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NAVARRO, Miguel Octavio Péres. Avaliacdo citolégica e da atividade
antimicrobiana em camundongos do composto produzido por Pseudomonas
aeruginosa cepa LV sobre isolados clinicos multirresistentes. 2017. 111 p. Tese
(Doutorado em Microbiologia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

O surgimento de organismos multirresistentes (MR) aumenta mais rapido que o
desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos, causando uma crise na
saude publica mundial. Neste estudo o desenvolvimento de um composto
antimicrobiano foi realizado, avaliando o risco de resisténcia da molécula e o seu
potencial de ser um novo farmaco. Um composto organocuprico antibiotico (OAC) foi
avaliado contra isolados clinicos MR, in vitro e in vivo. OAC foi produzido em cultura
submersa de Pseudomonas aeruginosa cepa LV, purificado por cromatografia
liquida de absorcéo e identificado por analises espectrométricos A bioatividade, risco
de resisténcia, toxicidade e eficacia foram determinadas. OAC foi identificado como
fluopsina C com MIC’s e MBC’s <2 ug.mL-1e baixas frequéncias de resisténcia. Os
camundongos tratados com uma Unica dose de 2 mg.Kg™ e duas doses de 1 mg.Kg
! 8h™ de fluopsina C, apresentaram uma dose protetiva (DPsg) em 72 horas ap6s 0s
tratamentos. A substancia fluopsina C produziu alteracdes moderadas no figado,
porém nao apresentou nefrotoxicidade nos camundongos. Este novo estudos
fornecem resultados que possibilitam a ideia de continuar avaliando fluopsina C para
o desenvolvimento de um novo farmaco com atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Antibiotico. Fluopsina C. Organometalico. Resisténcia microbiana.



NAVARRO, Miguel Octavio Peres. Cytological evaluation and antimicrobial
activity in mice of the compound produced by Pseudomonas aeruginosa strain
LV on multiresistant clinical isolates. 2017. 111 p. Thesis (Doctorate in
Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

The emergence of multidrug-resistant (MDR) organisms increases faster than the
development of new antibiotic compounds, causing a global public health crisis. In
this study the development an antimicrobial products was carried out focusing on the
tests that determine the risk of resistance of molecules with potential to be a new
drug. An organometallic compound (OAC) was evaluated against MDR clinical
isolates, both in vitro and in vivo. OAC was produced in submerged culture y
Pseudomonas aeruginosa strain LV, purified by liquid absorption chromatography
and identified by spectrometric analysis. Bioactivity, risk of resistance, toxicity, and
efficacy were determined. The results presented MIC and MBC <2 pg.mL-1 and low
resistance frequencies. OAC was identified as fluopsin C with MIC’s and MBC’s <2
ug.mL-land low mutant frequencies. Mice treated with a single dose of 2 mg.kg *
and two doses of 1 mg.Kg*.8h™ of fluopsin C showed a DPs, at 72 hours post-
treatment. Fluopsin C causes moderate changes in the liver, but no nephrotoxicity in
the mice. These new studies with this old antibiotic molecule provide results that
enable the idea of continuing to evaluate fluopsin C for the development of a new
drug with antibiotic activity.

Keywords: Antibiotic. Fluopsin C. Organomethalic. Microbial resistance.
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INTRODUCAO

Os antimicrobianos sdo um grupo quimicamente heterogéneo de compostos
organicos que sdo deletérios para o crescimento ou atividade metabdlica de outros
microrganismos. A maioria dos antimicrobianos comerciais sdo derivados de
produtos do metabolismo de microrganismos que competem entre si no ambiente
em que vivem, inibindo o crescimento ou desenvolvimento uns dos outros
(NEWMAN; CRAGG, 2016). Nesse aspecto, bactérias ambientais sdo promissoras
na busca de novos antimicrobianos, jA que compostos isolados destas bactérias
apresentam diferentes mecanismos de acdo, como inibicdo da sintese proteica,
inibicdo de RNA polimerase e interferéncia na sintese da parede celular (KUMAR,;
DURAIPANDIYAN; IGNACIMUTHU, 2014). Na atualidade o uso de antibiéticos para
controle das infeccbes hospitalares contribui para melhorar a qualidade de vida das
pessoas. Porém, o aumento da populacdo, o incremento das infeccfes associadas
aos servicos de saude e a resisténcia aos antimicrobianos € um desafio para a
indastria farmacéutica.

