando na bexiga, pielonefrite, quando nos rins, e bacteridria, quando ha
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presenca de bactérias na urina. Esta enfermidade pode ser assintomética ou
sintomética, tendo ampla variacdo de sintomas que vao desde leve irritacdo ao
urinar, sepse, podendo até mesmo levar a morte (MASSON et al., 2009; FOXMAN,
2002).

Podem, ainda, ser classificadas como n&do-complicadas, quando ocorrem
em pacientes ndo gravidas, com trato geniturinario normal e sem necessidade de
instrumentacdo, como sonda vesical de demora (FOXMAN, 2002, 2010;
GONZALEZ; SCHAEFFER, 1999; NICOLLE, 2002), por exemplo, ocorrendo em
mulheres jovens sexualmente ativas, sendo associados com fatores genéticos e
comportamentais (NICOLLE, 2002) e, geralmente, adquirida fora do ambiente
hospitalar (HEILBERG; SCHOR, 2003), ou complicadas, quando ocorrem em casos
associados a anormalidade funcional ou estrutural do trato geniturinario, incluindo
obstrucdo urinaria, retencdo urindria causada por doenca neuroldgica,
imunossupressao, faléncia ou transplante renal, gravidez, presenca de calculos e
cateter (FLORES-MIRELES et al., 2015; WAGENLEHNER et al., 2012), ou qualquer
paciente com pielonefrite (GONZALEZ; SCHAEFFER, 1999), ndo tendo
especificidade de idade ou sexo (NICOLLE, 2002).

2.1.2. Epidemiologia

As ITUs afetam cerca de 150 milhdes de pessoas no mundo (FLORES-
MIRELES et al., 2015) ocupando lugar de destaque entre as infec¢cdes nosocomiais
(SILVA E SOUZA et al., 2017).

O “Ambulatory CareVisits to Physician Offices, Hospital Outpatient
Departments, and Emergency Departments”, de 2006, que apresenta dados de 2001
e 2002 do “National Ambulatory Medical Care Surveys” (NAMCS) e do “National
Hospital Ambulatory Medical Care Surveys” (NHAMCS) os quais, juntos, produzem
uma estimativa anual de cuidados ambulatoriais nos Estados Unidos, estima que as
ITU correspondam a mais de 7 milhdes de consultas anuais (SCHAPPERT; BURT,
2006), ocupando lugar de destaque entre as infec¢cdes nosocomiais (SILVA E
SOUZA et al., 2017). No Brasil, estudos mostram que ITU também encabeca entre
as principais infecgbes adquiridas em hospitais (BARROS et al., 2012; LISBOA et
al., 2007; OLIVEIRA; KOVNER; SILVA, 2010; PADRAO et al., 2010; SALES
JUNIOR et al., 2006), assim como em paises europeus (ILIC; MARKOVIC-DENIC,
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2009; VAQUE et al., 1996) e de outros continentes (RAZINE et al., 2012;
TASBAKAN et al., 2013)

A epidemiologia da infeccdo urinéria varia com a idade, sexo, e presenca
de diversas anormalidades no trato geniturinario (NICOLLE, 2002) que influenciam
de modo diferente na recidiva, reinfeccdo e frequéncia da infeccdo (NICOLLE,
2001). Infeccao urinéria recorrente, seja por recidiva (infeccdo por microrganismo
semelhante ao encontrado antes da terapia, geralmente devido a persisténcia do
organismo no trato urinario) ou reinfeccdo (nova infeccdo com um microrganismo
diferente) € comum em pacientes que sofrem de infeccdo urinaria complicada
(NICOLLE, 2005), principalmente do sexo feminino (FOXMAN, 2002). Se a
anormalidade no trato urinario for corrigida, infec¢cdes subsequentes podem ser
evitadas. Porém, caso isso ndo seja possivel, pode-se esperar ocorréncia de
reinfeccdo, que pode chegar a uma taxa de, aproximadamente, 50% dentro de
quatro a seis semanas (NICOLLE, 2001).

Apesar de todos estarem sujeitos a ITU, existem subpopulacdes com
risco aumentado desta infeccdo incluindo criangcas (BECKNELL et al., 2015),
gravidas (MATUSZKIEWICZ-ROWINSK; MALYSZKO; WIELICZKO, 2015), idosos
(ROWE; JUTHANI-MEHTA, 2014), diabéticos (NITZAN et al., 2015), pacientes com
lesdo medular (PANNEK, 2011), e pacientes cateterizados (TAN; CHLEBICKI,
2016).

Exceto nos primeiros meses de vida, o sexo feminino é mais vulneravel a
ITU do que o masculino. Antes do primeiro ano de vida, as ITUs acometem
principalmente criangas do sexo masculino (MASSON et al., 2009) devido ao maior
namero de malformacdes congénitas, especialmente na valvula de uretra posterior.
Depois desse periodo, principalmente na fase pré-escolar, as meninas sao
acometidas 10 a 20 vezes mais do que os meninos. Na vida adulta, a incidéncia de
ITU no sexo feminino se eleva, em torno de 30 vezes mais que 0os homens, com
picos de maior acometimento no inicio ou relacionado a atividade sexual, durante a
gestacdo ou na menopausa. Isso se deve ao fato de que os organismos infectantes
sao derivados da propria microbiota fecal. Portanto, a susceptibilidade das mulheres
a ITU esta relacionada a uretra mais curta e a maior proximidade do anus com o

vestibulo vaginal e a uretra em relagdo ao sexo masculino. Assim sendo, cerca de
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40% das mulheres desenvolvem ITU em algum momento da vida (HEILBERG;
SCHOR, 2003; SHEERIN, 2011; TAN; CHLEBICKI, 2016). Contudo, casos de ITU se
acentuam em homens adultos com prostatite (LIPSKY, 1999; SHEERIN, 2011).

Em casos de gestacéao, a dilatacdo da pelve renal e do ureter, reducéo do
tbnus da musculatura lisa com diminuicdo da peristalse ureteral, relaxamento do
esfincter ureteral, aumento da pressao intravesical pela compresséo do Utero sobre
a bexiga, e aumento do pH urinario, sao fatores de risco que contribuem para a ITU
(AL-BADR; AL-SHAIKH, 2013; MATUSZKIEWICZ-ROWINSK; MALYSZKO;
WIELICZKO, 2015).

Em casos de menopausa, 0s niveis de estrégeno estdo mais baixos, o
gue resulta em uma baixa populacdo de lactobacilos e, assim, uma menor acidez
vaginal, facilitando a infec¢ao (RAZ, 2011; ROWE; JUTHANI-MEHTA, 2014).

A prevaléncia de bactérias é variavel, sendo dependente de fatores como
idade, sexo, gravidez, instrumentacao e local da aquisicdo da infecgéo, se intra ou
extra-hospitalar. Porém, de maneira geral, Escherichia coli uropatogénica (UPEC) se
apresenta como a bactéria mais frequente, tanto em casos de ITU complicada como
ndo complicada (FLORES-MEIRELLES et al., 2015) sendo responsavel por 70-85%
das infeccbes do trato urinario adquiridas na comunidade. Apesar de continuar
sendo a mais prevalente em casos de ITU complicada e nosocomial, a
expressividade de E. coli diminui nesses casos (40-70%) e outras bactérias como
Proteus mirabilis, Staphylococcus saprophyticus, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae e Pseudomonas aeruginosae ganham maior destaque. (CORNEJO-
DAVILA et al., 2015; RORIZ-FILHO et al., 2010; SHEERIN, 2011).

2.1.3. Diagnéstico

O padrdo ouro para diagnéstico de ITU € a deteccdo do patdgeno na
urina na presenca de sintomas clinicos (SCHMIEMANN et al., 2010). A
recomendacao da Sociedade de Doencas Infecciosas da América (IDSA) é de que,
para mulheres assintomaticas, a bacterilria deve ser definida como 2 amostras de
urina consecutivas com isolamento da mesma cepa bacteriana com contagem = 10°
UFC/ml. Para homens, uma Unica amostra de urina com = 10° UFC/ml de uma

espécie bacteriana isolada identifica bacteriuria assintomatica. Para se definir ITU-



19

CA, é necesséria presenca de sintomas e sinais compativeis com ITU com
contagem = 10° ufc/ml de pelo menos 1 espécie de bactéria em uma Gnica amostra
de urina em paciente que teve o cateter removido nas ultimas 48 h (HOOTON et al.,
2010; NICOLLE et al., 2005).

Geralmente, a contagem de unidades formadoras de colbénia (UFC) em
infeccdo aguda deve ser = 10°> UFC/ml (HICKLING; TUNG-TIEN; XUE-RU, 2015).
Entretanto, contagem acima de 10° UFC/ml pode ser significativa em presenca de
sintomas tipicos, bem como qualquer contagem em aspirado suprapubico
(SHEERIN, 2011).

Em casos de ITU associada a cateter (ITU-CA), é indicado que se
considere um numero de colénias 100 UFC/ml, uma vez que um baixo nivel de
bacteritria pode progredir rapidamente para altas contagens, com um numero de
UFC/ml maior que 10° (STAMM; COUTINHO,1999; STARK; MAKI, 1984). Todavia,
segundo nota técnica da ANVISA (SANTOS et al., 2017), para diagnostico de ITU-
CA, a contagem continua sendo = 10°> UFC/ml. E proposto, ainda, que achados de
aproximadamente 10° UFC/ml defina bacteritria significante em cistite aguda nao
complicada, 10* UFC/ml em pielonefrite aguda ndo complicada e ITU em homens
(GRABE et al., 2011; RUBIN et al.; 1992) e, caso o limite de 10°> UFC/ml tenha sido
ultrapassado em duas amostras consecutivas com auséncia de sinais clinicos, o

diagndstico sera bacteriuria assintomatica (SCHMIEMANN et al., 2010) .

Outros parametros também sdo usados no auxilio do diagndéstico, como
presenca de hematuria, pidria, e nitrito. Nitrito € formado pela conversédo do nitrato
presente na urina, reacdo a qual a maioria das enterobactérias sao capazes de
realizar. Porém, nem todas as bactérias o fazem, de forma que a auséncia de nitrito
nao deve ser usada para descartar ITU (SHEERIN, 2011; SILVA E SOUSA et al.,
2017).

2.1.4. Tratamento

A comprovacao de bacterilria significativa € necessaria para diagnostico
de ITU, porém os resultados da urocultura e antibiograma demoram em torno de 4
dias. Dessa forma, a terapia antimicrobiana inicial costuma ser empirica, levando-se

em consideracdo a prevaléncia dos organismos mais frequentes para as
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caracteristicas do paciente, como faixa etaria e sexo. Posteriormente, de acordo
com as informacdes de susceptibilidade antimicrobiana, o tratamento pode ser
adaptado (LO et al., 2013; PIETRUCHA-DILANCHIAN; HOOTON, 2016). Entretanto,
essa pratica pode levar ao uso abusivo de antibioticos, o que pode causar aumento
do surgimento de casos de resisténcia antimicrobiana (ROWE; JUTHANI-MEHTA,
2014).

O principal objetivo do tratamento € reduzir os sintomas da ITU, tais como
aumento da frequéncia e urgéncia de urinar, e disuria. Assim, ITU assintomatica ndo
necessita de tratamento a ndo ser em casos de gravidez, transplantados de rim,
criancas com refluxo vesicoureteral, pacientes com calculos infectados e pacientes
submetidos a cirurgias urolégicas (BARDSLEY, 2017; PIETRUCHA-DILANCHIAN;
HOOTON, 2016; SILVA E SOUZA et al.,, 2017). Além disso, o tratamento de
bacteritria assintomatica em casos de ITU recorrente levou ao desenvolvimento de
ITU sintomatica dentro de um ano. O tratamento equivocado desse tipo de infec¢céo
também estd relacionado ao aumento de isolados multirresistentes (CAl et al.,
2012).

Uma grande variedade de agentes antimicrobianos € efetiva no
tratamento de ITU complicada e sdo usados, normalmente, por 7 a 14 dias
(LICHTENBERGER; HOOTON, 2008; NICOLLE, 2001), porém, a duracdo pode ser
variavel. Casos de mulheres com primeira ITU ndo complicada em trato urinario
inferior podem ser tratados com dose Unica com fosfomicina trometanol (3 g) contra
E. coli, por exemplo. Tratamento de 3 dias sdo indicados no tratamento da ITU
“baixa”, com invasao superficial da mucosa, ndo complicada. Tratamentos de 7 dias
para ITU em homens e para pacientes com tratamento pregresso e alta
probabilidade de ITU por microrganismos resistentes. Para ITU alta ou complicada
por outros fatores, o tratamento recomendado é de 10 a 14 dias. Para casos de
cistite ndo complicada, varios agentes antimicrobianos de via oral podem ser
utilizados como, por exemplo, as sulfonamidas, nitrofurantoina, quinolonas e
cefalosporinas. Ja para pielonefrite ndo complicada, € indicado tratamento parenteral
e, quando o paciente deixar de apresentar febre por um periodo de 24 horas, entra-
se com terapia oral sem predilecbes por tipos de antimicrobianos, desde que
possam ser administrados pelas vias indicadas, como altas doses de

aminoglicosideos seguido de ciprofloxacina via oral, por exemplo. Em casos de ITU
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complicada, é dificil se estabelecer um padrdo de antimicrobianos, uma vez que
essa condicdo depende das alteragcdes apresentadas no trato urindrio, como
obstrucdo ou uso de cateter, e do microrganismo envolvido. De maneira geral,
utiliza-se cefalosporinas de 12, 22, 32, e 42 geracfes (HEILBERG; SCHOR, 2003).

Em estudo comparativo entre norfloxacina e ciprofloxacina realizado com
pacientes adultos que sofriam de ITU complicada, foi demonstrado que ndo ha
diferenca significativa na taxa de cura entre esses dois medicamentos, indicando
eficicia e tolerancia comparavel entre ambos (SCHAEFFER; ANDERSON, 1992).

A prevaléncia de bactérias é variavel, sendo dependente de fatores como
idade, sexo, gravidez, instrumentacdo e local da aquisicdo da infeccao, se intra ou
extra-hospitalar. Porém, de maneira geral, E. coli se apresenta como a bactéria mais
frequente (DARZE; BARROSO; LORDELO, 2011; LO et al., 2010, 2013; MARQUES
et al., 2012; MORAES et al., 2014; RIYUZO; MACEDO; BASTOS, 2007; TASBAKAN
et al., 2013). As demais bactérias apresentam uma frequéncia variavel sendo, as
espécies de Proteus, muitas vezes citadas entre as maiores responsaveis pelas
frequéncias de infeccdo (HANNAN, 2012; KHAWCHAROENPORN; VASOO; SINGH,
2013; MARQUES et al, 2012; MODY; JUTHANI-MEHTA, 2014), comuns
especialmente em pacientes com dispositivos urolégicos internos e/ou
anormalidades anatémicas do trato urinario (CHEN et al., 2012; NICOLLE, 2005).

2.2. Infeccdo do trato urinario associada a cateter (ITU-AC)

A ITU-AC é a infeccdo nosocomial mais comum dentre todas, e
representa mais de 80% das ITU nosocomiais (JACOBSEN et al., 2008; RICHARDS
et al., 1999). ITU-AC sao associadas ao aumento da morbidade e mortalidade e séo,
coletivamente, a causa mais comum de infec¢do secundaria de sangue (FLORES-
MEIRELES et al., 2015).

