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RESUMO

A resisténcia de Acinetobacter baumannii a diferentes classes de antimicrobianos vem
aumentando rapidamente, e isolados resistentes a todos os antibiéticos comerciais
disponiveis estdo sendo reportados por todo o mundo. A formacdo de biofilmes
potencializa a adesao e persisténcia destas bactérias em diversos tipos de superficies,
aumentando riscos de contaminacao. Biofilmes também fornecem uma barreira fisica
a acao de antimicrobianos e desinfetantes. Estas caracteristicas culminaram na
classificacdo de A. baumannii como o patdégeno prioritario ao desenvolvimento de
novos antimicrobianos pela Organizacdo Mundial da Saude. A fluopsina C (FIpC) é
um composto organocuprico de baixo peso molecular produzido pelo metabolismo
secundario de poucas espécies de Pseudomonas e Streptomyces, e que apresenta
um amplo espectro de atividade antimicrobiana em bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, incluindo cepas multirresistentes. Nesta pesquisa, investigamos a atividade
antibiofiime da FIpC em biofilmes de A. baumannii extensivamente resistentes aos
antimicrobianos (XDR, extensively drug-resistant) formados sobre poliestireno, e
também, os efeitos de sua combinagdo com a polimixina B (PolB) contra células
planctdnicas. A concentracao inibitéria minima (CIM) da FlpC para todos os isolados
de A. baumannii XDR testados foi de 3,5 ug mL*. Quando combinadas, FIpC e a PolB,
um efeito aditivo foi observado, reduzindo os valores de CIM de ambos os
antimicrobianos. Biofilmes estabelecidos foram grandemente afetados pela exposi¢cao
a FIpC durante 24 h, levando a remocéao de 95,25% da biomassa do biofilme com 7,0
ug mL?t, seguida por 95,10% com 3,5 pg mL?l, em A. baumannii IC 230.
Adicionalmente, em 3,5 ug mL?, observamos reducdo na viabilidade das células
remanescentes, e também a dispersdo da matriz do biofilme de IC 230. Os dados
obtidos corroboram que a FIpC € um composto promissor com atividades
antimicrobiana e antibiofilme contra isolados de A. baumannii XDR e pode auxiliar no
desenvolvimento de um novo farmaco e formulagfes desinfetantes, potencializando a
remocao de patdégenos de superficies.

Palavras-chave: metabdlito secundéario; Pseudomonas aeruginosa cepa LV,
complexo metalico da tioformina; antimicrobiano organometalico; efeito antibiofilme.



SILVA, Leandro Afonso da. Effect of fluopsin C on extensively drug-resistant
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ABSTRACT

The resistance of Acinetobacter baumannii to different classes of antimicrobials is
increasing rapidly, and isolates resistant to all commercial antibiotics are reported
around the world. Biofilm production enhances its adhesion and persistence in many
types of surfaces, increasing contamination risks. Moreover, biofilms also provide a
physical barrier to the action of antimicrobials and disinfectants. These characteristics
culminated in the classification of A. baumannii as the priority pathogen of the World
Health Organization to development of new antimicrobials. Fluopsin C (FIpC) is an
organocupric compound with low-molecular-weight produced by few species of
Pseudomonas and Streptomyces secondary metabolism and presents a broad
spectrum of antimicrobial activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria,
including multidrug-resistant strains. In this study, we investigate antibiofilm activity of
FIpC in biofilms of extensively drug-resistant (XDR) A. baumannii formed on
polystyrene, and also the effects of its combination with polymyxin B (PolB) in
planktonic cells. The minimum inhibitory concentration (MIC) of FIpC on XDR A.
baumannii was 3.5 pg mL* for all isolates tested. When combined FlpC with PoIB, an
additive effect was observed, reducing MIC values to both antibiotics. Established
biofilms were highly affected by 24 h FIpC exposure, which has removed 95.25% of
the biofilm biomass with 7.0 pg mL?, following by 95.10% with 3.5 pg mL™, in A.
baumannii ClI 230. Additionally, in 3,5 pg mL™, we observed reductions in the viability
of the remaining cells and the dispersion of the biofilm matrix of Cl 230. Obtained data
enforces that FIpC is a promissory compound with antimicrobial and antibiofilm activity
against XDR A. baumannii strains, and could help in new drug development and
disinfectant formulations, to enhance the removal of pathogens on surfaces.

Key-words: secondary metabolite; Pseudomonas aeruginosa LV strain; thioformin
metal complex; organometallic antimicrobial; antibiofilm effect.
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1 INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii € um cocobacilo Gram-negativo, patdégeno
oportunista, que oferece grandes riscos em nichos hospitalares, nos quais € endémico
e afeta predominantemente pacientes em estado critico (HARDING; HENNON;
FELDMAN, 2018). Seu amplo repertério de resisténcia intrinseca a antimicrobianos
aliado as suas capacidades de permanéncia em ambientes desfavoraveis por longos
periodos; de formar biofilmes em mudltiplos tipos de superficies; e seu rapido
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (AMR,
antimicrobial resistance) tornam esta bactéria um dos principais desafios a
antibioticoterapia contemporanea e, consequentemente, uma das mais ameacadores
a saude humana (DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007; HARDING; HENNON;
FELDMAN, 2018; LIN; LAN, 2014; VALENCIA-MARTIN et al., 2019).

O aspecto mais alarmante em relacdo ao tratamento das infeccbes
promovidas por este microrganismo € o crescente nimero de isolados resistentes aos
carbapenémicos e aos antimicrobianos de ultima escolha (polimixina B [PolB],
colistina e tigeciclina), sendo reportados pelo mundo, isolados resistentes a todos os
antimicrobianos comercialmente disponiveis (GEISINGER et al., 2020).

A formacéao de biofilmes € uma das principais fontes de infec¢cdes por
A. baumannii, sendo também um fator de risco a emergéncia de resisténcia a
antimicrobianos e desinfetantes, visto que este modo de crescimento viabiliza sua
sobrevivéncia em multiplas superficies e forma uma barreira fisica que impede o
contato de agentes inibitérios, potencializando sua permanéncia e disseminagdo em
diferentes ambientes (BARDBARI et al., 2017; GREENE et al., 2016; LU et al., 2019;
RANGEL et al., 2020).

No corpo humano, biofilmes séo responsaveis por mais de 80% das
infeccdes microbianas (NIH, 2002) e as células sésseis, contidas nestas estruturas,
podem apresentar resisténcia a agentes antimicrobianos na ordem de 10 a 1000 vezes
maior, comparativamente as células plancténicas (REFFUVEILLE et al., 2014).

Ainda que muito seja conhecido sobre a importancia dos biofilmes e
como eles funcionam, os antimicrobianos (e suas respectivas terapias), comumente sao
desenvolvidos baseados em seus efeitos em células planctonicas e podem falhar na
erradicacao de biofilmes (DAVIES, 2003), acarretando em piores evolucdes de quadros

clinicos, incluindo 6bitos.
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Neste contexto, diversas pesquisas tém sido realizadas para avaliar
possiveis candidatos ao desenvolvimento de novos antimicrobianos, ndo somente
eficazes contra células planctdnicas, mas que também considerem biofilmes como
estruturas-alvo, sendo os compostos de origem natural uma promissora vertente nesta
area de pesquisa (LU et al., 2019; MOHAMED et al., 2018; SELVARAJ et al., 2020;
TIWARI et al., 2017; TUTAR et al.,, 2016). Entretanto, ressaltamos que a grande
maioria dos compostos avaliados contra A. baumannii sdo de origem fitoquimica,
sendo pouco explorados metabdlitos microbianos.

Estudos utilizando a cepa LV de Pseudomonas aeruginosa tém
reportado um alto potencial biotecnolégico agregado ao microrganismo devido a
producdo de diversos compostos bioativos. Entre eles, destaca-se a fluopsina C
(FIpC), um antimicrobiano com amplo espectro de agdo sobre diversos
microrganismos de interesse clinico e agricola.

A FIpC é um metabdlito secundario de baixo peso molecular,
biossintetizado a partir de mecanismos de biorremediacdo a niveis intracelulares
excessivos de ions cupricos (GIONCO et al., 2017; PISTORI et al., 2018). Nos ultimos
17 anos o Laboratério de Ecologia Microbiana (LEM), da Universidade Estadual de
Londrina (UEL), identificou a atividade antimicrobiana da FIpC frente aos patégenos
humanos Klebsiella pneumoniae produtora de KPC (K. pneumoniae carbapenemase)
(KERBAUY et al., 2016), isolados multirresistentes de A. baumannii (GIONCO, 2016),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (CARDOZO et al., 2013) e
Enterococcus faecium resistente a vancomicina (VRE) (NAVARRO et al., 2019).

Baseado nos dados experimentais obtidos até o momento, a FIpC é
uma promissora candidata para 0 desenvolvimento de um novo farmaco
antimicrobiano. Entretanto, pouco é sabido sobre as propriedades antibiofilme deste
composto. Hipotetizamos que a FIpC seja capaz de desempenhar atividade
antimicrobiana sobre células plancténicas, e também, biofilmes de A. baumannii. Além
disso, que sua associacdo com a PolB pode ser vantajosa contra células planctdnicas
de fendtipo extensivamente resistente aos antimicrobianos (XDR, extensively drug-
resistant), e resistentes a PolB.

Assim, nesta pesquisa, objetivamos avaliar o efeito da FIpC,
purificada a partir do sobrenadante de P. aeruginosa cepa LV, sobre células sésseis
de biofilmes preestabelecidos de isolados clinicos de A. baumannii XDR, e sobre as

células planctdnicas destes isolados, em associa¢cdo com a PolB.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da fluopsina C, purificada a partir do sobrenadante de
Pseudomonas aeruginosa cepa LV, sobre células sésseis de biofilmes
preestabelecidos de isolados clinicos de Acinetobacter baumannii extensivamente
resistentes aos antimicrobianos, e sobre as células planctbénicas destes isolados, em

associacado com a polimixina B.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Caracterizar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de escolha nos isolados
clinicos de A. baumannii, por meio dos métodos de disco-difusdo e microdiluicdo em

caldo;

2. Avaliar o efeito da combinacdo de fluopsina C com o antimicrobiano comercial
polimixina B sobre o crescimento de isolados clinicos de A. baumannii pelo método

checkerboard;

3. Classificar a capacidade de formacédo de biofilme pelos isolados clinicos de A.

baumannii utilizando-se a coloracdo com cristal violeta;

4. Quantificar a remocdo da biomassa de biofilmes estabelecidos pelos isolados
clinicos de A. baumannii frente a exposicao a fluopsina C por meio da coloragédo com

cristal violeta;

5. Visualizar o efeito da exposicdo de biofilmes estabelecidos a fluopsina C na
viabilidade das células remanescentes pelo método de coloragéo Live/Dead.



19

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEM NATURAL

Produtos naturais oriundos de plantas, animais e microrganismos sao
eximias fontes de uma extensa gama de compostos bioativos, aplicaveis a geracéo
de produtos e processos biotecnoldégicos em diversos segmentos industriais
(GOKULAN; KHARE; CERNIGLIA, 2014; PATRICK, 2017).

Neste cenario, ressalta-se a descoberta da penicilina por Alexander
Fleming em 1928, como o marco que alterou significativamente o futuro da medicina
e sua relacdo com os microrganismos, culminando em novas maneiras de se buscar
por bioativos, que até o inicio do século XX, eram obtidos majoritariamente de vegetais
(PHAM et al., 2019; SIDDIQUI et al., 2014).

A partir deste marco, a bioprospeccédo de microrganismos dos mais
diversos ambientes tem se intensificado progressivamente, em busca de metabdlitos
bioativos aplicaveis a geracao de tais produtos e processos. Entre estes metabdlitos,
destacam-se 0s agentes antimicrobianos, um grupo de moléculas quimicamente
diversas, capazes de inibir o desenvolvimento de outros microrganismos, mecanismo
gue culmina no sobrepujamento competitivo em relacdo obtencdo de recursos no
habitat em que vivem (MADIGAN et al., 2018; PATRICK, 2017).

Entre os microrganismos mais promissores neste ambito, destaca-se
0 género Pseudomonas, cuja ubiquidade, diversidade biossintética, e as facilidades
no isolamento e manipulacdo genética Ihe garantem importancias nos segmentos
industrial, agricola e médico, sendo extensamente estudado como um dos mais
promissores agentes de biocontrole devido a producéo de diversos tipos de moléculas
antimicrobianas (OLIVEIRA et al., 2015).

3.2 Pseudomonas aeruginosa cepa LV

A cepa LV de P. aeruginosa foi isolada de lesbes velhas (LV) foliares
em laranjeira (Citrus sinensis cv. Valencia) acometida pelo cancro citrico, doenca
ocasionada por fitopatdgenos bacterianos do género Xanthomonas, na cidade de
Astorga (Parand, Brasil) em 2004 (RAMPAZO, 2004).

Curiosamente, nos pomares onde foi realizada a bioprospecc¢éo na
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qual isolou-se a cepa LV, e outras bactérias antagonistas, solucées de cobre eram
utilizadas como uma das medidas para o controle da doenca. Assim, objetivando
mimetizar as condi¢gdes ambientais nas quais os microrganismos foram isolados, as
técnicas de cultivo realizadas subsequentemente empregaram cloreto de cobre.

Estes cultivos, contento cobre, evidenciaram o potencial antagénico
da cepa LV contra Xanthomonas axonopodis pv. citri, o fitopatdbgeno-alvo do primeiro
estudo descrito utilizando a cepa LV como agente de biocontrole (RAMPAZO, 2004).
Mais tarde, seria reconhecido que os ions cupricos sao determinantes a producéo de
um potente antimicrobiano pela bactéria, descrito na proxima sesséo.

Recentemente, o0 genoma de P. aeruginosa cepa LV foi sequenciado,
sendo determinados seu tamanho (6,468,334 pb), seu conteddo G-C (66,4%), os
genes relacionados a biossintese de metabdlitos secundarios e os genes associados
a resisténcia adquirida aos antimicrobianos (SIMIONATO et al., 2021).

Desde seu isolamento, diversos estudos utilizando a cepa LV de P.
aeruginosa tém reportado um alto potencial biotecnolégico agregado ao microrganismo
devido a producgdo de diversos compostos bioativos pelo metabolismo secundario da
bactéria, como as fenazinas fenazina-1-acido carboxilico (PCA, phenazine-1-carboxylic
acid) e fenazina-1-carboxiamida (PCN, phenazine-1l-carboxamide); a indolin-3-ona
(IDC); e a FIpC.