A intensa pressao seletiva, o uso indiscriminado de antimicrobianos e as
praticas impréprias para controle de infec¢cdes causadas por bactérias, fungos e
virus, contribuem para a evolucdo e disseminacdo de organismos multirresistentes
(OMR). Os OMR desafiam até os medicamentos de Ultima geragdo, tornando-se
uma ameaca para o tratamento eficaz das infec¢cdes e uma questdo de seguranca
global (SPELLBERG, 2014; WHO, 2014).

A resisténcia aos antimicrobianos se tornou um sério problema de saude
publica. Mais de dois milhdes de infec¢gbes e 23 mil mortes foram causadas por OMR
apenas nos Estados Unidos (Centers for Disease Control and Preventions- CDC). O
controle destas infec¢cdes repercute na economia dos paises, sendo que nos
Estados Unidos e na Europa os custos de saude devido a multirresisténcia (MR)
excedem os US$20 bilhdes e 1,6 € bilhdes, respectivamente. Este elevado excesso
nos custos € justificado pelo uso de antimicrobianos de Ultima geracéo,
conseguentemente mais caros, além, de um aumento no periodo de hospitalizacédo
para pacientes com infec¢ces de dificil tratamento (ROBERTS et al., 2009; FAIR;
TOR, 2014). A situacdo é mais preocupante para o0 Brasil e paises da América
Latina, em geral, pois tém niveis mais elevados de resisténcia bacteriana nos grupos

patogénicos de maior importancia clinica, em comparacdo com a Europa e o0s
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Estados Unidos (MAGIORAKOS et al.,, 2012; LAXMINARAYAN et al., 2013). No
Brasil, por exemplo, OMR s&o responsaveis por mais de 20 mil mortes por ano
(WHO, 2014).

As infeccbes hospitalares causadas pelos OMR constituem um risco a saude
publica do mundo. Estima-se que mais de 70% dos isolados clinicos bacterianos
envolvidos nas Infeccbes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) séo
resistentes a pelo menos uma classe de antimicrobianos usados convencionalmente
na pratica clinica (WHO, 2014). Dentro dos OMR os patdgenos bacterianos de maior
importancia nas IRAS é o denominado grupo ESKAPE - Enterococcus faecium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter species - (RICE, 2008).

Dentro deste grupo, as estirpes que apresentam maiores riscos para as IRAS,
pelas crescentes taxas de resisténcia aos antibidticos, entre outros fatores, sdo as
bactérias Gram positivas resistentes aos glicopeptideos tal como Enterococcus e
Staphylococcus resistentes a vancomicina (VRE e VRS, respectivamente),
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e bactérias Gram negativas,
como Enterobactérias Resistentes a Carbapenémicos (CRE), entre elas as bactérias
produtoras da enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) (SANTAJIT;
INDRAWATTANA, 2016).

Assim, 0s riscos a saude associados a propor¢cao de infecgdes nos servigos
de saulde causados por OMR, incluindo o seu potencial para produzir infeccbes
invasivas, o dificil controle nos pacientes infectados particularmente nos mais
vulneraveis, e a sua resisténcia a mdultiplos antibioticos, a qual tem aumentado
significativamente nas ultimas décadas, € o principal desafio tendo em vista o baixo
indice de sucesso nos tratamentos. Para o caso das infec¢cfes causadas por MRSA,
VRE e CRE, os fracassos na antibidtico-terapia estdo relacionados a inimeros
fatores, tais como severidade da infeccdo, diagndstico e tratamentos tardios, e,
principalmente, a baixa efetividade dos antimicrobianos disponiveis no mercado
(SPELLBERG; GILBERT, 2014)