A ITU se desenvolve em 25% dos pacientes que requerem uso de cateter
por, pelo menos, 7 dias (SHEERIN, 2011). Pacientes cateterizados sdo vulneraveis
a infeccdo por que o dispositivo reduz a defesa de uma bexiga normal. O
enchimento e esvaziamento da bexiga saudavel ajuda na limpeza do trato urinario, o
gue ndo ocorre com esses pacientes, onde a urina apenas escorre para 0 saco

coletor. Isso permite que ocorra a migracao bacteriana da pele contaminada no sitio
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de insercdo. Na bexiga, ocorre um sistema de cultura continuo, onde as bactérias
invadem o reservatério de urina reabastecido pelos rins, o que permite rapida
multiplicacdo gerando cerca de 10% bactérias/ml (STICKLER, 2014). Ademais,
torneiras de drenagem dos sacos de urina geralmente tornam-se contaminadas
durante o uso e sua abertura regular serve para acesso das bactérias, que migram

para o tubo de drenagem, o cateter e bexiga, logo depois (TENKE et al., 2008).

A maioria dos patégenos causadores de ITU tem origem fecal ou séo
residentes da pele da propria microbiota nativa dos pacientes. A entrada dessas
bactérias pode acontecer no momento da insercdo do cateter, através da luz do
cateter, ou ao longo da interface entre o dispositivo e a uretra (JACOBSEN et al.,
2008).

P. mirabilis ndo é conhecido por causar infecgcdes em pacientes sadios
com frequéncia, sendo mais relacionado a ITU complicada, principalmente
relacionada a cateter, causando 10-44% ITU-CA de longo prazo (definido como
cateterizacdo por um periodo >28 dias), gerando custos de 43-256 milhdes de
dolares anualmente nos Estados Unidos (CHEN et al., 2012; HOLLING et al., 2014;
SCHAFFER; PEARSON, 2015) Além disso, espécies de Proteus spp. sdo as mais
prevalentes bactérias isoladas de calculos renais e vesicais, atingindo 70% dos
casos (DRZEWIECKA, 2016).

Este microrganismo possui diversos fatores de viruléncia que contribuem
tanto na colonizacdo do cateter urinario quanto do hospedeiro. Em todo genoma
bacteriano s&o conhecidos 16 operons de fimbrias; na ITU, sdo descritas quatro
adesinas diferentes que auxiliam na ligacdo a superficies bibticas e abioticas. Esta
bactéria pode expressar uma capsula de exopolissacarideos que a protege contra as
defesas do hospedeiro. E capaz, também, de secretar a—hemolisinas, proteinas de
captura de ferro, proteases e aminoacido desaminases, as quais sdo importantes
para aquisicdo de nutrientes dos tecidos e fluidos. Uma protease de imunoglobulina
(Ig) A é produzida e degrada IgA secretada no muco das superficies epiteliais. Além
disso, produzem uma potente urease e conseguem migrar rapidamente sobre
superficies sélidas (STICKLER, 2014).

7

A urease produzida por P. mirabilis € muito potente, sendo capaz de

hidrolisar a ureia muito mais rapido do que as ureases de outros microrganismos
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(STICKLER; FENELEY, 2010) com consequente formacédo de amonia. Por isso, as
espécies de Proteus estdo comumente envolvidas com formacdo de calculos no
trato urinario, pois cristais de estruvita e apatita sdo formados quando ocorre
alcalinizacdo da urina pelo hidréxido de amoénia (GRIFFITH; MUSHER, 1976) por
causar cristalizacao de fosfato de magnésio e amonio (Mg(NH4)PO,), e de fosfato de
calcio (Caz(PO,),), respectivamente (STICKLER; ZIMAKOFF, 1994). Braude e
Siemienski (1960) encontraram que 22% dos ratos infectados por Proteus
apresentaram calculos renais (BRAUDE; SIEMIENSKI, 1960). Em estudo realizado
com ratos infectados com bactérias isoladas de ITU em humanos, Braude, Shapiro e
Siemienski (1959) demonstraram que Proteus ndo somente produziu uma
pielonefrite mais grave em comparacdo a outras bactérias, como também foi
responsavel por formacdo de célculos em mais de 10% dos animais (BRAUDE;
SHAPIRO; SIEMIENSKI, 1959).

Os primeiros estagios de infeccdo renal por Proteus acontecem pela
proliferacdo dentro do epitélio tubular, onde se presume haver alta concentragdo de
ureia. Colbnias de P. mirabilis foram localizadas nas células tubulares dentro de 18 a
24 horas ap0s a inoculacéo, se desenvolvendo no citoplasma. O crescimento levou
a necrose das células tubulares (BRAUDE, SIEMIENSKI, 1960).

2.3. Proteus sp.

O género Proteus pertence a familia Enterobacteriacea e € composto por
bactérias em forma de bastonete, Gram-negativas, moéveis e com flagelos
peritriquios (BREED; MURRAY; SMITH, 1957). Sdo encontradas em solo e agua
contaminada, sendo indicadores de contaminacédo fecal, uma vez que fazem parte
da microbiota fecal natural de humanos. Além disso, varios animais s&o
reservatorios dessas bactérias, incluindo mamiferos, aves, répteis e anfibios
(DRZEWIECKA, 2016).

Foi primeiramente descrito por Hauser, em 1885, para descrever uma
bactéria isolada de carnes apodrecidas que tinha capacidade de mudar de forma,
baseando a nomenclatura no personagem Proteus, da Odisséia de Homero, o qual

tinha capacidade de mudar de forma para despistar aqueles que o perseguiam a fim
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de captura-lo, uma vez que podia predizer o futuro agueles que conseguissem tal
proeza (ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012). Tal capacidade de mudanca de forma
bacteriana se refere a capacidade de diferenciacdo de uma forma vegetativa, curta,
chamada “swimmer cell” para uma forma alongada e altamente flagelada chamada
“swarmer cell”, caracteristica desse organismo (SELLATURAY et al., 2012). Hauser
descreveu trés espécies no género Proteus: Proteus vulgaris, que liquefazia gelatina
e formava zoogle no meio, P. mirabilis, que também tinha essas caracteristicas,
porém era menos ativo, e Proteus zenkeri, que ndo liquefazia gelatina e era
relativamente inativo (WENNER; RETTGER, 1919), mas que foi rescindido pelo
proprio autor 7 anos depois (O'HARA; BRENNER; MILLER, 2000). A principal forma
de diferenciacdo era, aparentemente, a acdo em gelatina (WENNER; RETTGER,
1919) porém, simples observa¢des como a liquefacédo de gelatina e fermentacao de
glicose e sacarose, e ndo de maltose, ndo sao suficientes para delinear o género.
Producédo de urease e pequena producdo de gas por fermentacdo sdo dois critérios
fisiol6égicos do género para todas as espécies (RUSTIGIAN; STUART, 1945).

Atualmente, o género Proteus é composto por quatro espécies: P.
mirabilis, P. vulgaris, P. penneri e P. myxofaciens (MANOS; BELAS, 2006), nao
sendo relacionada, a ultima, com infeccdes em humanos (O'HARA; BRENNER;
MILLER, 2000). Clinicamente, a espécie mais importante do género é P. mirabilis,
responsavel por cerca de 90% de toda infeccdo causada por Proteus spp.
(DRZEWIECKA, 2016).

P. myxofaciens foi descrito por Cosenza e Podgwaite (1966), quando
isolaram uma nova espécie de Proteus produtora de lodo (slime-producing) isolada
de larvas vivas e mortas de mariposa-cigana e que apresentava caracteristicas
comuns a varios membros do género Proteus, como a motilidade, forma de
bastonete Gram-negativo, fermentacdo de glicose, mas nao lactose, oxidase-
negativa, hidrolise de ureia, desaminagéo de fenilalanina e producdo de H,S. Além
da producao de lodo, algumas séries bioquimicas diferenciavam de outros membros
do género, o0 que justificou a proposta de uma nova espécie (COSENZA;
PODGWAITE, 1966).

P. penneri era considerado integrante da espécie P. vulgaris, chamado de

P. vulgaris biogrupo 1, até que Hickman et. al. (1982) propuseram, formalmente, a
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criagdo de uma nova espécie, pela baixa correlagdo de hibridizacdo do DNA e pelas
diferengas fenotipicas sendo, a nova espécie, caracterizada pelos testes
bioquimicos indol’, salicina” e esculina’, além das caracteristicas gerais do género
como hidrolise de ureia, fenilalanina desaminase, hidrolise de gelatina, producao de
H.S, swarming em agar sangue, teste negativo para fermentacdo de D-manose, e
resisténcia a colistina, continuando o P. vulgaris biogrupo 2 como indol*, salicina® e
esculina+, e biogrupo 3 como indol*, salicina™ e esculina. Os testes salicina’,
esculina’, ornitina descarboxilase negativa, e maltose” a diferenciariam de P. vulgaris
e P. mirabilis. O nome foi dado em homenagem a John L. Penner, microbiologista
canadense que contribuiu para o estudo de trés géneros da tribo Proteeae
(HICKMAN et al., 1982).

Apesar de serem comuns em infec¢des de trato urinario, oS membros do
género Proteus podem ser amplamente encontrados em outras diferentes situacoes.
P. mirabilis pode ser encontrado em bacteremia (CHEN et al, 2012
WATANAKUNAKORN; PERNI, 1994), meningite e meningoencefalite neonatal
(GRAHNQUIST; LUNDBERG ; TULLUS, 1992; PHAN; LEHMAN, 2012), empiema
(PEREZ; SUAREZ; GILART, 2008; PINE; HOLLMAN, 1983), osteomielite
(CARVALHO, 2013; MARX et al., 1988), pneumonia (LYSY et al., 1985; WU et al.,
2006). P. penneri foi implicado em bacteremia com concomitante infeccao
subcutanea em casos de neutropenia com leucemia linfocitica aguda (ENGLER;
TROY; BOTTONE, 1990), urosepsia nosocomial em paciente diabético
(LATUSZYNSKI et al., 1998), ferida abdominal apos resseccéo intestinal (KRAJDEN
et al.,, 1987), e meningite (LIASSINE et al., 2002). P. vulgaris foi encontrado em
empiema (ISENSTEIN; HONIG, 1990), septicemia (COOK, 1946) e bacteremia
(LARSSON, 1980)

Os bacilos de Proteus sao dimorficos. Quando crescem em meio liquido,
se apresentam como “swimming cells”, com uma morfologia distinta, sendo moveis,
com 6 a 10 flagelos peritriquios por célula, com 1.0 a 2.0 ym de comprimento.
Quando entram em contato com meio sélido, adquirem forma de “swarmer cells”,
formando um fendmeno chamado “swarming” (ARMITAGE; SMITH; ROWBURY,
1979; KOTELKO, 1986; MOBLEY; BELAS, 1995; WILLIAMS; SCHWARZHOF,
1978). Essas células sdo multinucleadas, ndo septadas, de 20 a 80 um de

comprimento, com aumento de 50 a 500 vezes no numero de flagelos, que sao
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compostos da mesma proteina dos flagelos das “swimmer cells” (ROZALSKI;
SIDORCZYK; KOTELKO, 1997)

No “swarming”, ocorre formacdo de populagdbes multicelulares
estruturadas capazes de comportamentos especificos e de interacdo entre
diferentes partes da col6nia, o que forma um “terraco” e, quando esse processo se
repete, acaba por gerar o padrao de “swarming” caracteristico (RAUPRICH et al.,
1996). Conforme as bactérias vao se multiplicando em &gar, a zona inoculada fica
preenchida, desenvolvendo uma estrutura onde se formam células multinucleadas,
hiperflageladas, que migram para as bordas da colénia (HOENIGE, 1964). Entdo, as
células se movem tangencialmente, se tornam mais ativas, se associam em grupo e
sincronizam seus movimentos flagelares até que se formam “rafts” de “swarmer
cells” que migram para fora de todo perimetro da periferia, sendo um fenédmeno
cooperativo entre cada “raft”. Esse movimento continua até comecgar a desacelerar.
Conforme as “swarmmer cells” completam a primeira fase de migragdo, uma onda
de diviséo celular e crescimento se espalha a partir da zona central de inoculacéo e
cobre a superficie colonizada. Quando a onda atinge a borda da colénia, uma
segunda fase de “swarm” comeca, ainda mais organizada que a anterior. O contorno
do terraco formado por esse ciclo ndo € formado pelas “swarmer cells” iniciais, mas
sim pela fase de multiplicacdo que segue (SHAPIRO; TRUBATCH, 1991).

No que diz respeito a importancia da diferenciagdo em “swarmer cell” no
estabelecimento da infec¢do urinaria, existem resultados conflitantes em estudos
onde, as vezes, é dito que a forma hiperflagelada é fundamental para a viruléncia de
P. mirabilis sendo, a migracdo de populacdes dessas células, importante para a
ascensao da infeccdo no trato urinario (ALLISON et al., 1994) e, outras vezes sendo
dito que a forma predominante na ascensao da infeccdo é a forma curta “swimmer
cell”, sendo atribuidas essas diferencas, provavelmente ao tempo e via de infeccao
(JANSEN et al., 2003).
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2.4. Resisténcia a antimicrobianos

A resisténcia a antimicrobianos é um problema no mundo todo. Apenas
um microrganismo, Staphylococcus aureus resistente a meticilina, € capaz de matar
mais americanos por ano que enfisema, HIV/AIDS, doenca de Parkinson, e
homicidio juntos (GUIDOS, 2011). Segundo a revisdo independente sobre
resisténcia antimicrobiana encomendada pelo Primeiro Ministro britanico, David
Cameron, a estimativa é de que, até 2050, a resisténcia antimicrobiana sera
responsavel por mais de 300 milhdes de mortes, causando mais mortes que cancer,
coblera, acidentes de transito, sarampo e tétano juntos. Isso levaria a uma perda de
produto interno bruto de cerca de 100 trilhdes de ddlares, equivalente a cerca de um

ano inteiro de toda produg&o econémica global (O’NEILL, 2014, 2016).

O problema é tdo grande que levou a Organizacdo Mundial da Saude a
publicar o “Global Action Plan On Antimicrobial Resistance”, em 2015, um relatorio
que propbem estratégias coordenadas entre varios setores para combate a
resisténcia antimicrobiana (WHO, 2015). Em 2016, a Organizacdo das Nacdes
Unidas para Agricultura e Alimentacdo (FAO) também publicou plano de acéo,
chamado “The FAO Action Plan on Antimicrobial Resistance”, onde considera a
resisténcia a antimicrobianos a principal ameaca a saude humana e de animais
(FAO, 2016). O assunto também foi considerado uma das maiores ameacas globais
pelo Férum Econdmico Mundial em 2013, na oitava edicdo de seu relatério anual
“Global risks: an initiative of the Risk Response Network” (WEF, 2013).

Uma ampla gama de mecanismos fisioldgicos e bioquimicos pode levar a
resisténcia. A resisténcia associada a fatores genéticos pode ser intrinseca, que é
caracteristica de uma bactéria em particular e depende da sua biologia, ou
adquirida, que ocorre por: (a) aquisicdo de genes exdgenos por plasmidio
(conjugacaol/transformacdo), transposons (conjugacao), integrons e bacteridfagos
(transducéo), (b) mutacdo de genes da célula, e (c) uma combinacgéo desses fatores.
A resisténcia por mecanismos bioquimicos pode acontecer por: inativagdo ou
modificagdo do antibiético como, por exemplo, na hidrdlise realizada pelas B-
lactamases, uma enzima capaz de hidrolisar praticamente todos os B-lactamicos
com ligacéo éster ou amida; por modificacdo do alvo, como a alteracédo da estrutura

de peptideoglicanos, modificando proteinas ligantes de penicilina, o que leva a
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redugédo da afinidade dos B-lactamico; por bomba de efluxo, que séo proteinas de
membrana que exportam o antibidtico da célula, ou por inibicdo extracorpérea do
antibiotico, onde a bactéria produz um alvo alternativo, geralmente uma enzima, que
é resistente a inibicdo pelo antibiético (GIEDRAITIENE et al., 2011).