As fenazinas sdo um extenso grupo de moléculas heterociclicas
nitrogenadas compostas por um nudcleo de pirazina flanqueada por dois benzenos,
ainda, a diversificacao de grupos funcionais presentes neste “esqueleto” definem suas
propriedades fisico-quimicas e biolégicas (GUTTENBERGER; BLANKENFELDT;
BREINBAUER, 2017; PRICE-WHELAN; DIETRICH; NEWMAN, 2006). Compostos
deste grupo quimico apresentam atividades antimicrobianas, antiparasitaria, inseticida,
antitumoral, entre outras (GUTTENBERGER; BLANKENFELDT; BREINBAUER, 2017).

A atividade antimicrobiana da PCA, produzida a partir da cepa LV, foi
definida por nosso grupo contra o fungo Botrytis cinerea, e os resultados obtidos
indicaram que o composto promoveu a inibicdo do crescimento micelial e reducéo da
producdo de exopolissacarideos (EXPs), um dos fatores de viruléncia do fitopatdbgeno
(SIMIONATO et al., 2017). Assim como a PCA, a PCN é explorada pela literatura
cientifica como um promissor agente de controle de fitopatogenos (AFONSO et al., 2020;
PENG et al., 2018) e pode estar relacionada a ativacao da resisténcia sistémica induzida
em plantas (MA et al., 2016).
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A IDC é um composto recentemente identificado por nosso grupo,
pertencente a familia das indolinonas, e que foi apontada como um potencial agente
antitumoral, devido sua capacidade de reduzir a atividade metabdlica de células HepG2
(hepatocarcinoma humano), suprimindo sua proliferacéo (BENICIO et al., 2018).

3.3 FLUOPSINA C

Entre os bioativos produzidos por P. aeruginosa cepa LV, a FIpC
destaca-se como um antimicrobiano com amplo espectro de acdo sobre diversos
microrganismos de interesse clinico e agricola. Este metabolito também é descrito como
um potencial agente antitumoral (HEDMAN et al., 2004; MA et al., 2013; OTSUKA et al.,
1972).

A FIpC é um metabdlito secundario de baixo peso molecular
(aproximadamente 243,786 g.mol?) produzido por Pseudomonas spp. e Streptomyces
sp. (EGAWA et al.,, 1970; OTSUKA et al.,, 1972; PISTORI et al., 2018). Outras
nomenclaturas existentes para o composto sdo: antibiético YC 73 (EGAWA et al., 1970),
antibiético B1 (DEL RIO et al., 1972; MARTINEZ-MOLINA; DEL RIO; OLIVARES, 1976)
e composto antibidtico organocuprico (do inglés organocopper antibiotic compound,
OAC) (BEDOYA et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2016).

Identificada em 1970 por Egawa e cols., foi descrita primeiramente
como “um antibiético verde escuro” isolado do sobrenadante de cultura de Pseudomonas
MCRL 10107, e, desde sua descoberta, um numero restrito de microrganismos foram
descritos como produtores deste composto (Tabela 1).

Morfologicamente, a FIpC & caracterizada como finos cristais
prismaticos de aparéncia verde-escuros, ou ainda amarronzados, em congregados
macroscopicos (Figura 1A) purificados a partir de sobrenadantes de cultivo microbiano
(EGAWA et al., 1970; SHIRAHATA et al., 1970).
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Tabela 1 — Microrganismos produtores de fluopsina C.

Microrganismo produtor Referéncia
Pseudomonas MCRL 10107 EGAWA et al., 1970
Pseudomonas fluorescens SHIRAHATA et al., 1970
Pseudomonas fluorescens KY 4032 ITOH; INUZUKA; SUZUKI, 1970
Pseudomonas reptilivora DEL RIO et al., 1972
Pseudomonas aeruginosa 3120 KO et al., 1993
Pseudomonas aeruginosa LV RAMPAZO, 2004
Pseudomonas sp. AV 246 (DSM 15085) HEDMAN et al., 2004
Pseudomonas sp. AV 249 (DSM 15086) HEDMAN et al., 2004
Pseudomonas jinanesis MA et al., 2013
Streptomyces 4601 OTSUKA et al., 1972

Fonte: o proprio autor.

Figura 1 — Cristais de fluopsina C em tubo de ensaio (A) e sua estrutura molecular (B).
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Fonte: (A) o proprio autor; (B) Adaptado de Ma e cols. (2013).
A FlpC corresponde gquimicamente a bis(N-metil-

tioformohidroxamato)cobre(ll), molécula originada pela complexagéo de ions cupricos
(Cu?*) a duas moléculas de tioformina (acido N-metil-tioformohidroxamico), um
sideréforo essencial ao sistema de transporte de ions Fe3* através da membrana de
algas, fungos e bactérias (KAKKAR; DUA; GAHLOT, 2007; LEONG; BELL, 1978).
Reacdes de complexacdo da tioformina ocorrem com diversos ions
metalicos, originando um grupo de compostos denominados de fluopsinas (Tabela 2)
(KAKKAR; DUA; GAHLOT, 2007). Estes complexos organometalicos podem ser obtidos
a partir de biossintese via metabolismos microbianos, ou ainda, por meio de sintese
quimica (moléculas analogas) (BELL; FRIEDMAN; LEONG, 1979; ITO et al., 1971;
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MIYAGISHIMA; YAMAGUCHI; UMINO, 1974; SHIRAHATA; HAYASHI; MATSUBARA,
1971).

Tabela 2 — Principais complexos organometélicos do grupo das fluopsinas (complexos

de tioformina). Tracos indicam a inexisténcia de descri¢cdes referentes aos respectivos

itens.
. fon . .
Fluopsina Morfologia Referéncia
complexado

F Fed* Cristais prismaticos roxo-escuros SHIRAHATA et al., 1970
C Cu? Agulhas verde-escuras
CA Ca?* Agulhas incolores

12+ _
N Ni . Agulhgs vgrmgl_ho escuras EGAWA et al., 1971
Z Zn Cristais prismaticos incolores
- Sn?* P6 marrom-claro
- Na?* Agulhas incolores
- Pd?* Cristais vermelhos
- Pt?* Pasta amarelada
- Co® Cristais amarronzados LEONG; BELL, 1978
- Cr¥* Solidos esverdeados
- Rh3* .

Fonte: o proprio autor.

3.3.1 Biossintese

Até o momento, 0s processos que culminam na producéo de FIpC por
células microbianas néo foram elucidados, entretanto, nosso grupo tem se dedicado a
aplicacdo de métodos moleculares para determinacdo destes processos em P.
aeruginosa cepa LV.

Sabe-se que a biossintese de FIpC € dependente da presenca de ions
cupricos no cultivo, e analises do transcriptoma de P. aeruginosa cepa LV, cultivada na
presenca e auséncia de cloreto de cobre Il, indicaram nove genes diferencialmente
expressos (hiperexpressos) nos cultivos contendo o metal (GIONCO et al., 2017).

A partir de analises in silico, verificou-se que entre estes genes, trés
relacionavam-se a sistemas de efluxo de ions metalicos (PA3521, PA3523 e PA3920);
um a chaperona CopZ (PA3574a); um ao regulador transcricional relativo a ativacéo de
sistemas de efluxo responsivo a indutores (PA4878); um relacionado a biossintese de
fenazinas (phzA2); e trés genes com funcbes desconhecidas (PA2691, PA4141 e
PA4782) (GIONCO et al., 2017).

Mais recentemente, Simionato (2020) avaliou a resposta destes genes
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diferencialmente expressos na presenca de cobre temporalmente, agrupando-os em
categorias funcionais (Tabela 3) e estabelecendo hipéteses sobre sua relevancia na
biossintese da FIpC.

O gene phzA2 esta contido em um dos dois operons responsaveis pela
biossintese de fenazinas, especificamente no operon phz2, responsavel pela producéo
basal de PCA, que, por sua vez, atua como molécula sinalizadora para autoinducéo da
expressao do operon phz2 e também para a inducédo da expressao do operon phzl, o
que estimula progressivamente a biossintese de PCA (Li et al., 2011). Baseando-se nas
evidéncias experimentais obtidas, acreditamos que a PCA seja um dos precursores
metabdlicos da tioformina e, consequentemente, da FIpC (SIMIONATO, 2020).

A hiperexpressdo do gene phzA2, e de diversos outros genes
relacionados ao transporte de ions metdlicos, corroboram a hipétese de que a
biossintese de FIpC € o resultado de um mecanismo de biorremediacéo da cepa LV a
niveis intracelulares excessivos de ions cupricos (GIONCO et al., 2017; SIMIONATO,
2020), uma vez que estes ions exercem grande citotoxicidade mediada pela sua
capacidade de romper complexos enzimaticos de nucleo ferro-enxofre e de gerar
espécies reativas de oxigénio (EROs) (QUINTANA; NOVOA-APONTE; ARGUELLO,
2017).

Ainda ndo se conhece efetivamente a relacdo entre a tioformina e os
seus potenciais precursores, portanto os processos da biossintese de FIpC continuam
sob investigacao e, futuramente, a aplicacédo de metodologias de silenciamento génico
poderdo indicar precisamente 0s possiveis genes envolvidos neste processo,

evidenciando sua relevancia sobre a biossintese do composto alvo.
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Tabela 3 - Genes hiperexpressos em cultivo de P. aeruginosa cepa LV na presenca de 100 mg/L de CuCl2:2H20 em categorias

funcionais e as hipoteses correlacionais a biossintese de fluopsina C.

Categoria Produtos ou . Relacdo com a
. Gene Funcéo do produto o ]
funcional processos biossintese de fluopsina C
Complexa-se com ions cupricos Em 24 h de cultivo a expressdo génica de PA357a foi 173
PA3574a Chaperona CopZ citoplasmaticos e induz a expressdo de vezes maior que o controle. Possivelmente consiste em um
CopA dos primeiros mecanismos utilizados para o efluxo de cobre.
Transportador ) . Com a producédo de FIpC (96 h) a atividade de ambos os
. Medeia o transporte de ions cupricos o Lo , ’
PA3920 metalico CopA ) ) . genes diminui, uma vez que se diminui a quantidade de ions
) para o meio extracitoplasmatico . )
Transportadores (tipo-P ATPase) metalicos livres.
de metais Proteina Em 24 h de cultivo, o gene PA3523 apresenta expressao 53x
PA3523 transmembrana Componentes do sistema de efluxo maior que o controle, ndo havendo deteccdo do gene PA3521.
MexP MexPQ-OpmE, que atravessa as Com a producdo de FIpC (96 h) a expressdo de ambos os
Porina de membranas internas e externas, genes aumenta, podendo este mecanismo estar relacionado
PA3521 membrana externa  promovendo eliminacdo ativa de cobre a extrusao da FIpC para o meio extracelular.
OpmE
Relacionado a expressdo de genes O gene apresentou-se mais expresso em 24 e 96 h,
envolvidos em sistemas transportadores coincidindo com os indices de aumento de expressdo aos
Regulador IV Regulador ABC, modificacbes em genes codificantes de MexPQ-OpmE, sendo possivelmente o
transcricional transcricional BrlIR  lipopolissacarideos (LPS), na regulador transcricional destes.
composicdo da membrana e ativacdo de
genes do sistema de efluxo do tipo Mex
Biossintese de hzA Biossintese e Converséo de &cido corismicoem PCAe O gene apresentou maior expressdo em 24 h, ndo as 96 h,
phz

fenazinas

regulacdo da

regulacdo da biossintese de PCA

guando a FIpC comeca a ser produzida. Possivelmente a PCA
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biossintese de PCA

seja uma molécula precursora para a formacgéo da tioformina,
que posteriormente ir4 se ligar ao cobre formando a FlpC

(intracelularmente ou extracelularmente).

A expressao do gene foi maior nos tempos de 96 e 168 h,

Proteina

] Possivelmente  reduz efeitos de podendo esta proteina estar relacionada as amenizagées dos

NADH:quinona . i . 5 )
PA2691 ) ] estresses metabdlicos (acUmulo de estresses metabdlicos e formacdo de EROs promovidas,

oxirredutase do tipo o i
Il (NDH-2) NADH e EROs) principalmente, pela presenca de FIpC na célula do
microrganismo produtor.
Relacionado a Pode atuar como regulador da biossintese de fenazinas, cujo
sistemas quorum . . operon é altamente influenciado pelo sistema QS
Expressdo de metabdlitos (p. ex.

i sensing (QS)
Proteinas
o PA4141 regulados pelos
hipotéticas* )
ativadores

transcricionais las e
rhl

ramnolipidios, elastases, proteases,

fosfolipases, lipases, endotoxinas e

homeostase de fenazinas)

Proteina com
PA4782 atividade
fosfohidrolase

Possivelmente relacionada
sinalizacdes celulares correlatas

biofilmes, por meio de c-di-GMP

a

a

O sistema de regulacdo em BriIR é responsivo a c-di-GMP. O
gene deste sistema (PA4878) possui maiores niveis de
expressdo que PA4782 em 24 h, entretanto, em 168 h o gene
PA4782 encontra-se hiperexpresso em relagdo a PA4878,

podendo existir um mecanismo de regulacéo entre ambos.

*Em relagdo a tais proteinas, ha limitadas informacgdes e pesquisas que explorem suas fungdes e produtos.

Fonte: Adaptado de Simionato (2020).
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3.3.2 Atividade Antimicrobiana

Uma caracteristica impar as fluopsinas é sua atividade antimicrobiana
(EGAWA et al., 1971), na qual se destaca a eficacia da FIpC na inibicdo do crescimento
de importantes microrganismos de interesse clinico, incluindo isolados multirresistentes,
gue infligem significativas ameacas a vida humana, e agricola, responsaveis por grandes
perdas produtivas em culturas de insumos alimenticios.

Nos ultimos 17 anos nosso grupo identificou a atividade da FIpC, a partir

de compostos semi-purificados ou puros, frente aos:

a) patdégenos humanos: K. pneumoniae produtoras de KPC
(KERBAUY et al., 2016), isolados multirresistentes de A. baumannii
(GIONCO, 2016), MRSA (CARDOZO et al., 2013) e VRE (NAVARRO
et al., 2019);

b) fitopatbgenos bacterianos: Xanthomonas citri subsp. citri
(OLIVEIRA et al., 2016), Xanthomonas arboricola pv. pruni
(VASCONCELLOS et al., 2014), Pectobacterium carotovorum subsp.
carotovorum (MUNHOZ et al., 2017) e Candidatus Liberibacter asiaticus
(PISTORI et al., 2018);

c) fitopatégeno fungico: Sclerotinia sclerotiorum (dados néo
publicados).