As opcdes terapéuticas para o tratamento das infec¢bes relacionadas aos
OMR continuam limitadas. Alguns antimicrobianos ainda mantém atividade contra
algumas estirpes MR (vancomicina, colistina, tigeciclina, fosfomicina), porém, com
restricbes de sitios de acédo e efeitos toxicos (LIVERMORE, 2011; WISE, 2011). Na

atualidade, existem poucos relatos de novas classes de antimicrobianos em etapas
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avancadas de desenvolvimento com atividade contra OMR sobretudo Gram
negativos e essa estagnacao de novos produtos esta levando ao aumento das taxas
de morbimortalidade entre essa classe de bactérias. As taxas de mortalidade
atribuidas a infeccdes com OMR, em média € maior que 50%. (WHO, 2014). Assim,
a necessidade de implementar novas estratégias para controlar a disseminacéao de
OMR, incluindo a busca de novos farmacos com atividade antimicrobiana, € uma
prioridade mundial nos centros de pesquisa.

Assim, a busca por microrganismos com potencial de uso como agente de
biocontrole e/ou a obtencdo de compostos do metabolismo com acéo
antimicrobiana, € uma das alternativas para o controle de patdgenos, principalmente
as cepas multirresistentes. Pseudomonas € um género bacteriano que contem
espécies de relevancia industrial, agricola e médica devido a sua diversidade
metabolica e habilidade para colonizar uma ampla variedade de nichos ecoldgicos,
sendo habitantes comuns do solo, agua, plantas e animais, além disso, sdo
facilmente isoladas, cultivadas e manipuladas geneticamente em laboratério. A
diversidade biosintética do género Pseudomonas, inclui a producdo de
antimicrobianos e se destaca como um dos mais estudados agentes de biocontrole
nas ultimas décadas (DE OLIVEIRA ET AL., 2016)

No Laboratério de Ecologia Microbiana da Universidade Estadual de Londrina,
ha mais de 15 anos avalia-se a atividade antibidtica de compostos produzidos por
bactérias. Em estudos preliminares, foi verificada a bioatividade de compostos
obtidos de uma cultura de Pseudomonas aeruginosa cepa LV (Patente PI0803350-1
— INPI 12/09/2009), contra uma variedade de agente patogénicos agricolas como
Xanthomonas citri, X. oxonopodis, causadores do cancro citrico, e patdégenos de
importancia clinica onde se incluem, isolados OMR, como SARM, ERV e ERC. Em
todos os casos, tanto agricola como clinico, foram obtidos resultados promissores
(MURATE et al., 2015; DE OLIVEIRA et al., 2016; KERBAUY et al., 2016). Alguns
desses compostos bioativos ja foram classificados, entre eles uma substancia
organometalica com grande atividade antimicrobiana a qual é unicamente produzida
na presenca do cobre no meio de cultura. Em vista do grande potencial, foi
necessario purificar, identificar e avaliar o composto organocuprico para determinar
se este antimicrobiano pode ser usado comercialmente, sendo essa a principal

finalidade.
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OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade citolégica e antimicrobiana in vitro e in vivo do composto
organocuprico (OAC) produzido por Pseudomonas aeruginosa cepa LV sobre
isolados clinicos multirresistentes.
2.2 EsPECIiFICOS

Avaliar o efeito do CuCl,.2H,0 e o tempo de fermentacdo na producdo do
composto organometalico antimicrobiano (OAC) produzido por P. aeruginosa cepa

LV em cultura submersa.

Purificar e ldentificar a substancia com atividade antibiotica produzida pela

cepa LV mediante métodos cromatograficos e espectroscopicos.

Determinar a concentragdo inibitoria e bactericida minima, e a selegdo de

mutantes resistentes ao OAC sobre isolados clinicos multirresistentes.

Avaliar o efeito hemolitico e citotdxico da substancia antibiética in vitro.

Avaliar a toxicidade do OAC utilizando um modelo invertebrado com larvas de

Tenebrio molitor.

Determinar a acdo antibibtica in vivo do composto puro sobre um isolado

clinico multirresistente em um modelo de sepses com camundongos Swiss albino.

Avaliar o efeito toxico do composto antibiético em camundongos Swiss albino

por estudos histolégicos dos rins e figado.