Em estudo realizado em hospitais de Taiwan, isolados de P. mirabilis
foram coletados bienalmente entre os anos de 2002 e 2012. Nessa década, a
susceptibilidade a cefotaxima, ceftazidima e ciprofloxacina caiu significativamente
sendo, a baixa taxa de susceptibilidade a cefotaxima, associada a prevaléncia
elevada de produtores de B-lactamase de amplo expectro e de AmpC B-lactamase.
Quanto a baixa susceptibilidade da ciprofloxacina, a razdo é atribuida ao aumento

de consumo de fluoroquinolonas no pais (WANG et al., 2014).

Em outro estudo in vitro com P. mirabilis isolados de urinas de pacientes
do Centro de Oncologia Swietokrzyskie, na Polonia, em 2002, de colecdo de
isolados de pacientes com ITU do Departamento de Microbiologia Clinica do
Hospital Karolinska, na Suécia, entre outubro de 1999 e janeiro de 2000, e de
colecao de laboratério da Czech National Collection of Type Cultures do Instituto de
Epidemiologia e Microbiologia, na Republica Tcheca, a maioria das cepas
apresentou resisténcia aos antibiéticos testados. 60% das cepas polonesas foram
resistentes a cefuroxima e quase 50% foram resistentes a carbenicilina, ampicilina,
imipenema e aztreonam, ndo tendo sido, nenhum medicamento sozinho, um agente
bactericida efetivo (ADAMUS-BIALEK et al., 2013).

Duarte e colaboradores (2002) relataram que cepas de P. mirabilis
isoladas de gravidas com diagndstico clinico de pielonefrite tem percentual de
sensibilidade de 100% para Acido Nalidixico, 0,0% para Nitrofurantoina, 100% para
Ampicilina, 100% para Cefalotina, 100% Ciprofloxacina, 100% para Norfloxacina,
100% para Amicacina, 66,7% para Sulfametoxazol/Trimetoprima, 100% para
Cefuroxima, 100% para Ceftazidima, 100% para Cefoxitina, e 66,7% para
Gentamicina (DUARTE et al., 2002).

Em estudo realizado por Pires e colaboradores. (2007), P. mirabilis
uropatogénicos apresentaram-se altamente sensiveis a aminoglicosideos e
quinolonas, com perfil de sensibilidade para Ampicilina de 50%, Amicacina de
96,4%, Cefalotina de 72,5%, Ciprofloxacina de 94,3%, Gentamicina de 91,4,
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Norfloxacina de 94,3, Nitrofurantoina de 11,3 e Sulfametoxazol+trimetoprima de
62,4 (PIRES et al., 2007).

2.5. Biofilme

Biofilme foi primeiramente descrito por Antonie van Leeuwenhoek e
permanece como objeto de grande interesse para muitos pesquisadores. A teoria
geral da predominancia geral do biofilme s6 foi promulgada em 1978 (COSTERTON,;
GEESEY; CHENG, 1978) e diz que a maioria das bactérias cresce em uma matriz
fechada de polissacarideos aderidos a superficie em todos os ecossistemas
aguaticos que tenham nutrientes suficientes, onde as bactérias sésseis diferem
profundamente de suas contrapartes planctonicas (DONLAN; COSTERTON, 2002).

O crescimento do biofilme é governado por um numero de processos
fisicos, quimicos e biolégicos. A ligacdo da célula ao substrato € chamada de
adesdo, enquanto a ligacdo célula-a-célula € chamada de coesdo. A camada
condicionante é onde o biofilme cresce, e pode ser composta de muitas particulas
organicas e inorganicas. Qualquer coisa que possa estar presente no fluido de
crescimento pode passar pela forga gravitacional ou fluxo de movimento em direcao
ao substrato e se tornar parte dessa camada, que modifica o substrato facilitando a
acessibilidade da bactéria. O substrato prové ancoragem e nutrientes, aumentando o
crescimento da comunidade bacteriana (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).

A formacdo do biofilme acontece, incialmente, quando uma bactéria
planctbnica adere a uma superficie na presenca de forcas de cisalhamento que
excedam o numero de Reynolds de 5,000 (CHARACKLIS; MARSHALL, 1990). O
namero de Reynolds descreve a turbuléncia em um fluxo liquido. Quanto mais alto
for esse numero, maior a turbuléncia do fluxo. Quanto mais baixo, a tendéncia é que
prevaleca o fluxo laminar. Engenheiros especulam que a turbuléncia aumente a
adesao bacteriana e a formacéo de biofilme por aumentar a colisdo das células
planctdnicas com a superficie. Quando o biofilme se forma em ambientes pouco
turbulentos, apresentam baixa forca de tensdo e quebram facilmente, mas quando
se formam em ambientes turbulentos, apresentam alta resisténcia mecanica. Assim,
os biofilmes se formam preferencialmente em locais de alto cisalhamento em
sistemas naturais e industriais (DONLAN; COSTERTON, 2002).
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A ligacao inicial é chamada de adesédo reversivel, e € mediada por
atracdo eletrostatica e forcas fisicas, mas ndo quimicas, e pelos apéndices da
bactéria como os flagelos. Fatores como energia disponivel, funcionalidade da
superficie, orientacdo bacteriana, temperatura e pressdo sdo variaveis que
interferem na adesao. Se as forgas de repulsdo forem maiores que as de atracéo, as
células se desprenderdo (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).

As forgas fisicas associadas a adesdo das bactérias incluem as forcas de
van der Waals, interacfes estéricas, e eletrostaticas, coletivamente conhecidas
como forcas DVLO (Derjaguin, Verwey, Landau and Overbeek). As forcas DVLO
descrevem uma rede de interacBes entre uma célula e uma superficie plana em um
balanco entre forcas atrativas de van der Waals, e repulsivas da sobreposicéo entre
as forcas elétricas da membrana celular e o substrato. Algumas dessas células
aderidas reversivelmente comecam uma preparacdo formando estruturas que
podem se ligar permanentemente a superficie dentro das proximas horas. Essas
células originam células filhas, formando microcol6nias na superficie e comecam a
produzir matriz polimérica em um passo irreversivel (PARAJE, 2011). Nesse
contexto, os apéndices fisicos da bactéria como flagelos, fimbrias e pili se
sobressaem as forcas repulsivas (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008).

A matriz polimérica, denominada substancia polimérica extracelular (EPS)
mantém unidas as bactérias na microcolénia de biofime e € composta por
polissacarideos, &cidos nucléicos e proteinas (HALL-STOODLEY; STOODLEY,
2002). Conforme as células estacionarias se dividem, vao se espalhando para fora e
para cima para formar aglomerados a partir do ponto de fixacdo, dando forma de
cogumelos a estrutura e o biofilme maduro permite que os canais formados se
preencham de &gua que carregam nutrientes, os quais sdo aprisionados e
concentrados pelo EPS, que atua como um sistema de troca idnica. Essa matriz
pode compor cerca de 75-95% do biofilme, enquanto as células bacterianas ocupam

5-25% (GARRETT; BHAKOO; ZHANG, 2008; PARAJE, 2011).

A comunidade séssil pode originar bactérias planctbnicas individuais
flutuantes que podem rapidamente se multiplicar e se dispersar. Essas bactérias se
expdem a agentes deletérios no ambiente, inclusive agentes antimicrobianos de uso

clinico, contribuindo para o alto nimero de infec¢des cronicas envolvendo biofilmes
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bacterianos, os quais sdo de dificil tratamento por terapia convencional com
antibioticos (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999).

Em um biofilme, ha um processo de comunicacdo célula-a-célula
chamado de “quorum sensing” mediado por pequenas moléculas produzidas pelas
préprias bactérias que, em uma populacdo com suficiente densidade, esses sinais
atingem concentragfes necessarias para ativacdo de genes (DAVIES et al., 1998).
Essas moléculas regulam (up ou down regulation) a expressao de cerca de 40-60%
do genoma procariontes. Essa sinalizacdo permite o monitoramento do ambiente
pelas bactérias e uma modificacdo na expressao génica, adquirindo vantagens
competitivas (LAZAR, 2011).

O biofilme protege o crescimento bacteriano e permite que as bactérias
sobrevivam em um ambiente hostil. As células em diferentes regides do biofilme
exibem diferentes padrbes de expressao génica. Recentemente, o numero de
infeccbes associadas a bactérias resistentes a antibioticos aumentou, onde muitas
dessas sdo causadas por microrganismos que crescem em biofilmes
(MARKOWSKA; GRUDNIAK; WOLSKA, 2013). Um mecanismo de resisténcia dos
biofilmes aos agentes antimicrobianos é a dificuldade criada pelas substancias
poliméricas que constituem a matriz para a penetracdo do antibiotico, retardando
sua difusdo (COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999). Uma segunda
explicacdo seria que, ao menos parte das células em um biofilme existe em um
estado de baixo crescimento. Células com baixo ou nenhum crescimento ndo sao
muito susceptiveis a varios agentes antimicrobianos (BROWN; ALLISON; GILBERT,
1988; COSTERTON; STEWART; GREENBERG, 1999).

Tanto bactérias Gram-positivas como Gram-negativas podem formar
biofiimes em dispositivos médicos de demora como cateteres, valvulas cardiacas
mecanicas e articulagdes protéticas (MARKOWSKA; GRUDNIAK; WOLSKA, 2013).
As bactérias formadoras de biofilme mais comumente associadas a doencas
humanas sdo E. faecalis, S. aureus, Staphylococcus epidermidis, Streptococcus
viridans, E. coli, K. pneumoniae, P. mirabilis e P.aeruginosa. Esses organismos
podem ser originarios da pele de pacientes ou dos profissionais da saude, agua de
torneira, ou outras fontes do meio. Biofilmes podem ser compostos por um ou

multiplas espécies de bactérias. O biofiime em cateter urinario pode, inicialmente,
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ser composto de uma Unica espécie, mas exposicdes mais prolongadas,

inevitavelmente, levam a um biofilme de multipla espécie (DONLAN, 2001).
2.5.1. Biofilme cristalino

Uma caracteristica da ITU-CA causada por P. mirabilis € a incrustacdo e o
bloqueio da luz dos cateteres urinarios. Os cristais de estruvita e apatita formados
pela acdo da enzima urease ficam presos no biofilme em formacéo. A prépria matriz
do biofilme atrai os ions de calcio e magnésio, o que acelera e estabiliza o
crescimento dos cristais. Assim, 0 processo resulta na mineralizagdo do biofilme, o
que protege as células bacterianas e as tornam dificeis de erradicar (HOLLING et
al., 2014; NORSWORTHY; PEARSON, 2017).

Estudos in vitro mostram que essa espécie é capaz de basificar o pH
urindrio em valores mais elevados quando comparados com outras bactérias
produtoras de urease, além de bloquear o fluxo de urina em menos de 24 horas
(BROOMFIELD et al., 2009; JONES et al., 2006; MILO et al., 2016).

O entupimento da luz do cateter causa o bloqueio do fluxo urinario.
Consequentemente, a urina fica retida, resultando em distenséo da bexiga, o que
causa dor e desconforto ao paciente. Além disso, pode ocorrer refluxo da urina para
os rins, causando formacdo de célculos vesicais e renais e complicacdes sérias
como pielonefrite, septicemia, choque e até a morte do paciente (HOLLING et al.,
2014; NORSWORTHY; PEARSON, 2017; STICKLER, 2014).

2.6. Nanotecnologia, Nanociéncia e Nanoparticulas

O prefixo “nano” deriva do grego “nanos”, que significa ando, e
nandémetro, enquanto unidade de medida do sistema métrico, corresponde a
bilionésima parte de um metro, ou 10”° metros (BUZEA; PACHECO; ROBBIE, 2007).
Apesar do termo “nanotecnologia” ter sido empregado apenas em 1974 por Norio
Taniguchi, o conceito tedrico de manipulacdo de matéria em escala nanométrica foi
primeiramente apresentado em 1959 pelo fisico Richard Feynman, durante sua
palestra “There's Plenty of Room at the Bottom: An Invitation to Enter a New Field of
Physics”, onde Feynman contempla a possibilidade de, por exemplo, criar objetos
em tamanho tdo pequeno quanto as moléculas produzidas pelas células, ou de

transcrever os 24 volumes da Enciclopédia Britanica na cabeca de um alfinete, tudo
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através da capacidade de rearranjar propositalmente os atomos (FEYNMAN, 1960;
ROYAL SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004; TAN et al.,
2016).

A descoberta de novos materiais, processos e fendmenos em
nanoescala permitiu o desenvolvimento de nanosistemas e nanomateriais
inovadores (BHUSHAN, 2016). Desde o discurso de Feynman até os dias atuais, a
nanotecnologia tem evoluido, sendo estudada e aplicada em diversas areas como,
por exemplo, industria alimenticia (SINGH; JAIRATH; AHLAWAT, 2016), ambiental
(SHARMAA et al., 2009), eletroeletrbnica (CHAN et al., 2008; JOHLIN et al., 2016),
agroindustrial (MUKHOPADHYAY, 2014), farmacéutica (DEBBAGE, 2009;
WEISSIG; PETTINGER; MURDOCK, 2014), cosmética (RAJ et al, 2012) e
biomédica (RAMOS et al., 2017).

As definicbes de termos relacionados a nanotecnologia nao sao
consoantes na literatura. E chamada nanotecnologia qualquer tecnologia feita em
nanoescala e que tenha aplicagdo no mundo real (BHUSHAN, 2016). A Iniciativa
Nacional de Nanotecnologia (NNI) do Governo Federal Norte-americano,
responsavel por coordenar a pesquisa e o desenvolvimento de ciéncia, engenharia e
tecnologia em nanoescala, define nanotecnologia como a compreensao e o controle
da matéria em dimensfes entre, aproximadamente, 1-100 nm, onde fendmenos
Unicos essa escala de tamanho permitem novas aplicagbes (NATIONAL SCIENCE
AND TECHNOLOGY COUNCIL, 2014). J4 a Real Sociedade e a Academia Real de
Engenharia de Londres ampliam o limite para dimensdes entre 0,2-100 nm, sendo, a
nanociéncia, responsavel por estudar as tais novas propriedades adquiridas pelos
materiais (ROYAL SOCIETY AND ROYAL ACADEMY OF ENGINEERING, 2004).

Os nanomateriais sdo 0s materiais produzidos em nanoescala de
tamanho (BHUSHAN, 2016). S&o definidos como materiais com qualguer dimensao
externa, ou com estrutura interna ou de superficie em nanoescala (ISO, 2012, 2017).
Materiais que apresentam uma dimensdo em nanoescala sdo as camadas, tais
quais os filmes ou o revestimento de superficies. Materiais com duas dimensdes em
nanoescala incluem nanofios e nanotubos. Ja os materiais que estdo em nanoescala
nas trés dimensdes incluem as nanoparticulas (ROYAL SOCIETY AND ROYAL
ACADEMY OF ENGINEERING, 2004).
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Muitos trabalhos trazem a definicdo de nanoparticulas como sendo
particulas com dimensdes entre 1-100 nm (CHALOUPKA; MALAM; SEIFALIAN,
2010; DREADEN et al., 2012; GATOO et al., 2014; PASUPULETI et al., 2013), o que
€ condizente com a recomendacdo da IUPAC, que define nanoparticulas como
sendo particulas de qualquer forma com dimensdes entre 1x10° e 1x10” (VERT et
al., 2012). Nanoparticulas séo, ainda, encontradas sob a definicdo de particulas com
pelo menos uma dimensao abaixo de 100 nm (PRASAD; ELUMALAI, 2011; VERMA
et al., 2010), diferente da definicdo apresentada pela Organizacdo Internacional de
Normalizacdo (ISO) de que nanoparticulas sdo nano-objetos com todas as trés
dimensdes externas em nanoescala, a qual, por sua vez, € definida como escala de
tamanho variando, aproximadamente, de 1 a 100 nm (I1SO, 2012, 2017; POTOCNIK,
2011).