Comumente, a FIpC é utilizada estando contida em fracBes semi-
purificadas, obtidas por meio de extracao liquido-liquido do sobrenadante de cultivo com
solventes organicos e, também, por meio da purificacdo em sistemas cromatograficos,
como a cromatografia flash (CF) e a cromatografia liquida a vacuo (CLV).

Nas pesquisas de nosso grupo as principais fragdes utilizadas séo a F3,
F3d e F4A. A seguir, serdo caracterizadas suas respectivas obtencdes a partir do
sobrenadante de P. aeruginosa cepa LV e seus principais efeitos, a fim de dimensionar
a atividade antimicrobiana exercida pela FlpC. Adicionalmente, um compéndio dos
microrganismos cuja atividade antimicrobiana do composto j& foi descrita encontra-se

disposto na Tabela Suplementar 1 (Apéndice A).
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3.3.2.1 Fragao F3

A partir do sobrenadante concentrado de P. aeruginosa cepa LV,
submetido a extracao liquido-liquido com diclorometano na propor¢éo 1:2 (v/v) é obtida
a fase diclorometano (FD). A partir da semi-purificacdo deste extrato por CLV é possivel
obter fracdes que apresentam altos indices de atividade antimicrobiana, com destaque
aquelas que contém a FIpC.

Para a obtencéo da fracéo F3, a FD é submetida a CLV, utilizando como
fase movel um gradiente crescente de polaridade de solventes organicos, sendo cada
eluente aplicado no volume de 40 mL por 10 vezes consecutivas sob a fase estacionaria
(silica gel 60), gerando ao final do processo 6 fracdes, sendo a FIpC contida na fracédo
F3 (Figura 2) (OLIVEIRA et al., 2016), o que determinou a utilizagdo desta em diversos

estudos de nosso grupo.

Figura 2 — Sistema de cromatografia liquida a vacuo (CLV) para a obtencdo de F3. A
seta indica a fragdo que comporta a fluopsina C.

METANOL:AGUA (1:1)

(F5)

- METANOL
(F4)

ACETATO DE ETILA

POLARIDADE

F3)

DICGLORGMETA
(#4)
HEXANG
(#0)

Fonte: adaptado de Oliveira e cols. (2016).

Esta fracdo demonstrou ser eficiente na inibicdo do crescimento do
fitopatégeno X. citri pv. citri (Xanthomonadaceae), cuja concentragdo inibitéria minima

(CIM) foi igual a 19,53 pg/mL. Nesta concentragéo a F3 levou a inibicdo da producéo de
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EXPs em 1 h de tratamento. Apos 3-6 h de exposicao, foram observadas por microscopia
eletrbnica de varredura (MEV), pequenas quantidades de EXPs acompanhadas de
células morfologicamente encolhidas e granulosas. Adicionalmente, utilizando-se a
microscopia eletrénica de transmisséo (MET), foram observadas células alongadas com
alteracbes na membrana citoplasmatica em 1 h de exposicdo, evoluindo para
indistin¢cdes entre a parede celular e a membrana citoplasmatica em 3 h de tratamento
e, por fim, culminando na lise celular em 6 h de tratamento (OLIVEIRA et al., 2011).
Neste mesmo estudo, experimentos in planta, utilizando como modelo a laranjeira (Citrus
sinensis cv. Valencia), a aplicacdo de 10 pg/mL da fracdo F3 por aspersédo, como
tratamento preventivo, promoveu reducéo de cerca de 93,5% na formacéo de lesdes
foliares ocasionadas pelo fitopatdgeno.

A F3 também apresentou efetividade no controle de X. arboricola pv.
pruni (Xanthomonadaceae) in vitro, apresentando a CIM de 50 pg/mL
(VASCONCELLOS et al., 2014). Com o uso de 200 pg/mL observou-se a reducéo de
EXPs em 1 h de exposicao, acompanhada de pequenas alteracdes morfolégicas, que
evoluiram para auséncia de EXPs e desarranjos nas células bacteriana em 3 h; seguido
da observacado de depressdes na parede celular em 6 h (MEV). No modelo de infec¢éo
do pessegueiro (Prunus persica cv. Maciel) a fragdo promoveu a reducao de cerca de
70% das lesbes foliares formadas, a partir do uso de 150 pug/mL em tratamentos
curativos e preventivos, sendo elencada como a concentragéo mais adequada, visto que
ndo houveram diferencas estatisticas significativas entre esta dose e a dose de 450

pug/mL, que apresentou efeitos fitotoxicos.

3.3.2.2 Fracao F3d

Uma vez determinado que a fracdo F3 apresentava altos indices de
eficacia na inibicdo do crescimento de diversos microrganismos, um novo sistema
cromatografico foi desenvolvido, a fim de potencializar a purificacdo dos compostos
presentes na fracao.

Este novo sistema baseava-se na CLV, em condigbes operacionais
similares ao descrito em 3.3.2.1, adaptando-se a fase movel, sendo adicionados
sistemas intermediarios baseados em misturas 1:1 (v/v) dos eluentes adjacentes (Figura
3) (OLIVEIRA et al., 2016). A fracdo F3d apresenta composicdo média de
aproximadamente 30% (massa) de FIpC (OLIVEIRA et al., 2016).
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Figura 3 - Sistema de cromatografia liquida a vacuo (CLV) para a obtencao de F3d. A

seta indica a fragdo que comporta a fluopsina C.

METANOL:AGUA (1:1)

(F3h)

METANOL
(F3g)

ACETATO DE ETILA:METANOL (1:1)
(F3f)

' ACETATO DE ETILA
(F3e)

DICLOROGMETANO:ACETATO DE ETILA (1:1)
(=1))
DICLOROMETANO
{F3c)
HEXANG:DICLOROMETANO(1:1)
[E3b)

[E3a)

POLARIDADE

Fonte: adaptado de Oliveira e cols. (2016).

Gionco (2016) reportou o efeito da fragdo F3d sobre isolados de A.
baumannii (Moraxellaceae) produtores de B-lactamases de classe D (oxacilinases),
obtendo CIM igual a 7,8 ug/mL. Adicionalmente, a fracdo F3d apresentou efeito sinérgico
com a PolB, levando a populacédo de A. baumannii produtora da carbapenemase OXA-
23 a morte em aproximadamente 14 h de exposi¢do, e prevenindo a selecdo de
subpopulacdes resistentes (heteroresisténcia).

Contra K. pneumoniae (Enterobacteriaceae) produtoras de KPC e K.
pneumoniae ATCC 10031, a F3d resultou na CIM de 62,5 pg/mL e, utilizando a FlpC
purificada por CF, verificou-se a CIM de 3,9 pg/mL no isolado clinico K. pneumoniae
KPC3, evidenciando que o composto puro apresentou atividade 16x superior a fragcao
semi-purificada (KERBAUY et al.,, 2016). O uso da fracdo na CIM, no tempo de
exposicdo de 14 h, levou a eliminacao total da populacéo de células planctbnicas do
isolado KPC3 e reducao significativa da viabilidade celular das células aderidas a
matrizes de biofilme em 24 h de exposicdo e, em ambas as condi¢Oes, extensas
alteracbes morfoldgicas foram observadas nas células (MEV).
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Isolados clinicos de VRE (Enterococcaceae) também apresentaram
sensibilidade a F3d, resultando na CIM de 31,2 ug/mL em E. faecium VRE-15, e de 15,6
pg/mL para os demais isolados avaliados e a cepa de referéncia ATCC 6569 (AMICHI,
2015). Quando cultivadas na presenca de 15,6 pg/mL da fragdo, ATCC 6569 e E.
faecium VRE-170 apresentaram declinio progressivo da densidade celular bacteriana,
culminando na erradicacdo da populacdo em 8 h de exposicdo. Ainda, nas
concentracdes de 15,6 e 7,8 pg/mL o composto promoveu a reducéo da formacao de
biofilmes pelas bactérias em cerca de 80% e 70%, respectivamente. Na concentracdo
de 250 pg/mL, cerca de 50% dos biofilmes pré-estabelecidos foram removidos, em
relacdo aos controles, levando a grande reducéo da viabilidade celular das células
remanescentes.

Em cepas de MRSA (Staphylococcaceae) a fragéo F3d apresentou CIM
de 125 pg/mL para S. aureus BEC9393 e S. aureus N315, tendo esta ultima, sua curva
de viabilidade determinada frente a exposi¢cdo ao composto na concentracdo de 200
ug/mL durante 24 h, o que resultou na eliminacgéo total das células microbianas, sendo
observadas depressdes na parede celular bacteriana a partir de 2 h de exposicdo a 100
pug/mL da fracdo (MEV) (CARDOZO et al., 2013).

Oliveira e cols. (2016) propuseram o uso da fracdo F3d no controle do
cancro citrico (agente etiolégico X. citri pv. citri) em laranjeiras (C. sinensis cv. Valencia).
Neste estudo, ambos os tratamentos preventivo e curativo apresentaram correlacao
entre a dose e a quantidade de lesdes foliares visualizadas, obtendo reducdo de 90%
das lesbes com a utilizacdo de 1 pg/mL de F3d no tratamento preventivo. Apés 120 h do
tratamento preventivo poucas células do fitopatégeno encontravam-se no mesdéfilo e as
células presentes continham alteragcdes morfologicas e indicativos de lise celular, com
reduzida presenca de EXPs, enquanto que as células do mesofilo aparentavam-se
intactas. Adicionalmente, a atividade do composto manteve-se durante semanas sobre
a superficie foliar e dentro das folhas, reduzindo o potencial de contaminacdo mediante

a inoculacao do fitopatogeno.
3.3.2.3 Fracao F4A
Outra fracdo amplamente utilizada por nosso grupo € a F4A, obtida por

meio de CLV, nas mesmas condi¢cdes operacionais as descritas em 3.3.2.2, utilizando-

se como amostra para separacdo a FD (Figura 4). Neste método, € empregado um
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sistema em gradiente de polaridade dos solventes, idéntico ao aplicado a obtencéo da
fracdo F3d, entretanto o volume dos solventes adicionados a fase estacionaria é
separado em aliquotas de 200 mL cada, gerando sub-fracdes (A e B) em cada etapa do
processo, tendo a F4A uma composi¢cdo média de 30% de PCA, 25% de FIpC, 25% de
PCN, 5% de IDC e 15% de outros compostos (PISTORI et al., 2018).

Figura 4 — Sistema de cromatografia liquida a vacuo (CLV) para a obtencéo de F4A. A

seta indica a fragdo que comporta a fluopsina C.

AGUA
(F9A e FOB)

METANOL:AGUA (1:1)

(F3A e F8B)

METANOL
(F7A e F7B)

‘ ACETATO DE ETILA
(F5A e F5B)
DIGIGROMETANO:ACETATO DE ETILA (1:1) I
FOANE FAD

POLARIDADE

HEXANO:DICLOROMETANO (1:1)
[E2A'e F2B]

HEXANO

(F1A e F1B)

Fonte: Adaptado de Munhoz e cols. (2017)

Em Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum
(Enterobacteriaceae) a fracdo F4A apresentou CIM de 7,81 pg/mL, com lise celular apos
3 h de exposicédo, verificada em MEV. No modelo in planta de tomateiros (Solanum
lycopersicum cv. Santa Clara), as plantas tratadas alcancaram percentual de
sobrevivéncia de 100% utilizando tratamento preventivo de 70 pug/mL da fracéo e,
adicionalmente, neste tratamento foram obtidas as plantas com o maior crescimento,
produtividade (em gramas) e numero de frutos (MUNHOZ et al., 2017).

Pistori e cols. (2018) avaliaram a efetividade da F4A contra Candidatus
Liberibacter asiaticus (Rhizobiaceae) em laranjeiras (C. sinensis cv. Valencia), sendo a

presenca do microrganismo confirmado por meio da reacdo em cadeia da polimerase
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(PCR, Polymerase Chain Reaction,) convencional, visto que estas bactérias Gram-
negativas ndo sao cultivaveis em culturas axénicas. Os resultados obtidos apontaram
gue a melhor concentracdo de F4A para o controle, preventivo e curativo, das plantas
nos periodos de aplicacéo (4 meses) foi de 100 pug/mL, aplicada por meio de asperséo.
Ainda, a fracédo foi indicada como uma potencial elicitora dos mecanismos de resisténcia
sistémica adquirida da planta, atividade atribuida a outros componentes da fracao,
possivelmente as fenazinas PCA e/ou PCN, indicando que os componentes da F4A
podem atuar sinergicamente promovendo mdltiplas respostas na defesa contra

fitopatdgenos.

3.3.2.4 Fluopsina C purificada

A FIpC com altos niveis de pureza é obtida por meio de CF para a
separacao dos compostos presentes na FD. O sistema padronizado para sua purificacéo
consiste no uso de silica gel 60 (0,04-0,062 mm) como fase estacionaria e um sistema
de fase movel composto por éter de petréleo: diclorometano: éter etilico em propor¢céo
de 65:25:10 (v/v) (NAVARRO et al., 2019).

A fim de analisar a resposta microbiana em cultivos contendo FIpC,
Navarro e cols. (2019) aplicaram o método de passagens seriais para determinar a perca
de sensibilidade ao antimicrobiano, temporalmente, isolando clones resistentes. Neste
estudo verificou-se evolucdo da CIM da FIpC em K. pneumoniae ATCC 10031 (de 1
pg/mL para 4 pg/mL) e K. pneumoniae kpn-KPC 19 (de 2 pg/mL para 16 pg/mL) apos
21 dias de cultivos seriais na presenca do antimicrobiano. Uma resposta similar foi
observada em S. aureus MRSA N315 (de 0,5 pg/mL para 1 pg/mL) e E. faecium VRE-
170 (de 1 pg/mL para 2 pg/mL). Adicionalmente, para S. aureus MRSA BEC9393 e E.
faecium ATCC 6569 nao houveram alteracdes na CIM, ambas de 1 pg/mL.

Entretanto, apds submeter os clones resistentes a FIpC em cultivos
seriais na auséncia do antimicrobiano (10 dias consecutivos), a CIM para 0 composto
diminuiu em todas as cepas avaliadas, ndo sendo reestabelecidas aos valores originais
apenas em K. pneumoniae ATCC 10031 (nova CIM = 2,0 pg/mL) e kpn-KPC 19 (nova
CIM = 4,0 pg/mL). Este contexto indica a tendéncia a regressdo das CIMs, sendo
hipotetizado que as mutacdes responsaveis pelos mecanismos de defesa desenvolvidos

pela célula a FIpC revertem-se em sua auséncia.
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Ainda neste estudo, foram observadas, em MEV e MET, que culturas
de K. pneumoniae kpn-KPC 19 e S. aureus MRSA N315, tratadas com FIpC por 1 h,
apresentaram reducéo da densidade celular e de presenca de matriz extracelular, além
de depressdes nas células (indicativo de rompimento), alteragbes citoplasmaticas e
vacuolizacao.