Detectar o OAC em soro ap6s administracao intravascular em camundongos.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Os ANTIMICROBIANOS E A MULTIRRESISTENCIA

O estudo das moléculas organicas bioativas de ocorréncia natural foi
impulsionado principalmente pela curiosidade quimica, mas, recentemente, novos e
melhorados agentes antibacterianos estdo sendo ativa e intensamente procurados
pela necessidade de terapias mais eficientes para combater a capacidade das
bactérias para adquirir resisténcia (PATRICK, 2017). Esta resisténcia microbiana é
definida como a capacidade que o0s microrganismos tém para se multiplicar na
presenca de concentracfes acima das doses terapéuticas de um determinado
medicamento (FRIEDMAN, TEMKIN e CARMELI, 2016) e é medida observando a
capacidade das células de crescer na presenca do antibiético.

Assim, microrganismos resistentes ao menos a um agente, em trés ou mais
classes, dos antimicrobianos testados contra esse patdgeno sdo denominadas
multirresistentes (multidrugresistant — MDR), jA quando o isolado néo é suscetivel ao
menos a um agente antimicrobiano entre todas as classes testadas, com excegao de
duas ou menos classes denomina-se extensivamente resistentes (extensively drug-
resistant — XDR) e 0s organismos pan-resistentes (pandrug-resistant — PDR)
engloba aqueles resistentes a todos 0s agentes antimicrobianos em todas as
classes testadas (MAGIORAKOS, et al., 2012). Por seu lado, células persistentes
(persister cells) representam uma pequena subpopulacédo de células tolerantes que
guando tratadas com um antibiético sobrevivem entrando espontaneamente em um
estado dormente, sem divisdo, mas com o antibiotico ligado a seu local de acéo,
contrario aos mecanismos de resisténcia que impedem que os antibibticos se liguem
aos seus alvos (LEWIS, 2010)

Os mecanismos de resisténcia aos farmacos podem surgir devido a uma
variedade de fatores, entre eles, modificagBes do sitio alvo do bioativo, inativacéo e
degradacdo do composto por acdo enzimética, bombas de efluxo e alteracdo da
permeabilidade da membrana como perda de porinas (WATKINS e BONOMO,
2016). Porém, previamente a célula deve ter as Informacgdes genéticas necessarias,
as quais podem ser obtidas por mutacdo ou pela transferéncia de genes entre
células principalmente por transducgéo e conjugacédo (PATRICK, 2017). Na Tabela 1
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se apresenta cronologicamente a descoberta, introducao e resisténcia dos principais
antibidticos.

Atualmente, estimasse que 60% das cepas de Streptococcus. Pneumoniae e
S. aureus sédo resistente a 3-lactamicos e meticilina, respectivamente. A descoberta
de genes que podem ser facilmente transferidos entre diferentes tipos de bactérias,
levando ao rapido desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos de ultima geracéo
como vancomicina, carbapenem e colistina, preocupa a toda a comunidade cientifica
(O’NEILL, 2014). De fato, alguns isolados bacterianos associados a infec¢des de
urina e de feridas sa@o resistentes a todos os antibidticos conhecidos sendo
intratavel, e muitos dos atuais procedimentos cirdrgicos avancados se tornam
demasiado arriscado para serem realizados, devido aos altos riscos de infeccao
dentro das IRAS (PATRICK, 2017).

A habilidade das bactérias para tolerar ou bloquear a acdo dos medicamentos
€ um desafio sempre presente, uma vez que qualquer uso de antimicrobianos,
mesmo de maneira apropriada, contribui para o desenvolvimento de resisténcia
(HOLMES et al., 2015). Assim, a descoberta de novos agentes antibacterianos com
potencial terapéutico de uma forma constante e progressiva é urgente, para diminuir
os indices de mortalidade que para o 2050 projetasse que seja de 10 milhdes de
Obitos por ano, a um custo de US$ 100 trilhGes. (O’NEILL, 2014). Portanto, é
essencial aproveitar essa enorme diversidade de producdo metabdlica dos
microrganismos para ajudar no desenvolvimento de novos farmacos.