Outras definicbes de nanoparticulas encontradas na literatura incluem
limites entre 10-100 nm (RAMALINGAM et al., 2018),1-300 nm (MCNEIL, 2011) e
10-500 nm, raramente excedendo 700 nm (MODY et al., 2010). Entretanto, alguns
autores adotam outra nomenclatura para particulas entre 100-999 nm, que passam a
ser chamadas de particulas submicrons, e ndo mais nanoparticulas (FAUST et al.,
2016; JOHNSON et al., 2018; VASUDEV; MATHEW; AFONINA, 2015).

Outros autores, ainda, diferenciam nanoparticulas de particulas ultrafinas
(UFPs). Por ndo haver uma definicdo formal de UFP (BALDAUF et al., 2016), os
parametros comparativos também variam na literatura. Alguns trabalhos se referem
a ambas como particulas menores que 100 nm, com a diferenca que as UFP seriam
particulas incidentalmente geradas no ambiente, geralmente como produtos de
combustdo de combustiveis fosseis, condensacédo de substancias semi-volateis ou
emissao industrial, enquanto as nanoparticulas seriam produzidas através de
processos controlados para proveito de suas qualidades em relacdo a materiais
mais volumosos (materiais “bulk”) (LI et al., 2016; STONE et al., 2017). Porém,
também pode-se encontrar definicbes dessas particulas como sendo, as
nanoparticulas, menores que 10 nm, que podem dar origem as UFPs, de tamanho
entre 10-100 nm (WATSON et al., 2006). Quando se trata de particulas semi- ou
nao-volateis, é proposto que nanoparticulas sejam definidas como particulas
menores que 30 nm, enquanto UFPs sejam particulas abaixo de 500 nm (BALDAUF
et al., 2016).
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Como visto, h& certo consenso no limite superior de 100 nm para um
material ser considerado uma nanoparticula (POTOCNIK, 2011). Tal delimitacdo é
justificada pelo fato de que as propriedades das nanoparticulas deixam de ser
Unicas e passam a se assemelhar as dos materiais “bulk” quando ultrapassam esse
tamanho. Exemplo disso é que algumas consideracbfes mateméaticas para as
propriedades Oépticas se aplicam a particulas nessa faixa de tamanho (MAIER,
2007). Além disso, o método de sintese “bottom-up” faz uso de métodos como a
dindmica molecular que, geralmente, considera menos que um milhdo de atomos
para manter o tempo de calculo dentro de valores razoaveis. Isso limita o tamanho

da nanoestrutura até valores em torno de 100 nm (GUISBIERS, 2010).

Entretanto, ainda que as propriedades fisicas, quimicas e biologicas
possam mudar com o tamanho, ndo ha justificativa cientifica para se delimitar um
tamanho Unico associado a essas mudancas que possa ser aplicado de forma
universal a todos os nanomateriais. O comportamento toxicocinético e a interacao
particula-célula ndo sdo rigidamente relacionados a um limiar de tamanho, sendo
dose-dependentes, por exemplo, e podem continuar ocorrendo mesmo quando as
particulas que compdem o nanomaterial apresentarem tamanho acima de 100 nm.
Além do tamanho, outras propriedades como composicdo quimica, morfologia,
propriedades de superficie, cristalinidade, solubilidade, dentre outros, precisam ser
considerados. Uma definicho mais apropriada estenderia esse limite superior de
tamanho para 1 pm, sendo a faixa submicron classificada como nano (BUZEA;
PACHECO; ROBBIE, 2007; EFSA, 2018; VERT et al., 2012).

Atualmente, a nanotecnologia permite a sintese de nanoparticulas de
diferentes tamanho e formas geométricas, como cubos (XIAO et al.,, 2018),
bipiramides (ZHANG et al., 2016), triangulos (JEBALI et al., 2014; JIA et al., 2006),
bastdes (MIRANDA-ANDRADES et al., 2017; YAO et al, 2015) e esferas
(SCANDORIEIRO et al., 2016). Tais caracteristicas também conferem propriedades
aos nanomateriais que, outrora, em sua contraparte “bulk”, ndo existiam (EUSTIS;
EL-SAYED, 2006).
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2.6.1. Diferenga entre nanoparticulas e materiais “bulk”

Apesar da falta de padronizacdo na definicdo, € consenso que
nanoparticulas sdo particulas em escala nanométricas que, de fato, adquirem
propriedades diferentes as do material “bulk” (GATOO et al.,, 2014). Essas
propriedades se devem ao fato de que os nanomateriais possuem maior razédo de
superficie de area sobre o volume, e pelo aparecimento de efeitos quanticos em
nanoescala (GUISBIERS, 2010).

A matéria em nanoescala ndo obedece as leis da fisica Newtoniana, mas
sim a mecénica quantica, afetando as propriedades Opticas, elétricas e magnéticas.
Os nanomateriais possuem uma area de superficie relativamente maior quando
comparados aos materiais “bulk”. Quanto menor o tamanho da particula, maior a
propor¢do de atomos de superficie, o que leva ao aumento da reatividade devido ao
maior nimero de sitios ativos. A auto-montagem é um processo que se baseia na
organizacdo de componentes, produzindo um padrdo ou estrutura ordenada. Isso
reflete na forma, carga, polarizacdo, determinando as interacdes atrativas ou
repulsivas (KUMAR; KUMBHAT, 2016).

2.6.2. Sintese de nanoparticulas

Véarios métodos sdo utilizados para sintese de nanoparticulas e podem ser
classificados em duas categorias: “Top—down” e “Bottom-up”. Métodos “Top-down”
se referem aos métodos que quebram o materiais “bulk” até que atinjam o tamanho
de nanoescala, fazendo uso da termodinémica classica, enquanto o “Bottom-up”
sintetiza as nanoparticulas comecando a partir de atomos ou moléculas, utilizando
métodos computacionais como a dindmica molecular. Geralmente, a dindmica
molecular considera menos que um milhdo de atomos para manter o tempo de
calculo em valores aceitaveis. Esse fator limita 0 tamanho da nanoparticula em torno
de 100 nm (GUISBIERS, 2010; PACIONI et al., 2015). A Figura 1 mostra as duas
abordagens de producdo de nanoparticulas e seus diferentes componentes. Os

meétodos que compdem essas categorias podem ser quimicos, fisicos, ou bioldgicos.

Varios meétodos quimicos sado usados na producdo de nanoparticulas, tais
como reducdo quimica, técnicas eletroquimicas, métodos quimicos assistidos por

irradiacao, pirolise, dentre outros (KHAN et al., 2018). No entanto, muitos métodos
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quimicos de producdo sdo potencialmente perigosos para o meio ambiente e os
organismos Vvivos por usarem reagentes quimicos no processo de sintese, o que
torna o nanomaterial inapropriado para aplicacdo no campo médico (DHAS et al.,
2014).

Comparado aos métodos quimicos, os métodos fisicos sdo mais vantajosos
por conta da auséncia de contaminagdo com solventes e pela possibilidade de
preparar filmes de nanoparticulas finos e uniformemente distribuidos. Porém, a
sintese fisica consome grande quantidade de energia e leva muito tempo para
atingir estabilidade térmica (IRAVANI et al., 2014).

Alternativas aos agentes redutores e estabilizantes agressivos ao meio
ambiente, chamadas de “sintese verde”, sdo propostas e incluem sintese biogénica
utilizando extratos de plantas, bactérias e fungos (VIMBELA et al., 2017). Os
microrganismos sao importantes para a detoxificacdo de metais, onde a via bioldgica
pode ser explorada para a biossintese de nano particulas (POULOSE et al., 2014).
Microrganismos produzem materiais inorganicos tanto intra como extracelularmente,
geralmente em dimensfes de nano escala. Além do efluxo de ions da célula por
proteinas de membrana que funcionam tanto como ATPase ou como anti-
transportadores quimiosmaoticos de cations ou prétons, a detoxificacdo quimica
também permite que 0 microrganismo seja resistente a maioria dos metais pesados.
Assim, o sistema microbiano pode detoxificar os ions metalicos por reducédo e/ou
precipitacdo de ions inorganicos solUveis toxicos a nanoaglomerados metalicos
insollveis atéxicos. Isso pode ocorrer tanto por biomineralizacdo, biossorcgéo,
complexacdo, ou precipitacdo extracelular, ou por bioacumulacdo intracelular
(NARAYANAN; SAKTHIVEL, 2010; SIDDIQI; HUSEN; RAO, 2018). Porém, a
principal limitacdo da biossintese é a baixa reprodutibilidade, sendo necesséria
caracterizacdo das nanoparticulas antes da avaliagcdo antimicrobiana (DURAN;
NAKAZATO; SEABRA, 2016).

Vale ressaltar que as nanoparticulas possuem tendéncia a formar agregados.
Para evitar a aglomeragdo, estabilizadores organicos e inorganicos sao usados
(KEDZIORA et al., 2018). Na biossintese de nanoparticulas por microrganismos, 0s

agentes quimicos redutores e estabilizantes déo lugar a biomoléculas, como
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proteinas e carboidratos, produzidas pelos proprios microrganismos (KHAN et al.,
2018).
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Figura 1- Métodos de sintese de nanoparticulas pelas abordagens “Top-down” e
“‘Bottom-up”. Adaptado de HORIKOSHI; SERPONE, 2013.

2.6.3. Nanoparticulas de prata

Prata tem sido usada ha muito tempo por conta da sua atividade
antimicrobiana. Os Fenicios ja utilizavam recipientes de prata para preservar
alimentos. Em 1881, um médico chamado Crede usava compostos de prata para
prevenir a transmissdo de gonorreia da mée para os filhos (ARVIZO et al., 2012.).

O primeiro relato sobre AgNPs foi feito por Lea (1889) (NOWACK; KRUG;
HEIGHT, 2011), mas acredita-se que seja usado desde o antigo Egito (REIDY et al.,
2013). Produtos comerciais contendo AgNPs sdo usados em diversas aplicagdes
como pigmentos, filtro de agua (NOWACK et al.,, 2011), industria alimenticia
(CUSHEN et al., 2012), desodorantes e outros cosméticos (REIDY et al., 2013).
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Além disso, AgNPs tem sido estudadas com diversos fins na area da
saude, incluindo tratamento de cancer de mama (RODRIGUEZ-RAZON et al., 2018),
dispositivos ortopédicos (CASTIGLIONI et al., 2017) e biomateriais dentarios
(CORREA et al., 2015). Entretanto, dentre os diversos tipos de nanoparticulas de
metais, as de prata tém sido mais estudadas por conta de sua forte atividade
antimicrobiana e relativa baixa toxicidade aos humanos (LEE et al., 2008).

2.6.3.1. Biosintese de AgNPs por Fusarium oxysporum

A biossintese de AgNPs é um dos métodos de sintese “bottom up” eco-
amigével mais populares (KEDZIORA et al., 2018). F. oxysporum é, na verdade, um
complexo de espécies fungicas fitopatogénicas e toxigénicas com mais de 150
hospedeiros especificos, causando varias doencas em quase todas as espécies de
plantas de importancia comercial (DONG et al., 2017; NIRMALADEVI et al., 2016).

A capacidade de sintese de AgNPs por F. oxysporum € extensamente
relatada na literatura (AHMAD et al., 2003; ALMEIDA; DE OLIVEIRA; DURAN et al.,
2005; HOTZA, 2017; ANIL KUMAR et al., 2007; BIRLA et al.,, 2013; GHOLAMI-
SHABANI et al., 2014; ISHIDA et al.,, 2014; KORBEKANDI et al., 2013). Apesar
disso, 0 mecanismo para a reducdo de Ag" em Ag° por microrganismos ainda é
pouco conhecido (ALMEIDA; DE OLIVEIRA; HOTZA, 2017).

De maneira geral, microrganismos séo utilizados na remediagéo de
metais toxicos, que acontece pela reducéo dos ions metélicos (AHMAD et al., 2003).
A sintese de nanoparticulas por microrganismos pode acontecer tanto intra como
extracelularmente (ANIL KUMAR et al., 2007). No caso de F. oxysporum, a reducao
de Ag" ocorre extracelularmente. E proposto que esse fungo secrete uma enzima
extracelular que reduz os ions a nanoparticulas de prata metalica (ALMEIDA; DE
OLIVEIRA; HOTZA, 2017). Para demonstrar que a reducdo de Ag" acontece
extracelularmente, Ahmad e colaboradores (2003) imergiram a biomassa de F.
oxysporum em agua por 72 horas e filtraram os componentes aquosos. A solugéo,
foi adicionado AgNOs; e observaram que a solugdo, outrora incolor, adquiria
coloragdo marrom em 24 horas, indicando reducdo dos ions. No mesmo estudo,
uma enzima redutase dependente de NADH foi identificada, sendo proposto que

fosse a responsavel pela acéo redutora. Ainda, verificaram que proteinas secretadas
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pelo fungo poderiam agir como agentes estabilizantes para as AgNPs (AHMAD et
al., 2003).

DURAN e colaboradores (2005) identificaram que a reduc&o do ion Ag”
e formac&o de AgNPs ocorre por conta da atividade da redutase em associacdo com
quinona, um transportador de elétrons, ambos produzidos pelo préprio fungo (Figura
2). Além disso, as AgNPs também eram estabilizadas por proteinas produzidas pelo
fungo (DURAN et al., 2005).

Anil Kumar e colaboradores (2007) isolaram e purificaram a nitrato
redutase produzida por F. oxysporum e a testaram na presenca e auséncia de
NADPH, mostrando que a formacdo de AgNPs acontecia somente na presenca da
coenzima. Além do mais, constataram que a formacdo de AgNPs também ndéo
acontecia quando hidroxiquinolina era removida da reacdo, mostrando que esse
agente transportador de elétrons € necessario para a oxiredu¢cdo do NADPH (ANIL
KUMAR et al., 2007).

No estudo de Yin e colaboradores (2016), o NADPH também mostrou
ser importante para a oxidacdo do O,, com consequente formacdo de superoxido
extracelular. A inativacdo do superoxido levou a diminui¢cdo na formacdo de AgNPs
por F. oxysporum, mostrando ter papel na reducdo de Ag". Os autores nao
descartam a hipétese dos outros trabalhos, que mostram que a nitrato resutase € a
responsavel pela reducdo de Ag’. Para eles, o papel da nitrato redutase também
seria reduzir O, a superoxido, o que corroboraria o papel do superdoxido como
redutor (YIN et al., 2016).

2.6.3.2. Mecanismos de acdo antibacteriana

Dentre os diversos tipos de nanoparticulas metalicas, as AgNPs tem sido
mais estudadas por conta de sua atividade antimicrobiana de amplo espectro e por
sua baixa toxicidade aos humanos (LEE et al., 2008; LOK et al., 2006; RAI et al.,
2012). Apesar da atividade antibacteriana das AgNPs ser bastante relatada na
literatura, o mecanismo de acgdo pelo qual exerce tal atividade ainda ndo é
completamente esclarecido (DAKAL et al., 2016; FRANCI et al., 2015).

E sabido que ions de prata (Ag") possuem atividade antibacteriana e que
sdo liberados pelas AgNPs na presenca de oxigénio (DURAN et al., 2016;
LANSDOWN, 2006; POTERA, 2012). Evidéncias mostram que a liberacdo de ions
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sdo o mecanismo antibacteriano mais importante das AgNPs. Entretanto, estudos
demonstram que tanto as propriedades das nanoparticulas quanto os ions liberados

estao relacionados ao modo de acgéo.