Outro estudo demonstrou que os efeitos ultraestruturais promovidos
pela FIpC purificada e a fracdo F4A sao similares (NAVARRO et al., 2020). Em X. citri
subsp. citri 306 os autores constataram a disrup¢cdo da membrana citoplasmatica e
presenca de células mais enrugadas (MEV), bem como alongamento celular e
indistincdo entre a membrana citoplasmatica e a parede celular (MET). Alteracdes
similares foram observadas em K. pneumoniae Kpn-19 e, adicionalmente, altera¢cdes no
citoplasma da célula foram observados (MET); em E. faecalis ATCC 6569 alteracdes
ultraestruturais ndo foram evidenciadas, entretanto, houve extensiva redu¢do no numero
de células apds o tratamento; em MRSA N315 ndo foi possivel observar a parede celular,
e as células apresentaram citoplasma elétron-denso e heterogéneo quando comparadas
ao controle. Adicionalmente, a exposi¢cdo a FIpC durante 15 min. promoveu diversos
danos a membrana citoplasmatica em todos os microrganismos avaliados no estudo,
tornando-as mais permeaveis.

A partir dos dados supracitados, atualmente acredita-se que o principal
mecanismo de acao da FIpC sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas ocorra
sobre a membrana citoplasmatica, tornando-a mais permeéavel (NAVARRO et al., 2020).
Ainda, um efeito secundario observado no modelo X. citri subsp. citri 306 foi a ruptura do
septo divisional, possivelmente ocasionado devido a alteracdo do potencial da
membrana citoplasmatica frente os danos promovidos pela FIpC (NAVARRO et al.,
2020), potencial, que por sua vez, € essencial para o posicionamento da proteina FtsZ
no eixo de divisao da célula, durante o processo de divisao celular (STRAHL; HAMOEN,
2010).

Simionato (2016) avaliou a atividade da FIpC purificada (denominada
como CF4b no estudo) contra microrganismos contaminantes e formadores de biofilme
do processo produtivo do etanol, Lactobacillus fermentum (Lactobacillaceae) e
Leuconostoc mesenteroides (Leuconostocaceae). A CIM em ambos microrganismos foi
igual 0,12 pg/mL e, quanto a atividade antibiofilme, constatou-se que a exposi¢cao ao
composto durante 1 h na concentracao de 62,5 pg/mL culminou na inibicdo da formacéo

de biofilme por L. fermentum em cerca de 26,51%, enquanto que, com 31,25 pg/mL, o
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biofime de L. mesenteroides foi reduzido em cerca de 34,93%. Entretanto, até o
momento, 0S mecanismos pelos quais a FIpC promove sua atividade antibiofiime

permanecem nao elucidados.

3.3.3 Citotoxicidade

Com o avanco das pesquisas de caracterizacao da agéo antimicrobiana
da FIpC, diversos estudos avaliaram sua citotoxicidade, sendo reportada a concentragéo
citotoxica de 0,195 pg/mL para células HelLa (células de adenocarcinoma cervical
humano) (OTSUKA et al., 1972) e baixa citotoxicidade na concentracao de 2000 ug/mL
de F3d em células LLC-MK2 (células epiteliais do rim de macaco Rhesus) uma vez que,
nesta concentracdo, 84% das células avaliadas permaneceram viaveis (KERBAUY et
al., 2016; CARDOZO et al., 2013; OLIVEIRA, 2016).

Mais recentemente, a citotoxicidade da FIpC purificada foi avaliada em
células LLC-MK2 e eritrécitos humanos (Navarro et al., 2019). Neste estudo, a
concentracgao citotoxica 50% (CCsorz4h), em ambas as células, foi de aproximadamente
2 pg/mL e, abaixo desta concentracdo, efeitos citotdxicos ou hemoliticos ndo foram
observados.

A divergéncia encontrada entre a citotoxicidade da FIpC purificada e da
fracdo F3d pode ser interpretada sob a perspectiva dos graus de pureza dos compostos
avaliados. Na F3d, cerca de 30% da massa corresponde a FIpC (OLIVEIRA, 2016),
enquanto que, nos testes utlizando a FIpC purificada, o composto apresentava
aproximadamente 80% da massa total (NAVARRO et al., 2019). Portanto, o uso do
composto purificado apresentou resultados mais precisos quanto sua toxicidade.

No modelo invertebrado larval de Tenebrio molitor (Coleoptera:
Tenebrionidae), administragbes intra-hemocélicas de 0,06 e 0,12 pug de FIpC néo
afetaram a viabilidade das larvas; entre 0,25 e 0,5 pg taxas de mortalidade de 20 e 42%,
respectivamente, foram obtidas; e entre 1 e 2 ug, obteve-se mortalidade total apos 96 h
de administracéo, indicando que a melhor condi¢cao de tratamento corresponderia a uma
dose de aproximadamente 3 mg/kg (NAVARRO et al., 2019).

Navarro e cols. (2019) definiram os efeitos tdxicos da FlIpC no modelo
murino Swiss (Mus musculus; Rodentia: Muridae) de infeccdo peritoneal e,
seguidamente, no de bacteremia promovida por K. pneumoniae kpn-KPC 19.

No modelo de infeccao peritoneal, a dose letal 50% (LDso) obtida foi de
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4 mg/kg sendo que, doses abaixo desta concentracdo, ndo promoveram efeitos toxicos
nos animais tratados no intervalo de 96 h; e doses maiores culminaram em letalidade
apoés 48 h de tratamento. Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos
nas pesquisas pioneiras da FIpC no tema que indicaram LDso de 4,5 mg/kg (OTSUKA et
al.,, 1972) e 3 a 9 mg/kg (ITOH; INUZUKA; SUZUKI, 1970; EGAWA et al., 1970).
Adicionalmente, em nenhum tempo avaliado, o composto foi detectado na corrente
sanguinea dos animais tratados, indicando uma baixa biodisponibilidade ou ainda a
geracao de diferentes moléculas apds sua metabolizagéo.

No modelo de bacteremia, animais tratados com dose Unica de 2 mg/kg
ou dupla de 1 mg/kg/8 h apresentaram 50% e 40% como taxa de sobrevivéncia apos 72
h do tratamento; o regime de dose Unica de 1 mg/kg demonstrou menor sobrevivéncia,
de 25% evoluindo para 17% no periodo de 48-72 h pos-tratamento; a dose Unica de 3
mg/kg e dupla de 2 mg/kg/8 h levaram a morte de todos os individuos tratados em
aproximadamente 37 h e 76 h, respectivamente; e, por fim, o controle de infeccéo levou
a morte dos individuos em aproximadamente 96 h.

Analises histopatoldgicas dos figados e rins do tratamento de maior
indice de sobrevivéncia (2 mg/kg) indicaram alteracbes hepaticas como moderada
congestdo dos vasos, infiltracdo inflamatoéria, hemorragia, vacuolizacdo das células e
deslocamento dos nucleos celulares, sem evidéncias de necrose ou alteracdes
significativas do nimero de hepatdcitos. Nos rins, o cortex renal ndo se apresentou
alterado, nos corpusculos glomerulares constatou-se leve infiltragcdo inflamatéria e
sangramentos, as células dos tubulos apresentaram-se vacuolizadas e com
centralizacdo do nucleo. Adicionalmente, houveram alteracbes do numero de
corpusculos glomerulares, no espaco de Bowman a nos diametros dos tubulos, quando
comparadas com 0s animais controle.

Os resultados supracitados n&o foram suficientes para caracterizacéo
da FIpC como agente nefrotéxico, indicando a necessidade de outros estudos para
confirmacgdo da auséncia deste efeito. Entretanto, 0 composto foi caracterizado como
hepatoxico em nivel moderado. Os dados obtidos indicam que a FIpC pode,
potencialmente, ser utilizada como uma estratégia alternativa aos antimicrobianos
comerciais que também apresentam efeitos téxicos (NAVARRO et al.,, 2019), por
exemplo, os polipeptidios colistina e polimixina B (severa nefrotoxicidade), utilizados
como ultima escolha no tratamento de bactérias Gram-negativas resistentes a multiplos
farmacos antimicrobianos (MDR, Multidrug-resistant) (ZAVASCKI; NATION, 2017).
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A toxicidade da FIpC € um dos principais desafios a serem resolvidos
atualmente, para que o composto seja efetivamente desenvolvido como um farmaco
antimicrobiano. No momento, ndo existem dados que comparem os efeitos tdxicos in
vivo do composto frente aos “antimicrobianos de ultima escolha” comercializados, sendo
que estas evidéncias podem ser utilizadas, no futuro, como justificativa ao uso do
composto em infec¢des microbianas com opcdes terapéuticas esgotadas.

Ainda, ressaltamos 0 numero escasso de pesquisas realizadas com a
FIpC pelo mundo, possivelmente devido a seu aspecto de toxicidade, que culminou em
um baixo desenvolvimento cientifico e tecnoldgico acerca do composto.

A fim de sobrepujar os efeitos téxicos da FIpC métodos de
encapsulamento tém sido avaliados experimentalmente por nosso grupo e uma
alternativa promissora tem sido a nano-encapsulagcédo por lipossomas, que promove
alteracdes na liberacdo do composto de forma espacial, temporal e sitio dirigida, o que
permite, em muitos casos, reducdo da toxicidade do composto com manutencdo ou
aumento de sua eficiéncia (AKBARZADEH et al., 2013).

3.4 ACINETOBACTER BAUMANNII: AGENTE ETIOLOGICO DE INFECCOES POTENCIALMENTE LETAIS

ASSOCIADAS A ASSISTENCIA A SAUDE

O género Acinetobacter, pertencente a familia Moraxellaceae (filo
Gammaproteobacteria), € composto por aproximadamente 82 espécies (LPSN, 2021)
de bactérias Gram-negativas, ndo-fermentadoras de glicose, ndo fastidiosas, catalase-
positivas, oxidase-negativas e que apresentam metabolismo aerdbico (ABBOTT et al.,
2013; LIN; LAN, 2014).

Atualmente a espécie A. baumannii € considerada uma das bactérias
Gram-negativas patogénicas mais ameacadoras a saude humana. Este cocobacilo, €
um patdgeno oportunista que oferece grandes riscos em ambientes hospitalares onde é
endémico e, predominantemente, afeta pacientes em estado critico. As infeccdes
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) promovidas por esta bactéria ocorrem
principalmente em sitios anatomicamente injuriados, sendo correlata a quadros de
pneumonia associada a ventilacdo mecanica, bacteremia associada a cateter venoso
central, infec¢des cutaneas e de tecidos moles, infeccdes de sitios cirdrgicos e infeccdes
do trato urindrio também relacionadas ao cateterismo (HARDING; HENNON;
FELDMAN, 2018).
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3.4.1 Resisténcia Antimicrobiana e Opc¢des Terapéuticas

De acordo com o Comité Europeu de Testes de Suscetibilidade
Antimicrobiana (EUCAST) (2020) e o Instituto de Padrdes Clinicos e Laboratoriais (CLSI)
(2020), A. baumannii, e outros representantes do género, apresentam resisténcia
intrinseca a um grande numero de antimicrobianos convencionalmente utilizados
(Tabela 4).

Tabela 4 - Resisténcia intrinseca aos antimicrobianos apresentada por espécies do

género Acinetobacter, disponibilizadas pelo CLSI e EUCAST.

EUCAST (2020)
(A. baumannii,
Acinetobacter pittii,
Acinetobacter nosocomialis)

o . CLSI (2020)
Antimicrobiano (A. baumannii / Acinetobacter
calcoaceticus complex)

Ampicilina R R
Amoxicilina R R
Amoxicilina-acido clavulanico R R
Ampicilina-sulbactam 1
Ceftriaxona R
Cefotaxima R
Aztreonam R R
Ertapenem R R
Trimetoprim R R
Cloranfenicol R

Fosfomicina R R
Tetraciclina R2
Doxiciclina R2

1: A. baumannii pode aparentar sensibilidade a combina¢&o, entretanto, atribui-se a atividade ao sulbactam
na espécie; 2: O género Acinetobacter é intrinsecamente resistente a tetraciclina e doxiciclina, mas nédo a
minociclina e tigeciclina.

Adicionalmente a este perfil, estas bactérias se destacam devido ao
rapido desenvolvimento de fendtipos MDR, XDR e pan-resisténcia (PDR) aos
antimicrobianos, além de sua alta capacidade de persistir no ambiente, mesmo em
condicdes desfavoraveis, durante longos periodos de tempo, o que potencializa 0s riscos
de disseminacéo e, consequentemente, contaminacéo pelo patégeno (DIJKSHOORN,;
NEMEC,; SEIFERT, 2007; HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018).
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Magiorakos e cols. (2011) propuseram uma metodologia de
classificacdo baseado nos perfis de resisténcia antimicrobiana de bactérias relacionadas
as IRAS, considerando categorias de antimicrobianos epidemiologicamente
significativas. Na Tabela 5 estdo descritos tais categorias de antimicrobianos para

Acinetobacter spp. Para os autores, os perfis de resisténcia podem ser classificados em:

a) MDR (multidrug-resistant): ndo sensivel a 21 agentes
antimicrobianos em 23 classes;

b) XDR (extensively drug-resistant): ndo sensivel a =21 agentes
antimicrobianos em todas as classes, exceto <2;

c) PDR (pandrug-resistant): ndo sensivel a todos o0s agentes

antimicrobianos listados.

Os carbapenémicos constituem o tratamento de escolha para infeccdes
ocasionadas por cepas MDR de A. baumannii, porém com a emergente resisténcia aos
antimicrobianos pertencentes a esta classe, as polimixinas B e E (colistina) e a tigeciclina
tém sido utilizadas como antimicrobianos de ultima escolha (GARNACHO-MONTERO,;
TIMSIT, 2019). Entretanto, isolados resistentes a estes farmacos tém sido reportados
em pesquisas realizadas no Brasil (CASTILHO et al.,, 2017; ROMANIN et al. 2019;
ROSSI et al., 2017; TAVARES et al., 2019) e no mundo. Por sua vez, as polimixinas
apresentam efeitos nefrotdxicos e existem ambiguidades quanto a eficicia da tigeciclina
contra cepas MDR de A. baumannii, fatores que combinados, comprometem a resolugéo
da quadros infecciosos (GARNACHO-MONTERO; TIMSIT, 2019).
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Tabela 5 - Categorias de antimicrobianos, e seus respectivos agentes, empregados para

a determinacéo do perfil de resisténcia no género Acinetobacter.