De maneira geral, os antimicrobianos de origem bacteriana e fungica sao
derivados do metabolismo secundario desses microrganismos, ou seja, Sao
moléculas que ndo sdo necessarias para sua sobrevivéncia em condicbes de
laboratério, mas proporcionam vantagens em seu ambiente natural (NEWMAN e
GRAGG, 2012). Os microrganismos existem na terra ha bilhbes de anos e apenas
em torno de 5% destes microrganismos foram isolados em culturas de laboratérios,
no entanto, apenas uma minoria deles foram estudados para producdo dos seus
metabolitos secundarios (AZAM et al., 2014).



Tabela 1 — Linha do tempo da descoberta, introducéo e resisténcia de antibioticos

Antibiotico Obtencao Mecanismo Alvo' Descoberta Introducao Resisténcia
Penicilina Penicillium sp. Parede AE 1928 1938 1945
Prontosil Sintéticoo Enzima GP 1932 1936 1942
Estreptomicina Streptomyces griseus Ribossomo AE 1943 1946 1946
Tetraciclina Streptomyces Ribossomo AE 1944 1952 1950
Cloranfenicol Streptomyces venequelae Ribossomo AE 1946 1948 1950
Eritromicina Streptomyces erythreus Ribossomo AE 1948 1951 1955
Fidaxomicina Dactylosporangium aurantiacum RNA poli GP 1948 2011 1977
Vancomicina Streptococcus orientalis Parede GP 1953 1958 1960
Linezolideo sinte Ribossomo GP 1955 200 2001
Rifampicina S. mediterranei RNA poli GP 1957 1958 1962
ciprofloxacina Sintético DNA AE 1961 1968 1968
Estreptomicina B Semi sintetico Ribossomo GP 1963 1998 1964
Gentamicina Micromonospora purpurea Ribossomo GN 1963 1971 1967
Boromicina Streptomyces antibioticus Membrana MB 1967 ND ND
Fluopsina C Pseudomonas spp. Parede AE 1970 ND ND
Carbapenem Streptomyces cattleya Parede AE 1976 1985 1993
Daptomicina Streptomyces roseosporus Membrana GP 1986 2003 1987
Bedaquiline Sintético ATPase MB 1997 2012 2006
Oritavancina Semissintético Parede GP 2001 2014 ND
Dalbavancina Semissintético Parede GP 2007 2014 ND
Telavancina Semissintético Parede GP 2007 2009 ND
Ceftaroline cephalosporin (prodrug) Parede GP 2009 2010 ND
Solithromycin Ketolido Ribossomo AE 2010 2016 ND
Tedizolideo Semissintético Ribossomo GP 2011 2014 ND
Teixobactina Eleftheria terrae Parede GP 2014 ND ND
Zerbaxa ceftolozane - tazobactam Parede AE 2014 2015 ND
Avycaz Ceftazidime - avibactam Parede GN 2014 2015 ND
Lugdunina Staphylococcus lugdunensis Ribossomo GP 2015 ND ND

T AE: Amplo espectro; GP: Gram positivo; GN: Gram Negativo


https://en.wikipedia.org/wiki/Dactylosporangium
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Dentre os mais diferentes organismos produtores de antimicrobianos, 0s
microrganismos procariotos se destacam pela capacidade de produzir milhares de
compostos bioativos (BHANOT; SHARMA; NOOLVI, 2011). Desde a descoberta da
penicilina muitos compostos foram caracterizados, a grande maioria produzida por
bactérias, principalmente por parte da familia Actinomicetaceae (DEMAIN, 2014).
Outro exemplo que ilustra este cenario € o género Micromonospora, do qual ja foram
isolados cerca de 50 compostos, entre eles a gentamicina, evidenciando a grande
diversidade de agentes quimicos com multiplas atividades biolégicas e com
potencial uso na medicina e no setor agricola (BOOMI; PRABU; MATHIYARASU,
2014). Também, os géneros Pseudomonas e Bacillus se destacam como os mais
estudados agentes de biocontrole na produc¢do de antibiotico nas ultimas décadas. O
namero total de compostos bioativos conhecidos produzidos por este grupo é de
cerca de 3.800, 17% de todos os metabdlitos microbianos com atividade antibiotica
(BHANOT; SHARMA; NOOLVI, 2011; SIMIONATO et al., 2017).