REDUCTASE Oz o ¥
NOy NO3 ¥ :
2 Hi’:‘ NADH NAD* .

\ Fusarium oxysporum

NADP* NADPH

Figura 2- Mecanismos propostos de sintese de AgNPs por F. oxysporum. (a)
Reducéo de Ag® por acdo da enzima redutase associada a quinona. Fonte: DURAN
et al., 2005. (b) reducdo de Ag" pelo radical superoxido. Fonte: YIN et al., 2016.

fons Ag" sdo potentes antibacterianos, porém s&o facilmente
sequestrados por cloretos, fosfatos, proteinas (albumina, por exemplo) e outros
componentes celulares, causando significativa reducéo da atividade. As AgNPs séo
menos susceptiveis a essas interceptacdes e podem ser imobilizadas, impregnadas,
usadas como revestimento, e fazer parte da composicdo de compdsitos (KEDZIORA
et al., 2018; POTERA, 2012; VIMBELA et al., 2017).

- Acdo na parede bacteriana

Para exercer efeito antibacteriano, as AgNPs precisam interagir com a
bactéria (WANG; HU; SHAO, 2017). O primeiro estagio de interacdo € a ancoragem
a parede bacteriana, possivelmente em locais ricos em grupos funcionais
negativamente carregados, causando danos a parede por formacao de perfuracoes.
Esse efeito pode ser observado tanto em bactérias Gram-negativas como em Gram-
positivas (MIRZAJANI et al., 2011; SHRIVASTAVA et al., 2007)

Em bactérias Gram-negativas, as AgNPs se ligam aos lipopolissacarideos
(PRABHU; POULOSE, 2012; SHRIVASTAVA et al.,, 2007; SONDI; SALOPEK-
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SONDI, 2004). No caso das Gram-positivas, as AgNPs interagem com a grossa
camada de peptideoglicano. Depois, se acumulam e comegam a se conectar com as
camadas mais profundas, rompem a ligacdo glicosidica [ 1,4 entre o acido-N-
acetiimuramico e N-acetilglicosamina causando ruptura da peptidoglicana e

liberacdo de aminoagucares e acido muramico (MIRZAJANI et al., 2011).

- Membrana celular

Apoés interacdo com a parede celular, as AgNP interagem com a
membrana celular. Sondi e Salopek-Sondi (2004) mostraram que AgNPs se
acumulam na membrana celular de E. coli, levando ao aumento da permeabilidade e
afetando a regulacdo de transporte através da membrana plasmatica (SONDI,
SALOPEK-SONDI, 2004). Morones e colaboradores (2005) sugerem que AgNPs
afetam a cadeia respiratoria e a divisdo celular por que a prata reage com proteinas
sulfuradas na membrana da bactéria (MORONES et al., 2005)

Lok e colaboradores (2006), encontraram que o tratamento com AgNP
desestabiliza as membranas externa e citoplasmatica, com perda do potencial de
membrana, necessario para a translocacdo e conversdo a formas maduras de
precursores de proteinas do envelope celular. A curta exposi¢cdo a concentracdes
antibacterianas de AgNPs resultaram em acumulo de precursores de proteinas do
envelope no citoplasma (LOK et al., 2006).

A exposicdo de S. aureus a AgNPs por duas horas levou a reducéo na
expressao da proteina ligante de ATP do transportador ABC. O transportador ABC é
uma proteina integral de membrana necessaria para captacdo de nutrientes
essenciais. Dessa forma, AgNPs reduzem a capacidade de captacdo de nutrientes
(Ll etal., 2011).

- Efeitos no DNA

As AgNPs danificam a parede e a membrana celular e sdo encontradas
no interior das bactérias (SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004; SHRIVASTAVA et al.,
2007). Uma vez dentro, elas interagem com proteinas sulfuradas e compostos
fosfatados, como o DNA (LOK et al., 2006; MORONES et al., 2005; MUHSIN;
HACHIM, 2014; SONDI; SALOPEK-SONDI, 2004).

Em estudo com S. aureus, Li et al. (2011) mostraram que o DNA se

condensava apos exposicdo as AgNPs. Observaram, também, uma reducdo da
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proteina Recombinase A, uma enzima essencial no reparo do DNA plasmidial e
cromossomal em bactérias (LI et al., 2011).

Além disso, a integridade do DNA bacteriano também é prejudicada.
Eletroforese de DNA de B. subtilis ap6s tratamento com AgNPs mostrou significante
degradacédo do DNA cromossomal (HSUEH et al., 2015). Resultado parecido foi
obtido com plasmidio isolado de E. coli DH5a (CHOWDHURY; BASU; KUNDU,
2014).

- Espécies reativas de oxigénio (ERQOSs)

O estresse oxidativo induzido pr EROs é um importante mecanismo de
nanoparticulas. EROs € um termo genérico para moléculas e intermediarios reativos
gue possuem forte potencial redox. Os tipos de EROs séo o radical superoxido (O »),
o radical hidroxila (-OH), o peroxido de hidrogénio (H20,), e o oxigénio singlete (O,)
(WANG; HU; SHAO, 2017).

EROs ocorrem naturalmente em células aerdébias, mas estas mantém
uma forte defesa contra o estresse oxidativo. Entretanto, a ocorréncia de oxigénio
ativo pode superar a capacidade da defesa em certas ocasifes (BANERJEE et al.,
2010). Células sujeitas ao estresse oxidativo sofrem varios danos na membrana
lipidica, em proteinas, no DNA, e na cadeia respiratdria, podendo resultar na morte
do microrganismo (QUINTEROS et al., 2016).

As AgNPs podem formar EROs com &gua. Em estudo realizado por
Zhang e colaboradores (2013), suspensao aquosa de AgNPs sob irradiacdo UV
gerou radicais superoxido e hidroxila, diferente de nanoparticulas de ouro, niquel e
silicio, que geraram apenas oxigénio singlete (ZHANG et al., 2013).

A formacdo de EROs pode causar inibicAio da enzima lactato
desidrogenase, enzima da cadeia respiratéria responsavel por oxidar o lactato em
piruvato (SOO-HWAN et al., 2011). Su e colaboradores (2009) encontraram que
EROs séo gerados intracelularmente quando E. coli sdo tratadas com AgNPs e séo
responsaveis pela perda de integridade da membrana. A producdo de EROs pode
ser causada pelo impedimento do transporte de elétrons pela cadeia respiratoria (SU
et al., 2009). Ja no trabalho de Choi e colaboradores (2008), EROs gerados
intracelularmente em bactérias nitrificantes ndo geraram danos em membrana,
sugerindo que a toxicidade de AgNPs esta relacionada com processo de morte
intracelular mediado por EROs, como dano ao DNA e indugao de apoptose (CHOI;
HU, 2008).
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Outro mecanismo relacionado com a cadeia respiratoria € 0 aumento
ou a reducdo na expressao de proteinas. Tem sido mostrado que a expressdo de
piruvato formato liase € aumentada em S. aureus apds exposicdo a AgNPs,
implicando uma condicdo aerdbica na qual o oxigénio ndo pode ser usado como
aceptor final de elétrons. Além disso, a expressdao de glicerol-3-fosfato
desidrogenase indica que as células de S. aureus realizam fermentacdo anaerébia
(Ll etal., 2011).

Além disso, estudos tem mostrado que, tanto o tamanho quanto o
formato das AgNPs sdo partes importantes na acdo antibateriana (DHAS et al.,
2014; MARTINEZ-CASTARNON et al., 2008; PAL; TAK; SONG, 2007). O tamanho
nanométrico garante uma area de superficie significativamente grande, melhorando
0 contato com a bacatéria. Considerando um caso hipotético de particulas esféricas
de tamanho uniforme, a reducdo no tamanho da particula de 10 ym para 10 nm
aumenta a superficie de contato em 10° (PAL; TAK; SONG, 2007). O tamanho é um
dos fatores que permite a conexdo com a parede celular para a formacédo das
perfuracdes (MIRZAJANI et al., 2011). AgNPs triangulares mostraram maior
atividade em relacéo a particulas circulares e nanobastdes(PAL; TAK; SONG, 2007).
Para Xiu e colaboradores, as propriedades morfologicas sao fatores indiretos,

agindo através da melhor liberagdo de Ag” (XIU et al., 2012).

2.7. ModificacOes de superficie de cateteres

A modificacdo e funcionalizacdo de superficies tem um papel central no
controle das propriedades e conferem novas funcionalidades ao material, o que é
especialmente importante nos campos de biomateriais, engenharia de tecidos e
diagnéstico médico (DING; FLOREN; TAN, 2016).

Uma vez que o primeiro passo para a bactéria formar o biofilme é aderir
firmemente a superficie, impedir esse estagio pode reduzir os riscos de infec¢éo. O
mecanismo utilizado pode liberar o antimicrobiano ou apresentar o composto ligado
a superficie para agir quando a bactéria entrar em contato. A liberagdo do composto
ativo é benéfica ndo apenas por agir nos microrganismos associados a superficie,

mas também os patdgenos nas areas adjacentes. Entretanto, o controle da liberagéo
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geralmente é inapropriado, sendo liberado no inicio em altas quantidades, seguido
de um periodo de liberacdo diminuida, expondo as bactérias a concentragdes sub-
inibitérias, o que leva ao aumento da resisténcia das bactérias (SWARTJES et al.,
2015).

O uso de cateteres impregnados com antimicrobianos nao deve ser usado
rotineiramente (LO et al., 2014). Segundo a recomendacédo em vigéncia do Centro
de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) se a ITU-AC ndo regredir apos
implementacdo de estratégias tais quais seguir as recomendacdes prioritarias para
uso de cateter e insercdo e manutencao asséptica, o uso de cateteres impregnados
com antimicrobianos deve ser considerado (GOULD, 2010). J& a recomendacédo da
Infectious Diseases Society of America (IDSA), pacientes com cateterizacao de curto
prazo, cateteres urinarios revestidos com liga de prata ou antibiéticos podem ser

considerados para reduzir a bacteridria associada a cateter (HOOTON et al., 2010).

O latex foi o primeiro material usado na fabricacdo de cateteres Foley,
mas existem problemas associados a esse material incluindo baixa
biocompatibilidade e susceptibilidade a infec¢cdes e incrustacdes, o que levou a
aplicacdo de diversos revestimentos de superficie como, por exemplo, poli (2-
hidroxietilmetacrilato), politetraflouroetileno e silicone, considerado uma das

substancias mais biocompativeis (VERMA et al., 2016).

Entretanto, no caso de cateteres revestidos por prata, a deposicdo de
cristais sobre o revestimento de prata permite a adesdo e proliferacdo bacteriana,
impedindo o contato com a prata subjacente. Entdo, se o antimicrobiano for
incorporado ao cateter com o objetivo de prevenir a incrustacéo, ele deve difundir do
cateter e impedir que a bactéria eleve o pH da urina (STICKLER; FENELEY, 2010).

2.7.1. Polidopamina e modificacdo de superficies

A possibilidade da polidopamina (PDA) ser usada como agente de
revestimento foi percebida através da observacéo de mexilhdes, que conseguem se
prender a, virtualmente, qualquer tipo de superficie, organica ou inorganica, mesmo
que de baixo d’agua, inclusive podendo se ligar a materiais de dificil adesdo como
poli(tetrafluoroetileno) (LEE et al., 2007).
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Os mexilhdes produzem proteinas contendo 3,4-dihidroxi-L-fenilalanina
(DOPA) e lisina, levando a hipétese de que a coexisténcia dos grupos catecol e
amina, presentes na DOPA e na lisina, respectivamente, seja um fator crucial para
alcancar uma forte adesao. A PDA possui ambos os grupos (DING; FLOREN; TAN,
2016; SILEIKA et al., 2011) e, assim como nos mexilhdes, podem ser ligar a
substratos organicos e inorganicos, incluindo superficies superidrofobicas. Assim, a
PDA abriu um novo caminho para a modificacdo de varios substratos (LIU; Al; LU,
2014).

A polidopamina é formada pela polimerizagdo oxidativa do cloridrato de
dopamina em pH> 7,5. Em condi¢cdes alcalinas e na presenca de oxigénio, a
dopamina forma finos filmes aderentes de PDA (DING; FLOREN; TAN, 2016;
SILEIKA et al., 2011). A camada de PDA adere intimamente a superficie por fortes
interacdes covalentes e ndo covalentes, resultando em um revestimento altamente
estavel (KARKHANECHI; TAKAGI; MATSUYAMA, 2014). Essa caracteristica
permite que a PDA atue como um agente de ancoragem, ligando um antimicrobiano
a uma superficie (SU et al., 2016; WANG et al., 2015).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a atividade antibacteriana e antibioflme de AgNPs
biossintetizadas por F. oxysporum contra isolado uropatogénico de P. mirabilis e
verificar a capacidade de cateteres urinarios revestidos por essas AgNPs, utilizando
PDA como agente de ancoragem, em inibir a incrustagao.

3.2. Objetivos especificos

- Averiguar a atividade antibacteriana das AgNPs;
- Realizar a cinética de acao;

- Verificar a capacidade das AgNPs de inibir a formagéo de biofilme em

microplacas de poliestireno;

- Averiguar a capacidade das AgNPs de eliminar biofiimes maduros em

microplacas de poliestireno;
- Revestir cateteres Foley com as AgNPs;

- Determinar a capacidade anti-incrustrante do revestimento dos cateteres
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USO DE NAN\NOPARTI'CULAS DE PRATA NA PREVENCAO DA
COLONIZACAO DE CATETER URINARIO POR PROTEUS MIRABILIS
UROPATOGENICO MULTIRRESISTENTE.
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1- Departamento de Microbiologia — Universidade Estadual de Londrina (UEL)
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Resumo

Proteus mirabilis € um dos principais agentes causadores de infec¢do urinaria
associada a cateter, sendo associado ao entupimento do cateter e a urolitiase. A
funcionalizacdo de superficies com antimicrobianos tem sido usada para reducao de
infeccbes. O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade de
nanoparticulas de prata (AgNPs) sintetizadas por Fusarium oxysporum contra
isolado clinico de P. mirabilis uropatogénico. As AgNPs foram sintetizadas pela
adicdo de AgNO; ao filtrado fungico. Andlise de tamanho, potencial Zeta e
morfologia das AgNPs foram determinados por espalhamento de luz dinamico, laser
doppler eletroforese, e microscopia eletrénica de transmisséo, respectivamente. Os
ensaios de microdiluicdo em caldo e cinética de tempo de morte foram usados para
determinar a atividade antibacteriana. O ensaio de reducdo do XTT foi utilizado para
determinacdo da atividade antibiofilme. Além disso, fragmentos de catéter foram
revestidos com duas (2C) e trés (3C) camadas de AgNPs usando PDA como agente
ancorante. A superficie modificada foi caracterizada por EDX. Os cateteres foram
testados quanto ao tempo de inibicdo de incrustacdo e a inibicdo de formacgéo de
biofilme foi analisada por microscopia confocal espectral (MCE). As AgNPs
apresentaram formato esférico, com tamanho meéedio de 126,3 nm e potencial Zeta
de -36,86 mV. A CIM foi 62,5 uM, causando inviabilidade celular total ap6s 4 horas
de acdo. A formacdo de biofilme foi inibida em 76,4% e o biofilme maduro foi
reduzido em 1,9%. A analise por EDX confirmou a presenca e homogeneidade da
prata no revestimento. A incrustacdo dos catéteres 2C e 3C aconteceu apos 13,5 +
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0,7 e 21 £ 1,4 dias, respectivamente. A MCE mostrou que o revestimento do catéter
reduziu a intensidade de fluorescéncia em mais de 98%. Dessa forma, conclui-se
que AgNPs biossintetizadas por F. oxysporum possuem grande atividade
antibacteriana e antibiofilme, sendo uma potencial alternativa ao tratamento de P.

mirabilis uropatogénico.
4.1. INTRODUCAO

Proteus mirabilis € uma espécie de bactéria Gram-negativa pertence a familia
Enterobacteriacea (BREED; MURRAY; SMITH, 1957) conhecido por ser um dos
principais agentes etiologicos na infeccdo do trato urinério associado a cateter (ITU-
AC) (SCHAFFER; PEARSON, 2015). E capaz de produzir uma urease muito
potente, capaz de hidrolisar a ureia muito mais rapido do que as ureases de outros
microrganismos (STICKLER; FENELEY, 2010) com consequente formacdo de
amonia, levando a formacéo de cristais de estruvita e apatita (GRIFFITH; MUSHER,
1976). Esses cristais ficam presos no biofime em formacdo resultando na
mineralizacao do biofilme, causando blogqueio do cateter com consequente retengao
da urina na bexiga. Isso leva a complicagcdes como o refluxo da urina para os rins,
favorecendo a urolitiase, e problemas mais sérios como como pielonefrite,
septicemia, choque e até a morte do paciente (HOLLING et al., 2014,
NORSWORTHY; PEARSON, 2017; STICKLER, 2014).