Categorias de antimicrobianos

Agente antimicrobiano

Aminoglicosideos

Gentamicina
Tobramicina
Amicacina

Netilmicina

Carbapenémicos antipseudomonas

Imipenem
Meropenem

Doripenem

Fluoroquinolonas antipseudomonas

Ciprofloxacina

Levofloxacina

Penicilinas antipseudomonas + inibidores de B-lactamases

Piperacilina-tazobactam

Ticarcilina-acido clavulanico

Cefalosporinas de espectro estendido

Cefotaxima
Ceftriaxona
Ceftazidima

Cefepime

Inibidores da via do folato

Trimetoprim-sulfametoxazol

Penicilinas + inibidores de -lactamases

Ampicilina-sulbactam

o Colistina
Polimixinas .
Polimixina B
Tetraciclina
Tetraciclinas Doxiciclina
Minociclina

Fonte: Magiorakos et al. (2011).

De fato, 0 aspecto mais alarmante em relacédo a tais infec¢bes remonta

a emergéncia de isolados resistentes aos antimicrobianos de ultima escolha, ou ainda,

resistentes a todos os antimicrobianos disponiveis (GEISINGER et al., 2020).

Essa limitacdo nas opcdes de tratamento, entre outras caracteristicas,

culminou na indicag&o das cepas de A. baumannii resistentes a carbapenémicos (CRAB,

carbapenem-resistant A. baumannii) pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como

0 patégeno prioritario para pesquisa e desenvolvimento de novos antibiéticos (Tabela 6)

(WHO, 2017).
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Tabela 6 - Priorizacdo de patdgenos, segundo a OMS, para guiar a descoberta, pesquisa
e desenvolvimento de novos antimicrobianos para o tratamento de infec¢bes por

microrganismos resistentes aos antimicrobianos.

Prioridade Microrganismo Resisténcia
Acinetobacter baumannii Carbapenémicos

Critica Pseudomonas aeruginosa Carbapenémicos
Enterobacteriaceae Carbapenémicos e cefalosporinas de 32 geragéo
Enterococcus faecium Vancomicina
Helicobacter pylori Claritromicina

| Salmonella spp. Fluoroquinolonas

Alla Staphylococcus aureus Vancomicina e meticilina
Campylobacter spp. Fluoroquinolonas
Neisseria gonorrhoeae Cefalosporinas de 32 geracéo e fluroquinolonas

Streptococcus pneumoniae  N&o-suscetivel a penicilina
Média Haemophilus influenzae Ampicilina
Shigella species Fluoroquinolonas
Fonte: adaptado de WHO (2017).

Dados do SENTRY Antimicrobial Surveillance Program indicaram que
as taxas de resisténcia aos carbapenémicos no complexo Acinetobacter calcoaceticus—
A. baumannii era igual a 44,7% (imipenem) e 41,0% (meropenem) entre 0s anos de
1997-2016 na regido da América Latina; o programa ainda indicou que a mesma regido
foi a segunda maior quanto a frequéncia de isolados XDR (61,5%) no mesmo periodo,
sendo inferior somente a Europa (61,5%); e que o Brasil apresentou a maior frequéncia
de isolados XDR (1,4%) quando comparado a outros paises da América Latina (GALES
et al., 2019).

Um estudo de ordem global indicou que dentre as bactérias Gram-
negativas isoladas em diversas regides do mundo A. baumannii foi a espécie que mais
apresentou fenétipos MDR (44,3%), obtendo os maiores indices de isolamento do
feno6tipo na América Latina (70,5%), seguido do Oriente Médio (69,5%), Africa (61,2%),
regido Asia-Pacifico (48,5%) e por fim, América do Norte (30,8%) (GIAMMANCO et al.,
2017). A ocorréncia deste fenotipo para a espécie também se apresentou muito superior
as outras bactérias Gram-negativas avaliadas, sendo o segundo maior indice global
conferido a P. aeruginosa com 12,1% (quase 4 vezes menor). Adicionalmente, os
autores também mostraram a dinamica global-temporal na taxa de multirresisténcia

desta espécie, que evoluiu de 23 a 63% de 2004 a 2014 (periodo de estudo).
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No Brasil, diversos estudos tém sido realizados para caracterizar a
presenca de A. baumannii em ambientes hospitalares, bem como seus perfis e principais
mecanismos de resisténcia. De acordo com Romanin et al. (2019), 78,6% dos isolados
de amostras sanguineas de pacientes internados em um hospital terciario de Londrina
(PR-Brasil) entre 2006-2016 foram caracterizados como XDR, enquanto 21,4% como
MDR. Neste estudo, 81,6% dos pacientes infectados foram a obito. Isolados com
resisténcia a imipenem e meropenem (ambos 92,2%), polimixina B e colistina (ambos
10,7%) e a tigeciclina (3,9%) também foram reportados.

Um outro estudo brasileiro realizado em Goiania (GO-Brasil) apresentou
resultados semelhantes, a partir de isolados de pacientes hospitalizados em unidades
de terapia intensiva (UTIs), obtendo taxas de MDR igual a 91,1% e de 7,14% para o
fenétipo XDR (CASTILHO et al., 2017). Adicionalmente, em quadros clinicos de
bacteremia no estado de Sao Paulo (SP-Brasil) ocasionados por CRAB, no periodo de
2008-2014, foi constada a prevaléncia de isolados XDR (60,7%) frente aos MDR (39,3%)
(TAVARES et al., 2019).

No contexto atual de pandemia da sindrome respiratéria aguda grave
promovida pelo coronavirus SARS-CoV-2 (agente etioldégico da COVID-19), ressalta-se
gue infeccbes bacterianas secundarias do trato respiratério inferior ocasionadas por
CRAB tém apresentado a maior prevaléncia comparativamente a outros patégenos
microbianos, possivelmente devido ao aumento das internacdes de longo-termo e ampla
utilizagdo de medidas de ventilagdo mecanica, entre outros fatores, culminando em altas
taxas de mortalidade (LI et al., 2020; SHARIFIPOUR et al., 2020).

Uma das abordagens para o controle de infeccbes em ambientes
hospitalares € a implementacao de protocolos de higiene, de instru¢des aos profissionais
de saude, de isolamento de pacientes infectados, de usos adequados de
antimicrobianos, bem como a vigilancia sobre os padrbes de sensibilidade aos
antimicrobianos (ROMANIN et al., 2019). Entretanto, embora tais abordagens sejam
extensamente aplicadas, sua eficacia é relativamente baixa, como demonstrado pelo
acréscimo temporal no isolamento de cepas resistentes, sendo reportados casos onde
os isolados apresentam resisténcia a todos os antimicrobianos comerciais utilizados
(GEISINGER et al., 2020).

Neste contexto, ressaltamos o papel da formacéo de biofilmes como um
dos principais fatores relacionados ao risco de contaminagdo por A. baumannii, e

também a resisténcia aos antimicrobianos e desinfetantes, visto que a formagéo destes
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biofilmes promove a adesdo microbiana em mudltiplas superficies e potencializam sua
sobrevivéncia nestas, especialmente devido a formacdo de uma barreira fisica que
impede o contato de agentes inibitérios (BARDBARI et al., 2017; GREENE et al., 2016;
RANGEL et al., 2020), bem como a sua patogenicidade (PENESYAN et al., 2019).

3.5 FORMAGCAO DE BIOFILMES

Biofilmes sdo comunidades (ou populagdes) dinamicas de
microrganismos que se encontram aderidos uns aos outros, a determinadas superficies
(bidticas ou abidticas), ou interfaces, e que sdo envoltos por uma complexa matriz
composta por substancias poliméricas extracelulares (EPS, extracellular polymeric
substances) (COSTERTON et al, 1995; HALL-STOODLEY; COSTERTON;
STOODLEY, 2004; STEPANOVIC et al., 2007).

Neste modo de crescimento microbiano, a atividade metabdlica das
células sésseis é altamente integrada e fendtipos distintos em relacdo as células
planctdnicas podem ser constatados (GREENE et al., 2016). As ceélulas sésseis
organizam-se em microcolonias, encapsuladas por sua respectiva matriz, e que séo
separadas por canais aquosos que promovem o transporte de nutrientes e a remogao
de residuos metabolicos (DAVIES, 2003).

De acordo com os US National Institutes of Health (NIH, 2002) biofilmes
séo responsaveis por mais de 80% das infec¢des microbianas no corpo humano. Ainda,
células contidas em biofilmes podem apresentar maior AMR, na ordem de 10 a 1000
vezes (REFFUVEILLE et al., 2014).

O processo geral de formacéao de biofilmes esta representado na Figura
5. Inicialmente, células planctdnicas precisam estabelecer contato com determinada
superficie e serem capazes de promover a adesao inicial (1); seguidamente, as células
iniciam a producao das EPS (matriz do biofilme) e passam pelo processo de divisdo
celular, neste processo se considera o tipo de adesdo como irreversivel (2); durante o
processo de maturacdo o aumento da densidade celular ativa o sistema QS (sistema de
comunicacao célula-célula que sincroniza a expressao génica bacteriana em resposta a
acumulacdo de moléculas sinalizadoras especificas), promovendo a modulagédo de
estratégias de sobrevivéncia no biofime (3 e 4); o sistema QS determina o
desenvolvimento do biofilme e, eventualmente, sua ruptura, liberando células que podem
reiniciar o ciclo (5) (FERRIOL-GONZALEZ; DOMINGO-CALAP, 2020; MONROE, 2007).
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Figura 5 - Processo geral de formacéo de biofilmes (bactéria modelo P. aeruginosa).

Fonte: Adaptado de Monroe (2007).

Devido a capacidade de A. baumannii formar biofilmes em mudltiplos
tipos de superficie, os dispositivos utilizados durante a assisténcia a saude sdo uma
recorrente fonte de infeccdo como, por exemplo, cateteres urinarios e de linhas centrais,
drenos cirargicos, equipamentos de ventilacdo, linhas de emissdo de &agua e
equipamentos de limpeza (GREENE et al., 2016). Superficies biéticas como a pele,
pulmdes, coracdes, rins e outros 6rgdos também sao suscetiveis a abrigar biofilmes do
patégeno (RANGEL et al., 2020).

Terapias antimicrobianas, e mesmo os préprios antimicrobianos, sao
comumente desenvolvidos baseados em seus efeitos em células plancténicas e podem
falhar na erradicacdo de biofilmes, acarretando em quadros clinicos de infec¢bes
cronicas e necessidade de remogéo cirargica das areas acometidas (DAVIES, 2003).

A formacdo biofilmes microbianos, pode ser considerada um dos
principais fatores que contribuem a emergéncia da AMR e, devido a ocorréncia de
eventos de transferéncia horizontal de genes, um grande nimero de pesquisas voltadas
a busca e caracterizacdo de produtos naturais com atividades antimicrobiana e
antibiofime tém sido realizadas (Lu et al., 2019), objetivando elencar os mais

promissores compostos para o desenvolvimento de novos antimicrobianos.
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3.5.1 Produtos Naturais com Atividade Antibiofilme em A. baumannii

Em geral, as principais abordagens utilizadas para a inibicdo da
formacéo de biofilmes, ou remocdo de biofiimes j& estabelecidos, consistem em (1)
alterar as caracteristicas fisico-quimicas da superficie, interferindo na adesé&o
microbiana; ou ainda, pré-condicionar com agentes quimicos (p. ex. surfactantes); (2)
inibir a colonizagdo e maturagcdo do biofilme utilizando moléculas que suprimem a
expressao de fatores relacionados a adesdao; (3) utilizar inibidores da biossintese das
matrizes; (4) antagonistas de sinais do QR; (5) ou agentes que inviabilizem as células
sésseis (LI; LEE, 2017).

Compostos naturais tém sido avaliados em triagens para deteccéo de
atividade antibiofilme contra A. baumannii, incluindo CRAB. Estes compostos s&o
frequentemente oriundos de vegetais, como o mirtenol (monoterpeno biciclico derivado
de Myrtus communis e outras espécies) (SELVARAJ et al., 2020); o extrato metandlico
de Actinidia deliciosa (composto por moléculas fendlicas, flavonoides e alcaloides)
(TIWARI et al., 2017); 6leo essencial de Mentha pulegium L (TUTAR et al., 2016); e
cinamaldeido (derivado de 6leos esséncias de canela) (MOHAMED et al., 2018).

A melitina, um peptideo antimicrobiano (AMP, Antimicrobial peptide)
componente majoritario do veneno da abelha-europeia (Apis mellifera) (RANGEL, 2020),
apresentou atividade antibiofilme sinérgica com imipenem e colistina em isolados MDR
fortes produtores de biofilme, erradicando essa comunidade com a utlizacdo da
combinacdo melitina-colistina (BARDBARI et al.,, 2018). Entretanto, outro estudo
demonstrou que a melitina é ineficaz contra células planctdnicas e sésseis de isolados
PDR (RANGEL et al., 2020). Magainin 2, um outro AMP, que pode ser isolado a partir
da pele de sapos, promoveu a remocéao de 66,2% do biofilme de isolados resistentes da
bactéria, na concentracdo de 256 pM (KIM et al., 2018). Atualmente, estratégias
envolvendo fagoterapia também encontram-se em avaliacdo em biofilmes de CRAB
(VUKOTIC et al., 2020).

Propriedades antibiofilme de metabdlitos de origem microbiana contra
A. baumannii tém sido pouco explorados, e menos ainda é sabido sobre o efeito da FIpC
nestas estruturas. Neste sentido, a secdo experimental desta pesquisa se propde a
avaliar o efeito deste metabolito secundario produzido por P. aeruginosa cepa LV frente

ao biofilme de isolados clinicos XDR de A. baumannii, a fim de superar esta lacuna.
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APENDICE A

Tabela Suplementar 1 — Compéndio da sensibilidade in vitro de microrganismos frente
a fluopsina C descritos na literatura. Os dados reportados encontram-se organizados
cronologicamente e categoricamente agrupados como bactérias Gram-positivas (roxo),
bactérias Gram-negativas (vermelho), bactérias com paredes celulares atipicas

(amarelo), fungos (verde), oomicetos (azul) e algas (cinza).