Em termos competitivos, os microrganismos produtores de antibiticos séo
favorecidos em relacdo aos ndo produtores. Estes compostos trazem vantagem as
espécies produtoras e sdo muito importantes para a sobrevivéncia, pois mesmo em
pequenas concentracdes podem inibir o crescimento de outras espécies
microbianas, diminuindo a competigdo por nutrientes (OLIVEIRA et al., 2015). No
topico seguinte sera abordada um dos principais condutos (pipeline) para a busca,
producdo, identificacdo e avaliacdo de compostos naturais com propriedades

antimicrobianas com enfoque principalmente nas técnicas microbioldgicas.

3.2 DESENVOLVIMENTO DE ANTIMICROBIANOS NATURAIS

O metabolismo microbiano tem propiciado um grande numero de trabalhos
com substancias bioativas que podem ser usadas no controle de doencgas,
desempenhando fun¢Bes antibacterianas, antifUngicas, antivirais, entre outras
(LEWIS, 2013). A grande maioria dos antimicrobianos naturais provenientes do
metabolismo secundario microbiano, sdo moléculas organicas complexas, que
requerem um grande numero de reacfes enzimdticas para sua sintese e sao
geralmente produzidos na fase estacionaria depois dos processos celulares
associados ao crescimento (BROWN; WRIGHT, 2016)
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Na natureza a producdo de um determinado antimicrobiano por um
determinado microrganismo depende essencialmente da competicdo por espaco e
recursos. Alguns autores tém destacado o papel de producdo de certos
antimicrobianos em resposta a elicitores de espécies-vizinhas. Em muitos dos casos
estas condi¢bes sao dificilmente reproduzidas dentro do laboratério dificultando a
sua obtencdo. (HIBBING et al.,, 2010). No presente, varios especialistas tém
apresentado diferentes plataformas para descoberta de novos antibidticos, cada
uma delas é defendida pelo seu autor, mas todas tém o mesmo proposito,
proporcionar uma solucéo para a resisténcia aos antimicrobianos.

Entre as plataformas para novos antibiéticos se destacam: triagem molecular,
prospeccédo in silico, Rastreio de alto rendimento (HTS), fatores de viruléncia,
peptideos antimicrobianos, terapia com fagos, modificacdo quimica de velhos
antimicrobianos, sinteses de novos pro-medicamentos (prodrugs), imunoterapia e
vacinas (LEWIS, 2013; SEIPLE et al., 2016). Este trabalho baseia-se no conduto
tradicional de exploracéo guiada de fendtipos para a descoberta de antimicrobianos,
isto inclui a plataforma Waksman a qual esta sendo reaplicada pelas novas técnicas
de isolamento de microrganismos tanto cultivAveis como “nao cultivaveis”. Na
proxima sessdo serdo abordadas todas as etapas para o desenvolvimento de um
novo antimicrobiano desde sua busca até os testes em humanos, dividida em trés

fases: descoberta, pré-clinica e clinica.

3.2.1 Fase de Descoberta

Nesta etapa comega o0 processo de encontrar novos compostos que poderiam
ser candidatos para desenvolver um farmaco. A Pesquisa béasica para selecionar
estirpes, e a producdo, purificacdo e avaliagdo da atividade in vitro dos seus
metabolitos, é o primeiro passo para a descoberta de novos antibiéticos. No entanto,
nesta fase também se tem a primeira barreira de selecdo dos melhores candidatos.
De fato, do total de aproximadamente 22.500 antibiéticos e compostos bioativos
microbianos descobertos, menos de um por cento, apenas cerca de 150 compostos,
estdo em uso direto na medicina humana, veterinaria e/ou agricultura (BERDY,
2012)
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3.2.1.1 Bioprospeccao

A metodologia para localizar, avaliar e explorar sistematicamente a
diversidade microbiana existente em um determinado local, tendo como objetivo
principal a busca de recursos genéticos e bioquimicos para fins comerciais, é
conhecida como bioprospeccdo (BROWN; WRIGHT, 2016). A bioprospeccéao
microbiolégica pode ser dividida em duas categorias dependendo se o
microrganismo é cultivavel ou ndo-cultivavel.