Superficies com propriedades antimicrobianas tem sido empregadas na
tentativa de reduzir as taxas de infeccbes nosocomiais (CAMPOS et al., 2016). A
polidopamina (PDA) tem sido usada neste contexto, uma vez que é capaz de se ligar
a, virtualmente, qualquer superficie (LEE et al., 2007). A PDA é formada pela
polimerizacdo oxidativa do cloridrato de dopamina em pH> 7,5. Em condicbes
alcalinas e na presenca de oxigénio, a dopamina forma finos filmes aderentes de
PDA (DING; FLOREN; TAN, 2016; SILEIKA et al., 2011). A camada de PDA adere
intimamente a superficie por fortes interagcbes covalentes e ndo covalentes,
resultando em um revestimento altamente estavel (KARKHANECHI; TAKAGI,
MATSUYAMA, 2014). Essa caracteristica permite que a PDA atue como um agente
de ancoragem, ligando um agente antimicrobiano a uma superficie (SU et al., 2016;
WANG et al., 2015)
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Nanoparticulas de prata (AgNPs) tem sido muito estudadas por conta de sua
forte atividade antimicrobiana e relativa baixa toxicidade aos humanos (LEE et al.,
2008). Diversos meétodos de sintese de AgNPs sao conhecidos (HORIKOSHI;
SERPONE, 2013) e podem ser classificados em quimicos, fisicos e biolégicos.
Dentre esses, a sintese bioldgica apresenta as vantagens de ndo utilizar agentes
redutores e estabilizantes prejudiciais presentes nos outros métodos (VIMBELA et
al., 2017). Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
antibacteriana de AgNPs biossintetizadas pelo fungo F. oxysporum contra isolado
uropatogénico de P. mirabilis e verificar a eficiéncia de cateteres urinarios revestidos

com AgNPs, utilizando PDA como agente de ancoragem, em inibir a incrustacao.

4.2. MATERIAIS E METODOS

4.2.1. Microrganismos

O isolado de P. mirabilis uropatogénico é proveniente de urina de
paciente masculino internado na enfermaria do Hospital Universitario de Londrina no
ano de 2015 e foi escolhido para os testes de atividade antibacteriana devido ao fato
de ser patogénico e produtor de ESBL com resisténcia a multiplos antimicrobianos
(amicacina, gentamicina, amoxacilina+acido clavulanico, ampicilina, aztreonan,
cefalotina, cefuroxima, ceftazidima, ceftriaxona, cefepime, ciprofloxacin, norfloxacin,
acido nalidixico, sulfametoxazol+trimetoprim). F. oxysporum, cepa 551, da colecdo
de cultura do Laboratério de Genética Molecular da Escola Superior de Agricultura
"Luiz de Queiroz" -USP (Piracicaba, Sao Paulo, Brazil) foi utilizada para a sintese de
AgNPs.

4.2.2. Biossintese de AgNPs

A biossintese de AgNP foi realizada utilizando o fungo F. oxysporum,
cepa 551, oriundo da colecédo de cultura do Laboratorio de Genética Molecular da
Escola Superior de Agricultura "Luiz de Queiroz" -USP (Piracicaba, Sao Paulo,
Brazil) por um processo descrito por Duran e colaboradores (2005), com
modificacdes (DURAN et al., 2005).

O fungo foi cultivado em &gar Malte (Acumedia®) com 0,5% (m/v) de
extrato de levedura (Kasvi®) por 7 dias, a 28 °C. A biomassa de fungo gerada foi

pesada e suspensa em agua destilada esterilizada a 0,1 g/ml. O crescimento fungico
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em liquido correu por 3 dias a 28 °C em agitacdo a 150 rpm. Em seguida, foram
realizadas 4 filtragens distintas consecutivas, em gaze, papel filtro 42 (125mm @) e
membrana de bomba & vacuo (poros 8 pm). A esse filtrado foi adicionado AgNO3.10
mM (NUCLEAR) e a solucéo foi incubada por 15 dias a 28 °C no escuro. O indicativo
da producdo das nanoparticulas foi a mudanca de cor da solugédo, de amarelado

para marrom escuro.

4.2.3. Caracterizacédo das AgNPs

O diametro das AgNPs biossintetizadas foi determinado por
espectroscopia de correlacdo de fotons e o potencial Zeta por laser doppler
eletroforese, usando o ZetaSizer NanoZS (Malvern) para ambos.

A morfologia das AgNPs foi determinada por microscopia eletrbnica de

transmissao (MET), através do microscopio eletrénico de transmissao FEI Tecnai 12.

4.2.4. Atividade antibacteriana das AQNPs

4.2.4.1. Ensaio de microdiluicdo em caldo

A analise da concentracao inibitoria minima (CIM) foi realizada através do
método de microdiluicdo em caldo, seguindo as orientacdes preconizadas pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2015).

4.2.4.1.1. Ajuste do in6culo

O isolado de P. mirabilis foi cultivado em agar Mueller Hinton (MHA)
(Difco™) por 18-24h a 36°C em estufa bacteriolégica. O indculo foi preparado pelo
método de suspensdao direta de colbnias, onde as colbnias previamente isoladas em
agar foram suspensas em solucdo salina NaCl 0,9%, esterilizada, até que atingisse
a turbidez equivalente a escala 0.5 McFarland, resultando em densidade celular
aproximada de 1-2x10® UFC/ml. Em seguida, foi feita uma diluicdo em caldo Mieller
Hinton (MHB) para atingir uma densidade celular de 1x10° UFC/ml.

4.2.4.1.2. Preparo das concentracdes de AgNPs

Foram testadas sete concentracdes (500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6, e 7.8

pMM) em triplicatas. O preparo, inicialmente, foi feito com o dobro das concentragdes
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finais (1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2, e 15.6 uM), levando-se em conta o volume
adicionado de inoculo posteriormente. O estoque de AgNP foi diluido em MHB para
atingir a primeira concentracdo de 1000 uM e, a partir dele, seguiu-se uma diluicéo

seriada para atingir as demais concentragdes.

4.2.4.1.3. Inoculacao

A determinacdo da CIM foi feita em microplacas de poliestireno de 96
pocos. Cinquenta microlitros do composto a 1000 pM foram adicionados em trés
pocos (triplicata). Em seguida, 50 pL do inéculo de densidade celular 1X10° UFC/ml
foi adicionada em cada poco, diluindo a concentracdo do composto para 500 uM e a
densidade celular do in6culo para 5x10° UFC/ml. O controle positivo foi feito com 50
pL do indculo em 50 pL de MHB e o controle negativo foi feito apenas com MHB. O
mesmo se repetiu para as outras concentracdes. Depois, a placa foi incubada a
37°C por 18-24h.

4.2.4.1.4. Determinacao da CIM

Apoés o tempo de incubacédo, os pocos dos tratamentos foram comparados
com 0s pogos controles. A determinagdo da CIM foi feita visualmente e foi acatada
como sendo a menor concentracdo de AgNPs capaz de inibir completamente o
crescimento do microganismo, onde n&o foi observada turvagdo, apresentando

conteudo limpido.

4.25. Curvade tempo de morte

A curva de tempo de morte foi feita seguindo as orientagcdes preconizadas
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 1999). O teste foi realizado
em intervalos de 0, 15°, 30, 60’, 2h, 4h, 8h, 12h, e 24h de incubagao. As coldnias

foram contadas para construcao de um grafico de log;o UFC/ml x Tempo.

4.2.5.1. Ajuste do inoculo
O preparo do inéculo para obtencdo de 10° UFC/ml neste ensaio foi

realizado da mesma forma como descrito no item 4.4.1.1.

4.2.5.2. Inoculacéo
Um volume final de 6 ml contendo AgNPs em concentragcédo referente a
CIM e com inéculo atingindo concentracdo final de, aproximadamente, 5x10° UFC/ml
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foi preparado. O controle positivo foi feito de maneira similar, porém sem adicao de
AgNP.

4.2.5.3. Determinacao da curva de morte

As solugGes preparadas no item 4.5.2. foram incubadas a 36°C e
aliquotas foram coletadas nos tempos pré-determinados. Foram feitas diluicbes de
acordo com a necessidade para tornar possivel a contagem de colonias. Assim feito,
foram plaqueadas aliquotas de 50 pL em MHA e as placas foram incubadas por 18-

24 horas. Apoés esse periodo, foi contado o numero de coldnias formadas.

Para se determinar o nimero de bactérias no inoculo inicial, levou-se em
consideracdo a compensacao da diluicdo e da aliquota, multiplicando-se o niumero
de colénias contadas x fator de diluicdo x fator da aliquota a fim de se obter o
namero de UFC em um ml do indculo inicial. A curva foi construida através de um

grafico de logio UFC/ml x tempo.

4.2.6. Teste de atividade antibiofilme em placa de poliestireno

4.2.6.1. Ensaio de inibicdo da formacéao de biofilme

O cultivo da bactéria foi feito em MHA por 18-24 horas a 37°C para
formacdo de col6nias. As colonias formadas foram suspensas em caldo MHB na
turvacdo padrao 0,5 da escala de McFarland. Em seguida, o indculo foi diluido em

MHB para, aproximadamente, 10° UFC/m.

A capacidade de inibicdo da formacao de biofiime de P. mirabilis pelas
AgNPs foi testada na concentracéo de CIM, supra-CIM e sub-CIM. Assim sendo, foi
preparada uma solucdo de AgNPs a 250 uM, seguida de diluicdo seriada para atingir
as concentracdes de 125 e 62,5 uM. Em seguida, 100 pL foram pipetados em cinco
pocos para cada uma das concentragdes (quintuplicata), juntamente com 100 pL do
indculo, gerando concentracées finais de 125, 62.5, e 31.25 pM de AgNP e 10°
UFC/ml. O controle negativo foi composto apenas por 200 uL MHB e o controle
positivo por 100 uL de MHB e 100 pL de inoculo. A placa foi incubada por 24 horas
a 37°C.
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4.2.6.2. Ensaio de destruicédo do biofilme

Um ind6culo ajustado na turvagdo padrdo 0,5 MacFarland foi feito de
maneira semelhante ao descrito anteriormente. Em seguida, o inéculo foi diluido
para, aproximadamente, 5x10° UFC/ml em MHB e 200 pL foram transferidos para
pocos em microplacas de poliestireno. A placa foi incubada a 37 °C por 24 horas
para permitir a formacéo do biofilme. Depois desse periodo, os pocos foram lavados
3 vezes com 200 pL de PBS (NapHPO,4 0,115%, KH,PO, 0,02%, NaCl 0,8%, KCI
0,02%, pH 7.4) para remocdo das células ndo aderidas.

Solugdes nas concentragdes de CIM, supra-CIM, e sub-CIM de AgNPs
foram preparadas em MHB e 200 pL de cada solucdo foram pipetados sobre o
biofilme formado. Em seguida, a placa foi incubada novamente por 24 horas a 37 °C.

O teste foi realizado em quintuplicata.

4.2.6.3. Determinacao da viabilidade celular por XTT

O XTT é um sal tetrazolio, composto organico heterociclico, que substitui
o aceptor final natural no processo redox biolégico (MELETIADIS et al., 2001).
Assim, células vivas reduzem o anel tetrazol convertendo o XTT em formazan,
substancia colorida solivel em agua, que pode ser visualizado e quantificado em
espectrofotometria (KNIGHT; DANCIS, 2006; MELETIADIS et al., 2001). O valor da
absorbancia é proporcional ao niumero de células ativas. Nas bactérias, ocorre
transferéncia de hidrogénio, mediada por flavoproteinas, do substrato das
desidrogenases da cadeia respiratéria localizadas na membrana citoplasmética para
o sal, causando essa redugdo. A menadiona atua como um substituto da
flavoproteina, atuando como transportador artificial de elétrons, aumentando a
reacdo (HASHIMOTO; KALUZA; BURSTONE, 1964; MELETIADIS et al., 2001;
PEETERS; NELIS; COENYE, 2008).

A atividade metabolica das células que compunham o biofilme foi
determinada pelo ensaio de reducdo do XTT (2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide) tanto no teste de inibicdo quanto no
teste de destruicdo do biofilme, descrito por Bazargani e Rohloff (BAZARGANI;
ROHLOFF, 2016). A solucdo de XTT foi preparada em PBS em concentragcao de 1
mg/ml, esterilizada por filtracdo e armazenada a -20 °C. Solu¢do de menadiona a 1
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mM foi preparada em acetona. Uma solugdo de trabalho de XTT/menadiona foi
preparada antes de cada ensaio em proporcgéo de 12,5:1 (v/v).

Apoés o periodo de incubacdo dos ensaios de inibicdo e destruicdo do
biofilme, os pocos foram esvaziados e lavados 3 vezes com PBS. Em seguida, 100
pl de PBS e 13,5 pL de solugdo de XTT-menadiona foram adicionados em cada
poco. A placa foi incubada por 4 horas a 37 °C no escuro e a leitura foi feita em
espectrofotometro a 490 nm. O valor de absorbéncia do controle negativo foi
subtraido dos valores dos pocos testes para eliminar resultados falsos por
interferéncia de fundo. O calculo de porcentagem de inibic&o foi feito de acordo com
trabalho previamente descrito (CHAIEB et al., 2011), onde % inibicdo de biofilme =
[(OD controle - OD amostra) / OD controle] x 100.

4.2.7. Revestimento do catéter

O revestimento de cateteres de Foley de latex siliconado de trés vias
(SOLIDOR®, N° 24) foi baseado no descrito por Wang e colaboradores (2015), com
modificacdes. O uso da polidopamina (PDA) como agente de ancoragem permite
gue se produzam camadas alternadas de PDA e AgNPs. Sendo assim, dois tipos de
cateteres foram preparados; um cateter contendo duas camadas e um cateter com
trés camadas de AgNPs biossintetizadas. O controle do nimero de camadas
permite a manipulacdo da quantidade de prata, com consequente melhora na acéo
antibacteriana e anti-incrustante. (WANG et al., 2015).

Para o procedimento, os cateteres pristinos foram cortados em pedacos
de 6 cm. Os segmentos de cateteres foram revestidos, primeiramente, com uma
camada de PDA. Para tal, 10 ml de solucdo de dopamina (2 mg/ml) foram
preparados em um tubo de centrifugacédo de 15 ml, adicionando 20 mg de cloridrato
de dopamina (Sigma-Aldrich) em 10 ml de Tampé&o Tris (10 mM « pH 8,5). Esses
fragmentos foram incubados por 24 horas em temperatura ambiente com agitacéo
de 250 rpm. ApGs incubacdo, os fragmentos foram deixados secar por uma hora em
cabine de fluxo laminar. Depois disso, os segmentos foram imersos em 10 ml de
solucdo de AgNPs biossintetizadas (10 mM) e foram incubados novamente nas
mesmas condi¢cdes para revestimento com a primeira camada de AgNPs.