Microrganismo CIM Método e
(ug/mL) Referéncia
Bacillus subtilis PCI 219 0,09
Clostridium tetani 1,56
Clostridium welchii 3,12
Corynebacterium diphtheriae P.W.N°.8 1,56
Diplococcus pneumoniae 0,78
Staphylococcus aureus FDA 209P; Terashima; Smith; 009
R-1°; e R-1¢ '
Streptococcus hemolyticus 0,78
Bordetella pertussis Tohama 0,19
Escherichia coli NIHJ 1,56
Klebsiella pneumoniae 3,12
Neisseria gonorrhoeae 0,19
Neisseria meningitidis group A 13077 0,19
Neisseria meningitidis group B 13090 0,19
Proteus vulgaris 0,19
Pseudomonas aeruginosa 1095 12,5 Diluicéo serial (CP)
Salmonella typhosa T-58 0,39 (EGAWA et al., 1970)
Shigella dysenteriae 0,78
Shigella flexneri 2a 0,78
Mycobacterium tuberculosis Hz7Rv 3,12
Aspergillus niger 25,0
Candida albicans 3,12
Epidermophyton floccosum 3,12
Hansenula anomala 1,56
Microsporum canis 6,25
Penicillium notatum 50,0
Saccharomyces cerevisiae 0,78
Torula utilis 3,12
Trichophyton concentricum 6,25
Trichophyton mentagrophytes 6,25
Trichophyton rubrum 3,12
Willia anomala 3,12
Bacillus subtilis 10707 0,16
Staphylococcus aureus ATCC 6538 0,16
Streptococcus faecalis ATCC 10541 0,65
Escherichia coli ATCC 26; e MDR 0,65 Agar diluicéo (CP)
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 0,65 (ITOH; INUZUKA;
Proteus vulgaris ATCC 6897 0,16 SUZUKI, 1970)
Pseudomonas aeruginosa BMH 1 >83
Salmonella typhosa ATCC 9992 0,65
Shigella sonnei ATCC 9290 0,65
Bacillus anthracis 2 0,39
Bacillus subtilis ATCC 6633 1,56 N&o descrito (CP)
Diplococcus pneumoniae 1 1,56 (OTSUKA et al., 1972)

Sarcina lutea PCI 1001 0,78
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Staphylococcus aureus FDA 209P 0,78
Streptococcus faecalis 5 3,12
Streptococcus haemolyticus 693 1,56
Bordetella pertussis T 0,195
Corynebacterium diphtheriae 90 0,195
Escherichia coli B 1,56
Escherichia coli K-12 3,12
Klebsiella pneumoniae K-1 3,12
Proteus vulgaris X-19 3,12
Pseudomonas aeruginosa 35 50,0
Salmonella typhosa 378 1,56
Shigella flexneri 3a 3196 1,56
Mycobacterium phlei 607 0,78
Aspergillus niger N-1 6,25
Candida albicans YU-1200 3,12
Staphylococcus aureus 1,0-2,0
Pseudomonas syringae var. syringae 2,0-3,0
Aspergillus fumigatus 15,0 - 20,0
Bipolaris sorokiniana 0,4-0,6
Candida albicans 30-4,0 Microdiluicdo em caldo
Fusarium culmorum 50-6,0 (CP)
Fusarium oxysporum 4,0-5,0
Heterobasidion annosum 0,1-0,2 (HEDMAN et al,, 2004)
Microsporum canis 0,8-1,0
Sclerotinia sclerotiorum 6,0-7,0
Pythium ultimum 0,1-0,2
Scenedesmus quadricauda 0,8-10
Microdiluicdo em caldo de
Xanthomonas citri subsp. citri 306 19,53 F3 (CSP)
(OLIVEIRA et al., 2011)
Microdiluicdo em caldo de
Staphylococcus aureus N315; e BEC9393 125,0 F3d (CSP)
(CARDOZO et al., 2013)
Microdiluicdo em caldo de
) ) F3 (CSP)
Xanthomonas arboricola pv. pruni 50,0 (VASCONCELLOS et al.,
2014)
Microdiluicdo em caldo de
Xanthomonas citri subsp. citri 306 6,25 F3d (CSP)
(OLIVEIRA et al., 2016)
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 1,95 Microdiluicdo em caldo
. . (CP)
Klebsiella pneumoniae KPC3 3,90 (KERBAUY et al., 2016)
Acinetobacter baumannii blaoxa-23; blaoxass; blaoxa-72; 78 Microdiluigdo em caldo de
blaoxa-143; blaoxa-231 ' F3d (CSP)
Acinetobacter baumannii Ac S171/5 3,9 (GIONCO, 2016)
Microdiluicdo em caldo de
Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum 7,81 F4A (CSP)
(MUNHOZ et al., 2017)
Enterococcus faecium ATCC 6569; e VRE-170 1,0
Staphylococcus aureus BEC9393 1,0 Microdiluicdo em caldo
Staphylococcus aureus N315 0,5 (CP)
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 1,0 (NAVARRO et al., 2019)
Klebsiella pneumoniae CRE kpnl19 2,0

1(CP) Composto puro; 2(CSP) Composto semi-purificado.
Fonte: o préprio autor.
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Abstract

The antimicrobial resistance in Acinetobacter baumannii is increasing rapidly, and isolates
resistant to all commercial antibiotics are reported around the world. Biofilm production in this
species enhances the adhesion and persistence in many types of surfaces, as well as its
pathogenicity. Moreover, biofilms also provide a physical barrier to the action of antimicrobials
and disinfectants. All of these characteristics culminated in the classification of A. baumannii
as the priority pathogen of the World Health Organization to development of new
antimicrobials. However, microbial metabolites have been poorly explored in this context,
especially in targeting efficiently both sessile and planktonic cells. Fluopsin C (FIpC) is an
organocupric compound with low-molecular-weight produced by few species of Pseudomonas
and Streptomyces secondary metabolism and presents a broad spectrum of antimicrobial
activity against Gram-positive and Gram-negative bacteria, including multidrug-resistant
strains. In this study, we investigate antibiofilm activity of FIpC in established biofilms of
extensively drug-resistant (XDR) A. baumannii and also the effects of its combination with
polymyxin B (PolB) in planktonic cells. The minimum inhibitory concentration (MIC) of FIpC
on XDR A. baumannii was 3.5 pg mL™ for all isolates tested. When combined FlpC with PolB,
an additive effect was observed, increasing the susceptibility of tested bacteria to both
antibiotics. Established biofilms were highly affected by 24 h FlpC exposure, which has
removed 95.25% of the biofilm biomass with 7.0 ug mL™, following by 95.10% with 3.5 ug
mL, in CI 230. Additionally, in 3,5 pg mL™, we observed reductions in viable cells number
and the dispersion of the biofilm matrix of CI 230. Obtained data enforces the hypothesis that
FIpC is a promissory compound with antimicrobial and antibiofilm activity against XDR A.
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baumannii strains, and could help in the future, in new drug development or disinfectant agents,
to enhance the removal of pathogens on surfaces.

1 Introduction

Acinetobacter baumannii represents one of the most threatening pathogenic bacteria worldwide
nowadays. These Gram-negative coccobacilli are highly related to healthcare-associated
infections, especially in high-risk settings, such as intensive care units, which in many hospitals
have become endemic in these environments (Lin and Lan, 2014; Sultan and Seliem, 2018).

Its large repertoire of intrinsic resistance to antimicrobials, the capacity to thrive under
unfavorable environmental conditions, and to form biofilms are some of the factors related to
the success of this pathogen in hospital settings (Lin and Lan, 2014; Valencia-Martin et al.,
2019).

Biofilm formation is an important factor regarding A. baumannii infections and antimicrobial
resistance, once it increases its attachment and survival on multiple types of surfaces, enhancing
its survival and spread, while protects sessile cells from inhibitory agents as disinfectants and
antimicrobials by a physical barrier establishment (Greene et al., 2016; Bardbari et al., 2018;
Rangel et al., 2020).

Additionally, carbapenem-resistant (CR) A. baumannii was elected by WHO in 2017 as the top
pathogen in the critical priority group for research and development of new antibiotics, once
only polymyxin B (PolB), colistin (polymyxin E), and tigecycline is seen to be effective against
these strains. However, polymyxins nephrotoxicity and rising resistance rates added to
tigecycline ambiguous activity compromises clinical outcomes (Kim et al., 2014; Garnacho-
Montero and Timsit, 2019). In this alarming context, where commercial antimicrobials are no
longer effective, the development of new antibiotics and antibiofilm agents derived from natural
products is a very suitable and necessary approach.

Fluopsin C (FIpC) (also referred to as YC 73) corresponds chemically to bis(N-
methylthioformohydroxamato)Cu(ll) and is a low-molecular-weight secondary metabolite
produced by Pseudomonas spp. and Streptomyces sp. (Egawa et al., 1970; Otsuka et al., 1972;
Kakkar, Dua, and Gahlot, 2007; Pistori et al., 2018).

Its biosynthesis is triggered as a bioremediation response to high levels of intracellular cupric
ions (Gionco et al., 2017) in which these ions are complexed to thioformin siderophore
molecules (Leong and Bell, 1978; Kakkar, Dua, and Gahlot, 2007), resulting in an
organometallic complex that features great antimicrobial and antitumoral activities (Otsuka et
al., 1972; Ma et al., 2013; Navarro et al., 2019).

This compound can be purified from microbial cultures supernatant as thin dark-green-
brownish prismatic crystals (Egawa et al., 1970; Shirahata et al., 1970) and bioprospecting of
FIpC-producing Pseudomonas aeruginosa LV strain in 2004 (Rampazo, 2004) enabled our
group to conduct several investigations regarding its antimicrobial activity in the past 17 years.

To date, we demonstrated the efficacy of the metabolite against important human pathogens,
such as KPC-producing Klebsiella pneumoniae strains (Kerbauy et al., 2016), CR A. baumannii
(Gionco, 2016), methicillin-resistant Staphylococcus aureus (Cardozo et al., 2013), and
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vancomyecin-resistant Enterococcus faecium (Navarro et al., 2019; 2020). Nevertheless,
antibiofilm properties of the compound are still poorly investigated, and therefore, understood.

In this research we propose the examination of antibiofilm property of FIpC in established
biofilms of XDR clinical isolates (Cls) of A. baumannii as a removal agent, its effect on sessile
cells viability, and its interaction with PolB against planktonic cells.

2 Methods
2.1  Microorganisms

Six A. baumannii, recovered from the tracheal secretion of inpatients of public southern
Brazilian tertiary hospital belonging to the State University of Londrina in 2019 (Londrina,
Paran4, Brazil), and the reference strain A. baumannii ATCC® 19606™ were stored in tryptic
soy broth (TSB) (Merck, Germany) plus 40% (v/v) glycerol at -20 °C. These strains were
selected according to their resistance profiles

FIpC-producer P. aeruginosa LV strain was isolated from old leaf lesions of orange tree (Citrus
sinensis cv. Valencia) with citrus canker disease caused by Xanthomonas axonopodis pv. citri
at Astorga city, Parana, Brazil (Rampazo, 2004) (GenBank n°® CP058323). LV strain was
maintained on nutrient broth (NB) plus 0.1 (w/v) CuCl,-2H20 and 40% (v/v) glycerol at -20
°C.

2.2  Antimicrobial susceptibility testing of clinical isolates

Antimicrobial susceptibility profiles of A. baumannii clinical isolates (Cls) were determined by
Vitek® 2 Compact (bioMérieux, France) automatized system for the antimicrobials: amikacin,
gentamicin, ampicillin-sulbactam, ceftazidime, ceftriaxone, cefepime, imipenem, meropenem,
piperacillin-tazobactam, ciprofloxacin, and colistin. Disk diffusion assays were performed for
amikacin, gentamicin, levofloxacin, trimethoprim-sulfamethoxazole, and tetracycline. PolB
and tigecycline susceptibility was evaluated through the broth microdilution method. The
results were interpreted accordingly to the Clinical and Laboratory Standards Institute cut-off
values (CLSI, 2020), and based on the resistance profiles, the clinical isolates were classified
as proposed by Magiorakos et al., 2011.

2.3 Fluopsin C production and extraction from the supernatant

FIpC production process followed the established patented procedure PI0803350-1 (Andrade,
2008) with the modifications proposed by Bedoya et al. (2019). From stock cultures, P.
aeruginosa LV strain cells were cultivated twice in nutrient agar plus copper chloride at
formulation (in g L™): peptone 5.0; meat extract 3.0; copper chloride (CuClz-2H20) 0.1; and
agar 15.0 (final pH adjusted to 7.0 £ 0.2), at 28 °C during 48 h and 24 h, respectively.

Isolated LV colonies were resuspended into sterile 0.85% (w/v) NaCl solution and cell density
was adjusted to optical density (O.D.seonm = 0.09; equivalent to 108 colony-forming units [CFU]
mL1). Erlenmeyer flasks of 500 mL containing 100 mL of NB plus copper chloride, formulated
as (in g L™): peptone 2.0; meat extract 1.2; and CuClz-2H20 0.03 (final pH adjusted to 6.8 +
0.2), were inoculated with 10% (v/v) of the adjusted cellular suspension and incubated for 8
days at 28 °C and 170 rpm in Lab Companion 1S-971 (Jeio Tech, Korea) orbital shaker.
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LV cultures were centrifugated at 9000 rpm and 4 °C for 15 min, and the free-cell supernatants
were acidified to pH 4.0 with HCI solution (1 M), being subjected again to centrifugation at the
same conditions. Acidified cell-free supernatant was dried for 48 h at 60 °C. Dried extracts
were submitted to liquid-liquid extraction using dichloromethane at 1:2 (v/v) proportion and
the process was repeated three times. Dichloromethane phase (DP) was collected and
concentrated in rotary evaporator Rotavapor R-215 (Biichi, Switzerland).

2.4 Fluopsin C purification by flash chromatography

FIpC was purified from DP through two sequential procedures of flash chromatography (FC),
both using 10 mm diameter glass columns filled with 15 cm of silica gel 60 (0.040-0.063
mm/230-400 mesh ASTM) (Macherey-Nagel, Germany) slurry packed with n-hexane. In the
first FC, the mobile phase was composed of (v/v): dichloromethane: ethyl acetate (95:5) and,
in the second FC dichloromethane: ethyl ether (90:10).

Fractions of approximately 1 mL were collected and submitted to thin-layer chromatography
(TLC) performed in Alugram Xtra SIL G/UV2s4 pre-coated sheets (0.20 mm silica gel 60 layer)
(Macherey-Nagel, Germany) using a mixture of (v/v) cyclohexane: chloroform: methanol
(45:45:10) as mobile phase. Chromatograms spots were observed on UV 254 and 366 nm and
purest fractions of the compound were combined, characterized by high-performance liquid
chromatography (HPLC), and used as the standard antimicrobial.