A bioprospecc¢éo de microrganismos cultivaveis envolve o cultivo e a selecao
de microrganismos para a aplicacdo de interesse a partir da biodiversidade
microbiana existente em determinado habitat ou armazenada em colecbes. E de
grande interesse da pesquisa a selecdo de microrganismos que cresgcam
especificamente em determinada fonte de nutrientes. Além disso, o cultivo de
microrganismos tem sido melhorado pela ampliacdo dos conhecimentos de
fisiologia, bioquimica e ecologia microbiana por meio do emprego de técnicas de
fenotipagem em grande escala, 0s quais permitem a analise de Varias
caracteristicas simultaneamente e facilitam a otimizacdo de meios de cultura
(MOREIRA et al., 2015). Um dos métodos ainda usados para selecdo de estirpes
produtoras de antimicrobianos, é o ensaio de antagonismo que sera discutido na
secdo 0

No caso dos microrganismos nao-cultivaveis, microrganismos que nao podem
ser cultivados com as técnicas atuais de microbiologia, os pesquisadores tem optado
principalmente pela utilizacdo da metagendmica e a cultura in situ junto com a
“‘domesticacao” bacteriana.

Cultura in situ e “Domesticagao” bacterina: Bactérias nao cultivadas
compbéem a maioria das espécies no planeta, uma causa comum de
“incultivabilidade" é a necessidade de fatores de crescimento produzidos por
bactérias vizinhas. Os professores Kim Lewis e Slava Epstein, desenvolveram um
método de cultura in situ, permitindo o acesso a hovos microrganismos do solo e dos
ambientes marinhos (KAEBERLEIN; LEWIS; EPSTEIN, 2002). Isto ocorre em uma
camara de difuséo colocada no ambiente natural a partir do qual os microrganismos
foram amostrados. Os fatores de crescimento do ambiente se difundem na camara,
possibilitando o crescimento. A reinoculacdo de camara para camara produz

variantes "domesticadas" capazes de crescer logo em condi¢cdes de laboratério. A
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teixobactina € um exemplo de antimicrobianos produzidos por este método e o
primeiro membro de uma nova classe de inibidores da sintese de peptidioglicano
(LING et al., 2015). Teixobactina apresenta excelente atividade contra Gram
positivos em varios modelos de infeccdo, e estd em desenvolvimento pré-clinico
(Tabela 1).

Metagendmica: Nesta técnica, o0 material genético dos microrganismos
presentes em determinado ambiente é coletado, isolado e amplificado em bibliotecas
de DNA. As bibliotecas metagendmicas permitem ndo somente a identificacdo dos
principais grupos microbianos presente no ambiente amostrado, como também a
caracterizacdo genética (sequéncia de DNA do pool microbiano) e a prospecc¢éo
funcional deste. A prospeccao destes genomas através de abordagens de genémica
comparativa e analises evolutivas, com o auxilio de ferramentas de bioinformatica,
tem permitido a rapida identificacdo de novos genes e proteinas com as mais
diferentes funcdes e aplicacdes. Bibliotecas metagen6micas dos mais distintos
ambientes tém sido construidas e informacdes sobre a microbiota de sistemas
complexos como intestino de insetos ou oceanos tém sido efetivamente obtidas e

utilizadas para aplica¢des biotecnoldgicas (MOREIRA et al., 2015).

A bioprospeccao engloba, principalmente, estratégias para exploracdo da
biodiversidade de microrganismos cultivaveis e de ndo -cultivaveis, além de
sequéncias gendmicas ja disponiveis em banco de dados. Tudo isso tem a
finalidade de identificar microrganismos, genes, enzimas e/ou vias metabdlicas para
posteriores aplicacbes biotecnoldgicas de forma estratégica na industria ou na
prépria pesquisa. A combinacdo de diferentes estratégias de bioprospeccdo para
identificacdo de novos bioprodutos também pode ser empregada. Por exemplo, a
bioprospecgéo in silico tem permitido a descoberta de novos genes e vias
metabolicas pela analise de sequencias genémicas depositadas em banco de dados
de organismos nao cultivaveis, que podem ser utilizadas para o desenho de sondas
moleculares, as quais posteriormente podem ser empregadas em estratégias de
prospeccdo de microrganismos cultivaveis ou ndo cultivaveis (VARTOUKIAN;
PALMER; WADE, 2010; LING et al., 2015; MOREIRA et al., 2015).
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3.2.1.2 Producéo de antimicrobianos