Os procedimentos de revestimento dos segmentos se repetiram até que o
cateter estivesse revestido com duas camadas de AgNPs e trés camadas de

polidopamina (Figura 3). Esse catéter foi chamado de cateter 2C. A partir desse
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fragmento, mais uma camada de AgNPs foi depositada, finalizando com uma ultima
camada de PDA, originando o cateter 3C, com trés camadas de AgNPs e quatro
camadas de PDA.

—_— >

PDA AgNPs PDA AgNPs PDA AQNPS_. PDA .
3C

Pristine l

2C

Figura 3- Sequéncia ilustrativa para o revestimento da superficie dos fragmentos de
cateter com duas camadas (2C) e trés camadas (3C) de AgNPs.

Para verificar se o revestimento de PDA possuia atividade inibitéria contra
o0 isolado de P. mirabilis, um centimetro do cateter revestido com PDA foi incubado
em 1 ml de MHB inoculado com 10° UFC/ml por 24 horas (37°C + 100 rpm). Um
centimetro de cateter revestido com PDA imerso em MHB néo inoculado foi usado
como controle negativo. Apds o periodo de incubag¢do, o MHB do controle negativo
também foi inoculado para averiguar se a PDA total liberada durante esse periodo
mostraria atividade antimicrobiana devido a maior concentragdo em relacdo a
liberacdo gradual. Além disso, imagens de MET foram realizadas a fim de verificar

se ocorreriam alterac6es morfoldgicas das AgNPs apds o contato com a PDA.

4.2.7.1. Caracterizacdo da superficie

Os cateteres 2C e 3C foram submetidos a anélise por espectroscopia por
dispersao de energia de raios-X (EDX) para caracterizacao da superficie. Para isso,
fragmentos de um centimetro de cada cateter foram analisados em trés pontos
distintos para verificar homogeneidade pela extensdo dos cateteres utilizando dois
canais, de sodio a escandio e de titanio a uranio. Os picos foram gerados pelo

software Origin Pro 8.

4.2.8. Ensaio de incrustacao

A capacidade dos cateteres 2C e 3C em inibir a incrustagao foi avaliada.
Os segmentos foram cortados em pedacos de 1 cm e foram imersos em tubos de

centrifugacdo de 15 ml com 2 ml urina artificial formulada (Cloreto de calcio
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(0.049%), Cloreto de magnésio hexahidratado (0.065%), Cloreto de sédio (0,46%),
Sulfato dissédico (0,23%), Citrato trissédico dihidratado (0.065%) Oxalato dissodico
(0.002%), Dihidrogenofosfato de potassio (0,28%), Cloreto de potassio (0,16%),
Cloreto de amonio (0,1%), Uréia (2,5%), TSB (0,1%), gelatina (0,5%)) inoculada com
5x10° UFC/ml do isolado de P. mirabilis. Os tubos foram incubados a 37°C em

agitacao de 100 rpm por 24 horas.

ApoOs cada 24 horas, os fragmentos foram imersos em nova urina
inoculada. O controle negativo foi composto por um fragmento de cateter pristino
imerso em urina, sem inoculacdo, e o controle positivo foi composto por um
fragmento de cateter pristino imerso em urina inoculada. O tempo levado para a
incrustacéo dos fragmentos foi determinado com base na turvacao da urina causada
pela formacao de estruvita e apatita, significando o inicio do processo de incrustagao
(WANG et al., 2015)

4.2.9. Ensaio de inibicado da formacao de biofilme

Um centimetro dos fragmentos 2C e 3C foram imersos em tubos de
centrifugacdo de 15 ml com 2 ml de MHB inoculados com 5x10°> UFC/ml do isolado
de P. mirabilis. O controle positivo consistiu em um fragmento de cateter pristino
imerso em MHB inoculado, e o controle negativo consistiu apenas em cateter
pristino imerso em MHB, sem presenca de bactérias. Os tubos foram incubados em

agitacdo de 100 rpm por 24 horas a 37°C.

Apéds o periodo de incubacéo, os fragmentos foram lavados com solugéo
salina e foi feito o tratamento com o marcador LIVE/DEAD™ BacLight™ L7007
(Invitrogen) para visualizacdo da viabilidade celular por MCE (Leica, TCS SP8) nos

biofilmes formados.

4.3. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.3.1. Caracterizacdo das AgNPs

A morfologia das AgNPs analisadas por MET mostraram particulas de
formato esférico (Figura 4). Esse é o formato tipico encontrado na biossintese de
AgNPs por F. oxysporum (DURAN et al., 2005; ISHIDA et al., 2014; KORBEKANDI
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et al., 2013; SCANDORIEIRO et al., 2016). E mostrado na literatura que a enzima
nitrato redutase é responsavel pela reducdo dos ions Ag®, formando AgNPs (ANIL
KUMAR et al., 2007; DURAN et al., 2005). Dessa forma, trabalhos mostram que a
enzima purificada de F. oxysporum (GHOLAMI-SHABANI et al., 2014) e a enzima
produzida por outros microrganismos (KHODASHENAS; GHORBANI, 2016) também
resultam em AgNPs de formato esférico.

Os dados obtidos por espectroscopia de correlacdo de fétons apontaram
um tamanho médio de 126,3 + 36,9 nm para as AgNPs biossintetizadas e a anélise

do potencial zeta mostrou uma média de potencial de -36,86 + 0,06 mV (Figura 5).

100nm

Figura 4- Micrografia de transmissao eletrébnica de AgNPs biossintetizadas por F.
oxysporum. Aumento de 135kx. Barra de escala de 100 nm.

A sintese de AgNPs por F. oxysporum em protocolos similares ao
utilizado neste trabalho resultaram em tamanhos menores, com média, por exemplo,
de 77.68 nm (SCANDORIEIRO et al., 2016) e de 57.6 nm (FANTI et al., 2018). A
sintese de nanoparticulas por reducdo quimica permite o controle do tamanho das
particulas através do uso de co-reducdo, da mudanca dos agentes redutores e
dispersantes, tempo de reacdo e temperatura (AGNIHOTRI; MUKHERJI,;
MUKHERJI, 2014; HORIKOSHI; SERPONE 2013). Por outro lado, apesar das
muitas vantagens que a sintese biologica apresenta, a sua principal limitacdo € a
baixa reprodutibilidade, refletindo a inconsisténcia de tamanho (DURAN;
NAKAZATO; SEABRA, 2016; SHAH et al., 2015).
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O potencial Zeta das AgNPs também varia na literatura, mesmo com a
utilizacdo de protocolos similares, sendo encontrados valores de -34.6 mV
(SCANDORIEIRO et al., 2016), proximo ao encontrado neste trabalho, e de -14.3
mV (FANTI et al., 2018). O potencial Zeta é importante, pois esta correlacionado a
estabilidade da nanoparticula. Altos potenciais, positivos ou negativos, s&o
indicativos de emulsfes estaveis, enquanto potenciais baixos correspondem a
instabilidade, resultando em aglomeracao ou floculagéo. Entretanto, apesar de haver
uma classificacdo de dispersédo de nanoparticulas com potencial Zeta de = 0-10 mV
como altamente instavel, + 10-20 mV como relativamente estavel, + 20-30 mV
moderadamente estavel, e > + 30 mV como altamente estavel, o potencial Zeta
fornece informacfes de forcas eletrostaticas repulsiva, apenas, mas é sabido que
forcas de van der Waals também precisam ser consideradas para indicar
estabilidade em um coldéide, de forma que existam coldides estaveis com baixo
potencial Zeta e coldides instaveis com alto potencial Zeta (BHATTACHARJEE,
2016)
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Figura 5- Analise de tamanho e potencial zeta das AgNPs biossintetizadas por F.
oxysporum. (A) Analise da distribuicdo de tamanho das AgNPs biossintetizadas por
F. oxysporum feita por espectroscopia de correlacéo de fotons. (B) Distribuicdo do
potencial Zeta das AgNPs por laser doppler eletroforese. ZetaSizer NanoZS
(Malvern) foi usado para ambos.
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4.3.2. Atividade antibacteriana das AQNPs

4.3.2.1. Ensaio de microdiluicdo em caldo

O teste de atividade antimicrobiana por microdiluicho em caldo mostrou
gue a concentracao inibitéria minima de AgNPs biossintetizadas para o isolado de P.
mirabilis foi 62,5 uM (6,7 pg/ml).

Trabalhos envolvendo a atividade de AgNPs biossintetizadas por F.
oxysporum contra P. mirabilis sdo escassos. Entretanto, levando em consideracéo
AgNPs sintetizadas por outras vias, a concentracdo obtida esta dentro do esperado,
uma vez que os resultados encontrados na literatura contra P. mirabilis variam de 32
pg/ml até 1,25 pg/ml (DHAS et al.,, 2014; SKELADANOWSKI et al.,, 2016;
SRINIVASAN et al.,, 2017). Da mesma forma, do ponto de vista da performace
antibacteriana das AgNPs, a CIM encontrada é satisfatéria, visto que conseguiram
inibir o crescimento de P. mirabilis em concentracdo abaixo a encontrada quando
usadas em outras bactérias (SCANDORIEIRO et al., 2016).

Além disso, resultado se mostra satisfatério a medida que se analisa a
caréncia de alternativas ao tratamento dessa bactéria. O isolado de P. mirabilis
testado apresentou resisténcia a diversos antimicrobianos de uso clinico, inclusive
os utilizados como primeira linha de tratamento de infeccdo urinaria, como
ciprofloxacin, trimetoprim, fluoroquinolonas e cefalosporinas de terceira geracao
(BIDELL et al, 2016; KLINE; LEWIS, 2016). A associagcdo de
sulfametoxazol+trimetoprim é recomendada para tratamento de cistite aguda néo-
complicada e fluoroquinolonas sdo indicadas como alternativa a essa associacao
(SCHAFFER; PEARSON, 2015). Amicacina tem sido reportada como tratamento de
primeira linha contra infeccdo urinaria febril em criangcas (POEY et al., 2017).
Entretanto, essas e outras alternativas clinicas relevantes ndo se mostraram
eficazes, de acordo com o perfil de sensibilidade antimicrobiana apresentado pelo

isolado.

Ainda, vale ressaltar que outros trabalhos trazem a atividade de AgNPs
contra esse patdogeno, mas a maior parte deles faz uso de outros ensaios
antibacterianos, tais como disco-difusdo e poco-difusdo (CHAUDHARI et al., 2012;
KALAM et al., 2017; LAVAKUMAR et al., 2015; PRASAD et al.; 2017). O fato de a
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maioria dos trabalhos ndo serem relatados em termos de CIM dificulta a
interpretacdo e a comparacao entre os resultados, além de que, as caracteristicas
das nanoparticulas e as cepas testadas influenciam na atividade antimicrobiana
(DURAN et al., 2016; RUPARELIA et al., 2008).

4.3.2.2. Curva de tempo de morte

A atividade temporal das AgNPs na CIM (62,5 uM) contra o isolado de P.
mirabilis uropatogénico é mostrado na Figura 6. O grafico apresenta o Log;o de UFC

contadas apés inicio do tratamento com as AgNPs em func¢éo do tempo.

De acordo com o documento M26-A (CLSI, 1999), a atividade bactericida
pode ser notada quando houver reducéo = 3logio (99,9%) na contagem de UFC/mL.
Dessa forma, a acao bactericida das AgNPs acontece entre 2 e 4 horas de
tratamento, visto que a perda total de viabilidade celular foi notada em 4 horas.
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Figura 6- Curva de crescimento e tempo de morte de AgNPs biossintetizadas por F.
oxysporum contra P. mirabilis multirresitente isolado de infeccao urinaria.

O tempo para acdo bactericida das AgNPs biossintetizadas por F.
oxysporum esta consoante com o0 tempo encontrado por Scandorieiro e
colaboradores (2016) para AgNPs sintetizadas de maneira similar as AgNPs usadas
neste trabalho contra bactérias Gram-negativas multirresistentes. Nas CIMs de 62,5
MM para E. coli ATCC 25922 e de 125 pM para E. coli multiresistente produtora de
carbapenemase isolada de infec¢ao urinaria, o tempo necessario para perda total de
viabilidade também foi de 4 horas (SCANDORIEIRO et al., 2016).
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4.3.2.3. Teste de atividade antibiofilme em placa de poliestireno
4.3.2.3.1 Atividade de inibicdo de biofilme

O teste foi realizado em quintuplitaca e os dois valores que mais
divergiram foram descartados. Com os trés valores mais confiaveis, foi tirada a
média para chegar ao valor final. Assim, o valor de leitura do controle positivo,
formado sem adicdo de AgNPs, foi de 0,157. O valor de leitura para o tratamento foi
de 0,037£0 em concentracao de CIM, 0,043+0,0045 em supra-CIM, e 0,177+0,0042
em sub-CIM.

Para calcular o porcentagem de inibi¢éo, foi usada a seguinte férmula:

% inibicdo de biofilme = (OD controle - OD amostra) x 100

OD controle

Assim, determinou-se que a CIM foi capaz de inibir 76,4% do biofilme de
P. mirabilis, a supra-CIM inibiu 76% e a sub-CIM apresenta um valor mais alto do
qgue o controle, indicando que o tratamento com concentragdes abaixo da CIM pode
ter estimulado a formacéo de biofilme. Essa hipétese pode acontecer, uma vez que
os biofiimes sdo formados em resposta ao estresse do ambiente, tais como
temperatura, falta de nutrientes e presenca de altas concentracdes de metais
(LANDINI, 2009).

De fato, alguns estudos demonstram que alguns antibiéticos induzem a
formacdo de biofiilme em concentracdes sub-inibitérias (BAGGE et al., 2004;
HOFFMAN et al.,, 2005; SAILER; MEBERG; YOUNG, 2003). Esse processo tem
relevancia clinica, porque as bactérias sdo expostas a sub-CIM de antibiéticos no
comeco e ao fim do regime de tratamento, entre as doses, ou continuamente
durante terapia de baixas dosagens (LAZARO-DIEZ et al., 2016).

Uma outra possibilidade € o fato do estresse oxidativo também induzir a
formacao de biofilme (GAMBINO; CAPPITELLI, 2016). Como um dos principais
mecanismos aceitos para a atividade antibacteriana das AgNPs é a geracdo de
EROs, com consequente estresse oxidativo (WANG; HU; SHAO, 2017), essa
hipotese também pode ser plausivel para o entendimento do resultado obtido no
teste.
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Ademais, a capacidade das AgNPs sintetizadas por F. oxysporum em
inibir o biofilme de P. mirabilis mostrou melhor capacidade de inibiacdo de biofilme
quando comparadas com AgNPs sintetizadas via extrato de Piper betle, que inibiu
em 69% e 53% a formacdo de biofilme das cepas padrdes P. mirabilis MTCC e
ATCC, respectivamente, com uma concentragcao maior (10 pg/ml) do que a usada no
presente trabalho (SRINIVASAN et al., 2017).

4.3.2.3.2. Destruicéo do biofilme

O valor de leitura do biofilme formado sem adicdo de AgNPs foi de 0,157.
O valor de leitura para o tratamento foi de 0,154+0,011 em concentracdo de CIM,
0,138+0,005 para supra-CIM, e 0,127+0,010 para sub-CIM. O calculo foi feito
usando a mesmo férmula anterior. Assim, a CIM eliminou apenas 1,9% do biofilme, a

supra-CIM eliminou 12,1%, e a sub-CIM eliminou 19,1%.