2.5  Fluopsin C characterization by HPLC

Purified FIpC was characterized by HPLC using Agilent 1260 Infinity (Agilent ChemStation
software, Agilent Technologies, USA) with an adapted method from Bedoya et al. (2019). The
analysis was carried using the C18 reverse-phase column Zorbax 300SB-C18 (5 um x 4.6 mm
x 250 mm) (Agilent Technologies, USA) and a gradient system of acidified ultrapure water (1%
v/v of acetic acid) (A) to acetonitrile (B) at the flow rate of 1 mL min* under the conditions
(%): (A) 99:01 (B) to (A) 85:15 (B), during 2 min.; to (A) 17:83 (B) during 20 min.; and
returning to (A) 99:01 (B) during 2 min, and staying in this condition for 3 min (run total time
equal to 27 min).

FIpC samples were prepared by diluting 1 mg of the compound in 1 mL of acetonitrile,
following the solution was filtered in 0.22 um membrane (20 mm diameter filter) (Macherey-
Nagel). 10 pL of the sample was injected into the equipment, and the presence of FIpC was
monitored in 262 nm wavelength and an averaged retention time of 14 min.

2.6 Screening for fluopsin C susceptibility by agar diffusion method

Disk diffusion assay was performed accordingly to CLSI guidelines (CLSI, 2018). Briefly, 18
h growth colonies in Mueller-Hinton agar (MHA) (Acumedia, USA) of A. baumannii were
resuspended in sterile saline solution and adjusted to 0.5 McFarland (108 CFU mL™), then the
suspensions were inoculated onto MHA plates through streaking with sterile cotton swabs.
Paper disks (6 mm) (Laborclin, Brazil) were impregnated with FIpC diluted in 100% dimethyl
sulfoxide (DMSO) (Neon, Brazil) at a concentration of 10 g disk™. Negative controls consisted
of 10 pL disk™ of solely DMSO. The plates were incubated for 24 h at 37 °C, and the
antimicrobial activity of the compound was evaluated by measuring inhibition zone diameters
(mm) formed around the disks. The test was performed twice with independent cultures and the
result was averaged.
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2.7  Determination of the minimum inhibitory concentrations (MICs)

MICs of FIpC to A. baumannii Cls and ATCC 19606 were determined following CLSI
guidelines for broth microdilution method (CLSI, 2012). The tests were performed into sterile
flat-bottomed polystyrene 96-well plates (Sorfa Life Science Research co., China). FIpC was
first diluted into 100% DMSO, following by two-fold dilution in the test concentrations range
0f 56 t0 0.11 pg mL in cation-adjusted Mueller-Hinton broth (CAMHB) (Neogen, USA). Final
concentrations of DMSO incorporate into the dilution were between 1.12 to 0.002% (v/v).
Bacterial inoculum was based on 24 h grown cells at 37 °C in MHA resuspended in sterile
saline solution and adjusted to reach 10° CFU mL™ in each well. CAMHB alone or inoculated
with the microorganisms were considered the controls of media sterility and positive growth,
respectively.

After 20 h of incubation at 37 °C, 20 pL of 1% (w/v) 2,3,5-triphenyl-2H-tetrazolium chloride
(TTC) (Sigma-Aldrich, USA) was added to each well following an additional incubation for 30
min at 37 °C. Afterward, TTC evidenced the presence of bacterial metabolic activity, turning
media in the wells with viable cells to red. MICs were determined as the lowest concentrations
of FIpC that completely inhibit the visual growth of the tested bacteria. The test was performed
twice with independent cultures.

2.8 Synergism assay by the microdilution checkerboard method

To evaluate the effects of combining FIpC with the commercial antimicrobial PolB, the
checkerboard method was performed. Both antimicrobials were first diluted in CAMHB. FIpC
solution was two-fold diluted to concentrations ranging from 14 to 0.109 pug mL™ directly on
96-well plates, in contrast, PolB sulfate 500.000 IU (Eurofarma, Brazil) was diluted two-fold
separately, to the concentrations range from 32 to 0.5 ug mL™, then was transferred to the
respective wells.

Inoculum for the test was based on the final cellular density of 10° CFU mL™* per well and was
prepared identically to inoculum for MICs. CAMHB inoculated with bacteria or alone were
considered the growth control and sterility control, respectively. Plates were incubated for 20 h
at 37 °C, and TTC was used to access metabolic activity in the treatments as described above.

The fractional inhibitory concentration index (FICI) was calculated and interpreted as
recommended by Sopirala et al. (2010) as represented in Equation 1, being the sum of the
fractional inhibitory concentrations (FIC) of FIpC and PolB (Equations 2 and 3, respectively).

(Eq. 1) FICI = FICfluopsinC + FICpolymyxinB

4

MIC of fluopsin C in combination
Eq.2) FI me=(
( q ) Cfluopsm ¢ MIC of fluopsin C alone

’

__ (MIC of polymyxin B in combination
(Eq- 3) FICpolymyxinB - (

MIC of polymyxin B alone
FICIs had their effects categorized as synergy when FICI < 0.5; additivity when 0.5 < FICI <
1.0; no interaction when 1.0 < FICI < 4.0; and antagonism when FICI > 4.0. Tests were
performed twice using independent cultures.
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2.9  Biofilm formation and quantification assay by the crystal violet method

Biofilm formation capacity by A. baumannii Cls was examined through the adapted crystal
violet (CV) method from Stepanovic¢ et al. (2007). Briefly, 24 h growth colonies in MHA were
resuspended in 5 mL of TSB plus 1% (w/v) glucose (TSB-G) and incubated for 18 h at 37 °C.
The incubated cultures had their turbidity adjusted to 0.5 McFarland and then diluted 1:100 in
the same broth (cell density of ~10° CFU mL™). 200 pL of these cellular suspensions were
added to sterile flat-bottomed polystyrene 96-well plates (Sorfa Life Science Research co.,
China) and incubated aerobically for 24 h at 37 °C. Negative controls consisted of TSB-G-filled
wells and, to avoid edge effects, extremities wells were filled with sterile water (Wenderska et
al., 2011).

Subsequently to incubation, the wells had their broth aspired and washed three times with sterile
saline solution. Biofilms were allowed to dry at room temperature for 15 min and then were
fixed with 200 pL of 100% methanol for the same time. After methanol removal, the plates
were dried again at the same conditions, and biofilms were stained with 0.1% (w/v) aqueous
CV solution (Nuclear, Brazil) for 15 min. The excess of the stain was removed by three
washings with sterile saline solution, the wells were dried once more at the same conditions.
Finally, the CV was resolubilized with 200 puL of methanol and the O.D. was measured using
Asys UVM 340 scanning microplate reader (Biochrom, UK) in A = 570 nm. The tests were
performed in quintuplicate with three independent repetitions.

Cut-off values (ODc) were established from the negative controls accordingly to Stepanovi¢ et
al. (2007) and were expressed as the sum of the averaged O.D.s7onm Of the negative control with
three times its standard deviation (SD) (Equation 4).

(Eq. 4) ODc = averaged 0.D.570pm + (3 X SD)

Based on the amount of adherent biofilm formed in 24 h, the strains were classified as (1) no
biofilm producer when OD < ODc; (2) weak biofilm producer when ODc < OD < 2xODc; (3)
moderate biofilm producers when 2xODc < OD < 4xODc; and (4) strong biofilm producer
when OD > 4x0ODc.

2.10 Biofilm removal assay

The capacity of FIpC to remove established biofilms was examined through biofilm removal
assays adapted from Bardbari et al. (2018). In these experiments, A. baumannii Cls and the
reference strain were allowed to form biofilms as described before. Broths were aspired and the
wells were washed three times with 200 pL of sterile saline solution, followed by drying at
room temperature for 15 min.

FIpC was serially two-fold diluted in TSB-G, achieving concentrations ranging from 56 to 3.5
ug mL?, and 200 pL of the antimicrobial-containing broth was added to the wells. Treated
biofilm plates were aerobically incubated for 24 h at 37 °C. For all assays, FIpC-free wells
(untreated) and biofilm-free wells (negative control [nc]) were included as controls. After the
incubation, biofilms were processed and stained as described before and the percentage of
biofilm removed after exposure to different concentrations of FIpC was calculated accordingly
to Pitts et al. (2003) (Equation 5). The tests were performed three times with independent
cultures and the results were averaged.
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(ODuntreated — 0Dnc) — (ODtreatment — ODnc)
(ODuntreated — ODnc)

(Eq. 5) Biofilm removal (%) = ( ) * 100

2.11  Biofilm cells viability after exposure to fluopsin C

Biofilm viability was examined through BacLight LIVE/DEAD bacterial viability kit L7012
(Invitrogen, USA) staining. The inoculum of A. baumannii Cl 230 was obtained equally to
previous biofilm experiments. 2 mL of the inoculated TSB-G (~10° CFU mL™) were added to
sterile flat-bottomed polystyrene 12-well plates (Kasvi, Brazil), and squared-glass coverslips
22x22 mm, previously sterilized and maintained during 24 h into 1% (v/v) acetic acid solution,
were aseptically positioned in a right angle regarding the base of the wells. The plates were
aerobically incubated for 24 h at 37 °C.

After the incubation, biofilms were formed both in wells and in the glass coverslip. Planktonic
cells were removed by three times washing with sterile saline solution and then 2 mL of TSB-
G containing 3.5 ug mL™ of FIpC (MIC concentration) was added to the wells and plates were
subjected to an additional incubation for 24 h at 37 °C. Controls were based on the addition of
TSB-G without FlpC.

Glass coverslips containing biofilms were washed three times with sterile saline solution and
dried at room temperature for 10 min. Sessile cells were submitted to LIVE/DEAD staining
with a 1:1 (v/v) mixture of SYTO 9 (3.34 mM) and propidium iodide (20 mM) into sterile saline
solution, which was further applied to biofilms and incubated in the dark for 15 min. Glass
coverslips were then coupled to glass slides, being properly disinfected at the outer extremity,
and immediately observed at Axio Imager Al microscope (Zeiss, Germany) using
excitation/emission wavelengths of 480/500 nm (SYTO 9) and 490/635 nm (propidium iodide).

2.12  Statistical analysis

The results were averaged and presented its standard deviation. Biofilm removal assays were
analyzed through one-way ANOVA and Tukey's multiple comparison test to investigate
differences in all the treatments for each bacterium, and also, to detect differences of the
different bacteria response to each concentration of FIpC. All analyses were performed using
Minitab® 19 software (Minitab, LCC, USA) considering p<0.05 as a significant difference.

3 Results
3.1  Characterization of purified fluopsin C

FIpC purified from the FD supernatant extract through FC were morphologically characterized
as dark-green thin prismatic crystals formed after complete solvent evaporation (Figure 1).
HPLC chromatogram analysis defined the purity of the obtained solids as 90.45% at 262 nm,
and FIpC presented a retention time of 14.3 min (Figure 2). The purified and characterized
compound was used in all the following experiments.
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Figure 1 - Dark-green thin prismatic crystals c')f:fuopsin C purified from Pseudomonas
aeruginosa LV strain supernatant by two sequential flash chromatography processes.

mAU J

14-300

12003
1000
8003

500

400

200
04%

SR
$||‘|10‘|‘|1|5‘|‘|2|0‘ ‘I2|5‘mim.
Figure 2 - Purified fluopsin C solids chromatogram at 262 nm wavelength using a C18 (5 um
x 4.6 mm x 250 mm) column washed with a gradient system of acidified ultrapure water (1%
v/v acetic acid) to acetonitrile. Fluopsin C molecule was detected at 14.3 min. and indicated a

high purity level (90.45%).
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3.2 Screening for fluopsin C susceptibility among A. baumannii clinical isolates

All Cls examined in this study were classified as extensively drug-resistant (XDR) accordingly
to Magiorakos et al. (2011) criteria as non-susceptible to one or more antimicrobial agents in
all but one or two categories. A full description of resistance profiles and the FIpC susceptibility
is presented in Table 1.

The antimicrobial effect of FIpC screened by disk diffusion assay revealed the susceptibility of
all strains to the natural compound (Figure 3). At 10 pg disk™* concentration, FIpC promoted
growth inhibition zones ranging from 16.5 + 0.71 mm (CI 226) to 22.3 £ 0.58 mm (ATCC
19606) (Table 1). DMSO disks (control) did not promote any inhibitory effect against the tested
bacteria.

Notably, MICs determined for all six Cls were equal to 3.5 pg mL™ but differed from for the
minimal concentration needed to inhibit the growth of the reference strain ATCC 19606
(considered an overall more susceptible strain) which was equal to 1.75 pg mL™ (Table 1).
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Inhibition zones  MIC FIpC

ID Phenotypic resistance profile? FIpC (mm) (g mL)
oz AUKCENTMNENCE I wsson s
e QA P N e m0sia s
Cl 226 AMK, 'P'(\:"F'{g",ES'\;'(’T?'PPMTBZP’ CAZ, 16.5+0.71 35
cmr KENENCE LR sson o
1m0 NS OV rseass 3
eSS R 0eie 35
lAgzggTi - 22.3+0.58 1.75

Table 1 - Antimicrobial susceptibility profiles of Acinetobacter baumannii for commercially
available antimicrobials and fluopsin C. Antimicrobial effect of fluopsin C was determined
through the inhibitory zones (mm) obtained by disk diffusion method (10 pg disk™) and MICs
(ug mL™Y) by broth microdilution method.

1(I) Amikacin = AMK, Gentamicin = GEN (aminoglycosides); (I1) Imipenem = IPM, Meropenem = MPM
(antipseudomonal carbapenems); (I1l) Ciprofloxacin = CIP, Levofloxacin = LVX (antipseudomonal
fluoroguinolones); (IV) Piperacillin-tazobactam = TZP (antipseudomonal penicillins + B-lactamase inhibitors);
(V) Ceftriaxone = CRO; Ceftazidime = CAZ, Cefepime = FEP (extended-spectrum cephalosporins); (V1)
Trimethoprim-sulphamethoxazole = SXT (folate pathway inhibitors); (VII) Ampicillin-sulbactam = SAM
(Penicillins + B-lactamase inhibitors); (VI111) Colistin = CST, Polymyxin B = PMB (polymyxins); (IX) Tetracycline
=TET (tetracyclines).