Alguns estudos mostram que AgNPs biossintetizadas possuem a
capacidade de eliminar biofilmes maduros tanto de bactérias Gram-negativas quanto
Gram-positivas. Entretanto, as concentracdes utilizadas para tal foram bastante
elevadas, chegando a ultrapassar 2000 pg/ml (GAIDHANI et al., 2013; SALUNKE et
al., 2014)

Um dos motivos para o menor desempenho em relacdo a inibicdo do
biofilme pode ser a camada de EPS que funcionaria como uma barreira fisica,
impedindo o contato das AgNPs com as células (COSTERTON; STEWART,;
GREENBERG, 1999). O tratamento de biofilme misto formado no primeiro estagio de
uma estacdo de tratamento de agua com AgNPs comercialmente disponivel
(SkySpring Nanomaterials, Inc. Houston, USA) n&o resultou em alteragédo
significativa apés 24 horas de tratamento, mesmo em altas concentra¢des de 200
mg/L. Entretanto, quando realizada a remoc¢do do EPS fracamente aderido, a
mesma concentracdo de AgNPs foi capaz de reduzir a viabilidade do biofilme
(SHENG,; LIU, 2011).

4.3.3. Revestimento do catéter

O revestimento do catéter foi realizado utilizando a polidopamina como
agente ancorante. Primeiramente, pedacos de cateter foram imersos em solucéo de

dopamina. Ao adicionar o cloridrato de dopamina no ambiente alcalino do tampé&o
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Tris (pH 8,5) a solugéo, inicialmente incolor, rapidamente comecou a adquirir
coloracdo amarronzada, culminando em uma solugéo de forte cor marrom (Figura 7).
Essa mudanca de cor foi a indicacdo da polimerizacédo do cloridrato de dopamina em
polidopamina (LIU; Al; LU, 2014)

Os pedacos de cateteres foram incubados a 26°C em agitacdo de 250
rpm durante 24 horas. Como pode ser visto na Figura 8, a quantidade de agitacao
influencia na homogeneidade da dispersdo de polidopamina. Agitacdes baixas
permitem a precipitacdo da polidopamina a medida em que a polimerizacdo ocorre
(SU et al., 2016).

E relatado na literatura que a PDA forma finos filmes nas superficies
(DING; FLOREN; TAN, 2016; SILEIKA et al., 2011). Mesmo com a forte coloracéao da
solucédo, o filme formado alterou levemente a cor do cateter (Figura 9 (A) e (B)).
Apoés incubacdo com AgNPs, o cateter mostrou uma coloracdo escura, confirmando
o revestimento da prata (Figura 9 (C)). As etapas se repetiram até a conclusdo das
duas ou trés camadas de AgNPs.

Estudos mostram que a polidopamina possui baixa atividade
antibacteriana, apresentando alta CIM de 100 mg/mL (IQBAL; LAI; AVIS, 2012; SU
et al.,, 2016). Para verificar se o revestimento de PDA possuia atividade inibitoria
contra o isolado de P. mirabilis, 1 cm do cateter revestido com PDA foi incubado em
1 ml de MHB inoculado com 10° UFC/ml por 24 horas a 37°C em agitacédo de 100
rom. A Figura 11 (A) mostra que a PDA presente no catéter ndo impediu o
crescimento bacteriano, evidenciado pela turvacdo do meio (Al), enquanto o
controle negativo, composto pelo cateter revestido com PDA em MHB sem in6culo,
se manteve limpido (A2). Como a PDA liberada se acumulou no MHB do controle
negativo, a solucéo foi inoculada com 10°> UFC/ml para verificar se a concentragdo
alteraria a resposta antibacteriana. Entretanto, como mostra a Figura 11 (B), a
solucéao permitiu o crescimento de bactérias apds incubacédo, mostrando que a PDA
presente no revestimento ndo é liberada em quantidade suficiente para atividade
inibitoria.

A andlise por MET das AgNPs em contato com a PDA ndo mostrou
nenhuma alteracdo morfolégica manifesta apos interacéo (Figura 12). Entretanto, um
fato interessante a ser notado é a presenca de uma matriz de PDA que envolve

todas as AgNPs. Sabe-se que a PDA possui afinidade por, virtualmente, qualquer
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superficie (LEE et al.,, 2007) podendo, inclusive, revestir AgNPs (DUMRI; ANH,
2014). Isso mostra o potencial que a PDA possui ha ancoragem das nanoparticulas

ao material revestido.

(B) (9)

Figura 7- Indicacéo de polimerizacdo da dopamina pela mudanca de cor da solucéo.
(A) Solucao recém preparada. (B) Solucdo apds 5 minutos de reacdo. (C) Solucao
apos 24 horas.

(B)

Figura 8- Influéncia da agitacdo no revestimento. (A) agitacdo de 100 rpm. (B)
agitacao de 250 rpm.

Figura 9- Resultado do revestimento dos catéteres. (A) cateter pristino. (B) cateter
revestido com PDA. (C) cateter revestido com PDA+AgNPs.
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4.3.4. Caracterizacdo da superficie

Os cateteres revestidos foram submetidos a analise por EDX para
identificacdo dos elementos que compunham a superficie (Figura 10). Fragmentos
de 1 cm de cada tipo de cateter foram analisados em trés pontos distintos. A analise
por EDX mostrou que a prata estd presente em ambos tratamentos e ausente no
controle, indicando homogeneidade nas medidas de diferentes pontos dos cateteres
analisados.

A andlise do exterior dos cateteres por EDX indicou que o cateter 2C
apresentou uma média de 8,1 + 2,1 % (m/m) enquanto o cateter 3C mostrou média
de 22,03 £+ 3,6 % (m/m) (Tabela. 1). O aumento na porcentagem de prata indica que

a estratégia de revestimento por camadas foi bem sucedida.

Tabela 1- Anélise dos elementos por EDX

Porcentagem (m/m)

Elemento
Pristino 2C 3C

Zn 29,245 + 0,45 31,507 + 1,11 32,091 +3,9
S 33,892 £ 0,27 26,405 + 2,4 18,74 + 3,4
Ti 15,46 + 0,4 14.71 + 0,91 14.882 + 1,37
Ag - 8,109 + 2,7 20,02 +£3,6
Ca 9,736 £ 0,55 7,833+0,25 7,742 +2,17
K 5,998 + 0,37 7,831+0,39 5,415+ 1,14
Cu 0,327 £ 0,05 0.361 + 0,07 0.395 + 0,003
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Figura 10- Analise da superficies dos cateteres por EDX. (A) Cateter pristino. (B)
Cateter 2C. (C) Cateter 3C.
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(A)

Figura 11- Ensaio de atividade antibacteriana da PDA. (A) 1. um centimetro de
cateter revestido com PDA imerso em MHB inoculado com 10° UFC/ml ap6s 24
horas de incubacdo a 37°C e 100 rpm. (A) 2: Controle negativo. (B) Solugdo do
controle negativo inoculado mostrando que a PDA liberada n&o inibiu o crescimento

de P. mirabilis.
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Figura 12- Fotomicrografias de transmissdo da AgNPs biossintetizadas por F.
oxysporum apos contato com PDA. (A)-(D) AgNPs envolvidas pela matriz de PDA
em diferentes campos e aumentos. (E)-(F) AgNPs antes do contato com PDA
mostrando auséncia de matriz. Aumentos e barras de escala de (A) 59kx, 200 nm;
(B) 97kx, 200 nm; (C) 135 kx, 100 nm; (D) 310 kx, 50 nm; (E) 135kx, 100 nm; (F) 360

kx, 50 nm.
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4.3.5. Ensaio de incrustacao

O ensaio de incrustacdo correu até o tempo do cateter 3C permitir
incrustacdo. Os testes foram feitos em triplicata e os tempos levados para
incrustacdo foram marcados. O cateter pristino usado como controle sofreu
incrustacdo ja no primeiro dia (Figura 14). O cateter 2C foi capaz de inibir a
incrustacéo por 13,5 + 0,7 dias, enquanto o cateter 3C inibiu a incrustacéo por 21 +
1,4 dias.

Esses resultados atendem a necessidade de uso, tendo em vista que
indicam o tempo que os cateteres inibiram o inicio da incrustragcdo e que alguns
estudos in vitro mostram que P. mirabilis chega a causar o bloqueio total do fluxo de
urina em menos de 24 horas, com a devida ressalva das diferencas de diametro de
luz dos cateteres entre os diversos estudos (BROOMFIELD et al., 2009; JONES et
al., 2006; MILO et al., 2016).

Além disso, cateteres comercialmente disponiveis contendo prata ndo tem
mostrado desempenho satisfatério. O cateter Dover'™ inibiu incrustacdo por menos
de 7 dias em experimento similar ao realizado no presente trabalho (WANG ET AL.,
2015). J& o cateter Bardex® I.C.™ com revestimento de liga de prata Bacti-Guard®
sofreu blogueio total em 4,4 dias (RANI et al., 2016). Dados in vivo também se
mostram insatisfatorios, mostrando que em 11 dias esse cateter ja se apresenta
completamente obstruido (MORGAN; RIGBY; STICKLER, 2009). Em ensaio clinico
multicéntrico randomizado, Pickard e colaboradores (2012) concluiram que esse
cateter ndo é efetivo na reducao da incidéncia de ITU-AC sintomatica, sugerindo que
cerca de mil pessoas precisariam receber esse cateter para evitar uma ITU-AC
(PICKARD et al., 2012).

Assim, mesmo que a cateterizagcdo de longo prazo seja definida como
acima de 28 dias, as evidéncias mostram que a incrustacdo pode acontecer bem
antes disso, o0 que torna o resultado obtido neste trabalho satisfatorio. Entretanto, os
resultados podem ser melhorados com o uso de outras substancias, aproveitando a
capacidade de ancoragem da PDA. Wang e colaboradores (2015) produziram um
cateter de maneira similar a utilizada neste trabalho, com AgNPs produzidas usando
a propria PDA como agente redutor. O uso de poli(sulfobetaina metacrilato-co-
acrilamida) (poly(SBMA-co-AAm)) como ultima camada melhorou a performance,
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atingindo 45 dias livres de incrustacdo. Essa diferenca entre os resultados
possivelmente acontece por conta a atividade anti-incrustante da poly(SBMA-co-
AAm), dada como responsavel por inibir a adesdo das bactérias a superficie do
catéter (WANG et al., 2015).

4.3.6. Ensaio de inibicdo da formacao de biofilme em cateter

O resultado do ensaio de formacdo de biofilme nos catéteres é
apresentado na Figura 13. Apds o tempo para a formaccéo do biofilme, os catéteres
foram lavados com solucdo salina para remoc¢do das células ndo aderidas. Em
seguida, os cateteres foram tratados com o marcador LIVE/DEAD®, que consiste em
dois corantes de &cidos nucleicos: o SYTO 9, que consegue atravessar a membrana
das bactérias, resultando em fluorescéncia verde, e o iodeto de propideo, que néo
penetra as células intactas por ser altamente carregado, mas consegue penetrar se
as membranas estiverem danificadas, resultando em fluorescéncia vermelha. Assim,
as células mortas fluorescem vermelho e as células viaveis fluorescem verde.

A diminuicdo de células viaveis nos cateteres revestidos com AgNPs é
notdria (Figura 13). A analise da intensidade da fluorescéncia mostrou reducéo de
98,1% e de 99,3% na fluorescéncia da face externa e no limen, respectivamente, do
cateter 2C em relacdo ao controle. Para o cateter 3C, a reducédo foi de 98,31% na
face externa e de 99,99% no limen (Quadro 1).

Chua e colaboradores testaram a atividade antibiofilme in vitro do cateter
comercializado Dover™, revestido por prata e hidrogel, e ndo notaram capacidade
de reducao de biofilme de E. coli (CHUA et al., 2017). Ja AgNPs biossintetizadas por
extrato de Spirulina platensis foram usadas para revestir cateteres Foley. Quando
usados em ratos, mostraram capacidade de reducdo de 83%, mas quando
revestidos com nitrofurantoina e amicacina em conjunto, a reducdo de biofilme
passou a ser proxima a encontrada neste trabalho, de 98% (MALA et al., 2017). Em
estudo in vitro, a impregnacao de cateteres com AgNPs sintetizadas por bactérias
resultou em reducado proxima de 90% para cepas de Staphylococcus haemolyticus e
S. epidermidis (THOMAS et al., 2015). Dessa forma, nota-se que o0 revestimento
utilizado neste trabalho apresentou capacidade adequada de reducéo de biofilme,

mesmo para o cateter 2C, que possui menor quantidade de prata.
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Figura 13- Efeito dos revestimentos na formacdo de biofilme de P. mirabilis por
microscopia confocal. Aumento 10x.

Quadro 1. Analise da intensidade de fluorescéncia por MCE*

AUV hH WNR

Média

Controle positivo Controle negativo 2C 3
Externo Interno Externo |Interno| Externo |Interno| Externo |Interno
1 2 1 2 1 1 1 2 1 1 2 1
35,88 21,55|17,47 40,17 0,56 0,02 (0,63 0,15 01 (0,15 0,86 | 0,01
49,01 38,93 (15,72 54,01 2,08 0,08 |1,32 0,26 | 0,27 |0,39 1,13 0
73,73 29,11 35,14 56,79 1,06 0,03 1,6 008 | 025 |01 0,73 0
16,62 9,33 | 0,15 9,41 0,19 0,01 |0,26 0,06 | 0,05 |1,03 0,01 0
19,49 21,23| 0,37 39,41 0,89 0,04 |0,86 0,24 | 0,07 |0,05 0,15 0
47,23 24,28 | 3,12 | 69,54 1,05 0,15 |1,61 0,07 | 0,33 |1,91 0,03 0
32,19 28,44 0,97 0,055 0,587| 0,178 0,545| 0,0016

*Escala de cinza. Area analisada = 64413.21 pm®.
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Figura 14- Tempo de incrustagao dos cateteres. Dia 1: 1- controle positivo, 2- 2C, 3-
2C, 4- 3C, 5- 3C, 6- controle negativo. Dia 13: 1- controle positivo, 2- 2C, 3- 3C, 4-
controle negativo. Dia 20: 1- controle positivo, 2- 3C, 3- controle negativo. A
incrustacao é caracterizada pela turvacao da urina.

4.4. Conclusao

Os resultados obtidos com AgNPs biossintetizadas por F. oxysporum
mostraram grande capacidade de inibigcdo de crescimento células planctonicas de P.
mirabilis, além de inibir a formacdo de biofilme, tanto em placas de poliestireno
quanto em aplicacdo em cateter. Tendo em vista a grande resisténcia apresentada
pelo isolado contra antibiéticos de uso clinico, apesar da pouca capacidade
apresentada na destruicdo do biofilme maduro, as AgNPs se mostram como uma

potencial alternativa ao tratamento de infec¢des por P. mirabilis uropatogénico.
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5. CONCLUSAO

O isolado de P. mirabilis uropatogénico com mudltipla resisténcia aos
antimicrobianos de uso clinico se mostrou sensivel ao tratamento com as AgNPs
biossintetizadas por F. oxysporum. Da mesma forma, a CIM apresentou grande

capacidade de inibicdo da formacgé&o de biofilme.

A metodologia de revestimento da superficie de cateteres mostrou
resultados satisfatorios de inibicdo de biofilme e permitiu um tempo livre de

incrustacao superior ao tempo usual de incrustacéo por P. mirabilis in vivo e in vitro.

Dessa forma, conclui-se que o uso das AgNPs sintetizadas pelo fungo F.
oXysporum apresentam caracteristicas necessarias para o combate e prevencao de
ITU-AC, sendo necessarios mais estudos em relacdo a sua toxicidade aos seres

humanos e aplicagéo in vivo.