Figure 3 - Screening for fluopsin C susceptibility of Acinetobacter baumannii clinical isolates
and the reference strain ATCC 19606 by disk diffusion method. The disks on the right were
impregnated with 10 pg of fluopsin C in DMSQO, and disks on the left were impregnated with
10 pL of DMSO. (A) ATCC 19606; (B) CI 223; (C) CI 224; (D) CI 226; (E) CI 227; (F) CI
230; (G) CI 232.
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3.3  Evaluation of combinatory effects of fluopsin C with polymyxin B

Drug combination assays performed with the natural antimicrobial FIpC and the commercial
antimicrobial PolB determined a major additive interaction type between the compounds (Table
2). The concentration required to inhibit bacterial growth in the combination was two-fold lower
for FIpC in all tests (1.75 pg mL™Y). In combination with the natural compound, PolB decreased
dramatically its concentration, even for the most resistant isolate, reaching a MIC in the
combination of 1 pug mL™ to all tested strains, indicating a fold-decrease ranging from 2-32.

Strain MIC FIpC (ugmL')  MIC PolB (ug mL™?) FICl Interaction
Alone  Combined  Alone  Combined type

Cl 223 3.5 1.75 2 (S) 1(S) 1.00 Additive

Cl 226 35 1.75 8 (R) 1(S) 0.62 Additive

Cl 227 3.5 1.75 32 (R) 1(S) 0.53 Additive

Cl 230 3.5 1.75 4 (R) 1(S) 0.75 Additive

Table 2 - Effect of fluopsin C in combination with polymyxin B on planktonic cells of
Acinetobacter baumannii clinical isolates. Polymyxin B susceptibility profiles are represented
as resistant (R) and sensitive (S).

3.4  Characterization of biofilm formation capacities by A. baumannii strains

To characterize the capacity of the tested A. baumannii strains to produce adherent biofilms in
polystyrene surfaces, sessile cells were stained with CV after 24 h incubation at 37 °C.

The results revealed that ATCC 19606, Cl 232, and CI 224 strains are weak biofilm producers,
while CI 223, CI 226, Cl 227, and CI 230 strains are moderate-biofilm producers (Table 3).
None of the evaluated strains were classified as strong biofilm producers.

ID ODs70nm Coefficient of variation (%) Biofilm production

Control 0.160 = 0.020 12.26 -

Cl 223 0.579 £ 0.033 05.77 Moderate

Cl 224 0.294 + 0.083 28.35 Weak

Cl 226 0.557 £0.079 14.18 Moderate

Cl 227 0.690 + 0.063 09.20 Moderate

Cl 230 0.605 +0.074 12.31 Moderate

Cl 232 0.231 +0.025 10.85 Weak
ATCC 19606  0.201 +0.016 08.21 Weak

Table 3 - Characterization of biofilm production by Acinetobacter baumannii clinical isolates
and the reference strain ATCC 19606 on polystyrene surface. Biofilms were produced over 24
h at 37 °C in sterile flat-bottomed 96-well polystyrene plates and stained with 0.1% (w/v) crystal
violet aqueous solution. The stain was resolubilized in methanol and measured at 570 nm
wavelength.

3.5  Established biofilms removal assay
Two moderate biofilm producers A. baumannii Cls (226 and 230) were selected to examine

established biofilm removal effects of FIpC. Results revealed that in all concentrations tested
the compound promoted a biofilm biomass removal activity higher than 70% (Figure 4).
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ATCC 19606 biofilms were eradicated in all, but 56.0 ug mL™* concentration (88.59% removal).
A similar effect was also observed in Cls, whereas increases in concentration did not culminate
in increased biofilm removal. ANOVA indicated that the average inhibition obtained in the
reference strain was not significantly different between most of the treatments (p>0.05).

Higher removal of Cls biofilms occurred in 7.0 ug mL™* (2xMIC), for both 226 (86.64%) and
230 (95.25%), followed by 3.5 pg mL* (Equal to MIC) (85.88% inhibition in ClI 226 and
95.10% in CI 230). These results support that low concentrations of FIpC can remove the
majority of 24 h-formed biofilms of tested bacteria.

In all treatments (capital letters), the response of Cl 226 was not significantly different (p>0.05),
and in CI 230, 3.5 and 7.0 ug mL™ differed from the other treatments (p<0.05), being the higher
biofilm inhibitions obtained in this study.

Considering a concentration-dependent response (lowercase letters), 3.5 pg mL™ promoted
inhibition was higher in ATCC 19606, but not differed between Cls. The same was observed
in 14.0 and 28.0 pug mL?%; 7.0 pg mL* differed within ATCC 19606 and 226; and finally, 56.0
ug mL™ response was equal to all the bacteria.

150 -+ 03.5 uyg mL™?
AAEC B7.0 ug mL™
T C 214 Lt
120 {4 @ ABBC ~ “gm_
@ a A A m28 pg mL™
D) | b a g B g W56 pg mL
S 90 - 0 HEEEE "
3 e
2
£
= 60 -
S
o]
30 ~
0
ATCC 19606 Cl 226 Cl 230

Figure 4 - Effect of different concentrations of fluopsin C on established biofilms of ATCC
19606 (weak biofilm producer) and the clinical isolates 226 and 230 (moderate biofilm
producers) after 24 h of exposure. Capital letters indicate significant differences between
treatments in the same bacteria and lowercase letters indicate significant differences between
the same treatment concentration in different bacteria, both considering p<0.05 as significant
in Tukey multiple comparison test.

3.6 Effect of fluopsin C on biofilm viability
Since removing biofilms (i.e., reduce biofilm biomass) and killing its cells are different

outcomes, 24 h-established biofilms of Cl 230 were treated with 3.5 ug mL* of FIpC during 24
h, and then stained with SYTO 9 and propidium iodide (BacLight live/dead stain). The first can
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stain all cells exposed to it, however, propidium iodide penetrates only in cells with damaged
membranes and also can promote SYTO 9 reduction, resulting in red fluorescent coloration for
cells with damaged membranes, and green fluorescent to viable cells with intact membranes.

In this experiment, a strong reduction in cell viability was observed when comparing the
treatment (Figure 5B) and untreated biofilms (Figure 5A). A little number of viable cells are
observed in the biofilms after treatment with the antimicrobial, and the structure seems to be a
lot more disperse.

: 200 ym
Figure 5 — Effect of exposure of Acinetobacter baumannii Cl 230 24-h biofilm to fluopsin C.
Fluorescence microscopy of (A) Biofilm not exposed to fluopsin C (Control) and (B) biofilm
exposed to MIC (3.5 pg mL™1) for 24 hours. Biofilm was formed on glass-coverslips and stained
with BacLight live/dead bacterial viability kit. Green fluorescent cells (SYTO 9 stain) represent
cells without membrane damages, while red fluorescent cells (propidium iodide stain) represent
damaged membrane bacterial cells.

4 Discussion

The intrinsic resistance profiles of A. baumannii reduces the number of possibilities in antibiotic
therapy. Added to antimicrobial resistance development and protective mechanisms, such as
biofilm formation, very few options for treating infections and avoid bacteria spread are
available and effective.

Carbapenem-based therapy is the first line for treatment of MDR A. baumannii infections,
however, CR strains have been considerably increasing in the past years, leaving polymyxins
B and E (colistin), and tigecycline as last resort therapeutical options (Kim et al., 2014;
Garnacho-Montero and Timsit, 2019). Crucially, emerging resistance to these compounds, the
nephrotoxicity promoted by the polymyxins, and lack of evidence of tigecycline effectiveness
jeopardize clinical outcomes. In this scenario, is possible to propose that some emerging A.
baumannii strains are resistant to all available antimicrobials (pan drug-resistant) (Lenhard et
al., 2017).

Prior studies of our group have indicated in vitro efficiency of the secondary metabolite FIpC,
purified from P. aeruginosa LV strain supernatant, against both Gram-negative and Gram-
positive human pathogens such KPC-producing K. pneumoniae kpn-19 (MIC = 2.0 ug mL™),
methicillin-resistant S. aureus N315 (MIC = 0.5 pg mL™), S. aureus BEC9393 (MIC = 1.0 ug
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mL?), and vancomycin-resistant E. faecium VRE-170 (MIC = 1.0 pg mL™), respectively
(Navarro et al., 2019; 2020).

In this study, we investigate the efficacy of FIpC against XDR A. baumannii planktonic and
sessile cells. MICs for planktonic cells were equal to 3.5 pg mL™ for all Cls, while for ATCC
19606 strain the MIC value of 1.75 pug mL* was identified. These results are in accordance with
Gionco (2016) that evidenced MICs of 7.8 pg mL™ for CR A. baumannii (blaoxa-23; blaoxa-ss;
blaoxa-72; blaoxa-143; blaoxa-231) and 3.9 pug mL™ to the more susceptible strain Ac S171/5 using
the F3d fraction, a semi-purified fraction obtained through vacuum liquid chromatography
(VLC) and composed by approximately 30% FIpC (Oliveira et al., 2016).

Gionco (2016) also describes a synergistic effect between F3d associated with PolB to all tested
strains, even those resistant to PolB. Although the combination of FIpC and PolB resulted in an
additive antibacterial effect, at least a two-fold decrease in PolB MIC value was observed for
A. baumannii in the present study. Also, we highlight that concentration required for PolB
effectiveness was lower when combined with FIpC what can indicate a potential effective
combination regimen.

FIpC and PolB act on bacterial membranes (Navarro et al., 2020; Trimble et al., 2016), and is
possible that the common targets explain the additive effect observed. In contrast, F3d is a semi-
purified fraction and contains other molecules produced by the LV strain. We hypothesize that
the presence of these compounds may be responsible for the synergistic effect, once they could
enhance antibacterial activity, by acting on multiple targets. In this sense, we believe that
combining FlpC with antibiotics that act on different bacterial structures (or processes) than the
membranes, could provide combinations regimens that present synergistic effects.

Regarding natural products used in experimental screenings for antibiofilm activity against A.
baumannii strains, we highlight that they are often related to plant-derived compounds, as
myrtenol (Selvaraj et al., 2020), methanolic extract of Actinidia deliciosa (Tiwari et al., 2017),
Mentha pulegium L essential oil (Tutar et al., 2016) and cinnamaldehyde (Mohamed et al.,
2018).

Antimicrobial peptides (AMPs) derived from animals have also been reported as promisor
antibiofilm agents against A. baumannii, as melittin, a component of Apis mellifera venom
(Rangel et al., 2020), when combined with colistin (Bardbari et al., 2018); and Magainin 2, that
can be isolated from frog skin (Kim et al., 2018). Phage therapy strategies against biofilms are
also being evaluated in CR-strains (Vukotic et al., 2020).

The inhibitory effect of microbial metabolites against A. baumannii biofilms has been poorly
explored and even less is known about FIpC effects on these bacterial communities. Previous
studies of our group showed that a semi-purified fraction, obtained from the supernatant of P.
aeruginosa LV strain, containing FIpC, decreased the production of exopolysaccharides by the
phytopathogen Xanthomonas citri pv. citri 306 strain (Oliveira et al., 2011). Additionally, the
F3d fraction inhibited the biofilms of KPC-producing K. pneumoniae, decreasing the number
and viability of sessile cells, as well the presence of extracellular material, in addition to
prominent morphological changes (Kerbauy et al., 2016). Lastly, the same fraction also
inhibited established biofilms of vancomycin-resistant E. faecium isolates (Amichi, 2015).

Not only is effective against planktonic cells alone, or in combination with PolB, but here we
also examined the effects of the compound in established biofilms of XDR A. baumannii strains,
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in which the compound presented strong removal capacity (>70% in all treatments) while also
promoted cell-infeasibility at a concentration of 3.5 pug mL™, which happens to be the MIC for
the compound in planktonic cells. These results reinforce the potential of FIpC as an
antimicrobial and antibiofilm agent, once biofilms can enhance antibiotic resistance between
10-1000 folds (Reffuveille et al., 2014; Penesyan et al., 2019).

Studies with FIpC have suggested that this secondary metabolite is a great candidate for new
antimicrobial drug development, and progressively, its effectiveness against a large repertoire
of human and vegetal pathogens is being investigated.

5. Conclusions

FIpC demonstrated to be effective against planktonic cells of XDR A. baumannii Cls alone or
in combination with PolB, resulting in an additive effect that increases the pathogen
susceptibility to the commercial antimicrobial, even for the formerly resistant isolates with
higher MICs.

Established biofilms of XDR Cls of A. baumannii are also highly affected by FIpC exposure,
which promotes decreases in cell number and viability, additionally to structural dispersion at
low concentrations (MIC and 2xMIC).

Based on the experimental data and prior studies of our group, FIpC can be considered an
effective antimicrobial agent against XDR A. baumannii planktonic and biofilm cells, and we
consider the compound as a promising candidate for new drug development and also a
component of disinfectants agents to enhances the removal of pathogens from objects and
surfaces.
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Supplementary material

Table S1 - Numeric values obtained on biofilm removal assays in different concentrations of
fluopsin C (24 hours exposal) against the reference strain ATCC 19606 and XDR clinical
isolates 226 and 230 of Acinetobacter baumannii.

FIpC ATCC 19606 Cl 226 Cl1 230
(ugmLy 'NHIBITION — CV INHIBITION ~ CV | INHIBITION  CV
(%0) (%0) (%0) (%0) (%0) (%0)

35 17426 +17.60 1010 | 85.88+08.19  09.54 | 9510+01.44 0151

7.0 136.62+2856 2090 | 86.64+10.62 1225 | 9525+02.45  02.57

14.0 143.38 + 07.04 04.91 83.44 + 07.95 09.53 83.13 £ 03.90 04.69
28.0 117.32 +09.70 08.27 73.91+07.21 09.75 82.94 + 04.42 05.33
56.0 088.59 + 23.01 25.97 74.32 £13.39 18.02 82.14 + 03.68 04.48
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CONCLUSAO

A FlpC demonstrou ser efetiva contra células plancténicas de isolados
clinicos de A. baumannii XDR quando utilizada sozinha ou combinada PolB, com a
qual compartilha efeito aditivo, potencializando a suscetibilidade do patégeno ao
antimicrobiano comercial, mesmo frente aos isolados mais resistentes.

Biofilmes preestabelecidos das respectivas bactérias também foram
altamente afetados pela exposi¢cdo a FIpC, tendo grandes porcentagens de sua
biomassa removidas e reducdo da viabilidade das células remanescentes,
adicionalmente a dispersao da estrutura em concentracdes muito baixas do composto.

Baseado nos dados experimentais obtidos, a FIpC pode ser
considerada um potente agente antimicrobiano contra ambas as células plancténicas
e sésseis. NOs consideramos este composto como um candidato promissor ao
desenvolvimento de um novo farmaco antimicrobiano, e também, como componente
de formulacdes desinfetantes, potencializando a remocéo de patdégenos aderidos a

objetos e superficies.