Fermentacéo é a técnica de conversao biologica de substratos complexos em
compostos simples por organismos tais como bactérias ou fungos, para isto é
necessario a criagdo de um ambiente controlado, uma vez que condi¢cdes adversas
podem resultar na perda parcial ou total da producdo do composto bioativo de
interesse ou na producdo de compostos ndo desejados. Fermentador ou biorreator é
0 recipiente aonde ocorre uma fermentacdo. Ele deve no minimo ser capaz de
garantir uma producdo nas condi¢cdes desejadas, reunindo os regulamentos de
contencdo locais para uma monocultura e monitorar e controlar, pH, temperatura,
presséao, oxigénio, espuma, entre outros (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012).

O processo de producéo é classificado em, Fermentacdo em Estado Solido
(FSS) e Fermentagdo Submersa (FSm), com base no tipo de substrato usado pelo
microrganismo durante a fermentacdo (ROBINSON; SINGH; NIGAM, 2001). O
desenvolvimento destas técnicas leva a producdo de compostos bioativos em altas
concentracbes sempre e quando sejam encontrados os melhores parametros,
quimicos (substratos, pH e aeracao), fisicos (Agitacdo, temperatura, pressdo e
tempo) e bioldgicos (inoculo e estirpe), para a fermentacéo.

Os primeiros métodos de producdo basearam-se na utilizacdo da FSm. Nos
altimos tempos, o desenvolvimento de substratos adequados levou ao uso
generalizado da FSS sobre a FSm (ROBINSON; SINGH; NIGAM, 2001). Estudos
tém sugerido que os antibidticos produzidos por FSS sdo mais estaveis e obtidos em
maiores concentragbes do que o FSm. Por exemplo, a estirpe IVK28 de
Staphylococcus lugdunensis produz uma substancia antibacteriana apenas sob
condicbes de limitacdo de ferro e apenas em superficies solidas de agar, ndo em
cultura liquida (ZIPPERER et al., 2016). No entanto, a implementacdo da FSS é
limitada pela qualidade e caracteristicas do substrato utilizado (ROBINSON; SINGH,;
NIGAM, 2001).

Assim mesmo, a comparacao dos resultados mostra que certas estirpes sao
mais adequadas para FSS e algumas sdo mais adequadas para FSm. Portanto, a
técnica de fermentacdo deve ser decidida com base no microrganismo que esta
sendo usado para a producado (SUBRAMANIYAM; VIMALA, 2012).

Dentro da FSm, as trés principais técnicas de fermentacdo sao: descontinua

ou por lotes (batch), semicontinua ou alimentada (fed-batch) e continua. A maioria
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dos processos de fermentacdo industrial para producdo de antibidticos ainda
funciona como lote simples ou alimentado, pois produtos ndo associados ao
crescimento microbiano, tais como antibidticos, ndo sdo bem produzidos por
fermentacao continua (MACAULEY-PATRICK; FINN, 2008).

Sendo que a maioria dos antibidticos sdo metabdlitos secundarios, em uma
cultura por lotes a fermentacdo deve ser interrompida na fase estacionaria,
imediatamente antes das células entrarem na fase de morte (CINAR et al., 2003). No
entanto, é preciso estar ciente de que essas definicdes nem sempre sdo rigidas na
pratica real e a formacédo de produtos de fermentacdo, como antibioticos e outros
Metabolitos secundarios é frequentemente observado durante o final da fase de
crescimento (MACAULEY-PATRICK e FINN, 2008).

Por sua parte, a fermentagao alimentada tornou-se comum principalmente na
producdo de antimicrobianos. A producdo do antibiético penicilina por Penicillium
chrysogenum é um exemplo do uso do lote alimentado para produzir um metabolito
secundério. O processo de penicilina tem dois estagios, o primeiro € a fase de
crescimento estritamente regulada para a obtencdo de biomassa, o segundo é a
fase de producao ou "idi6fase", quando ndo h& crescimento do microrganismo, mas
a producdo do antibiético € muito rapida e exclui a produgdo de outros produtos
(WAITES et al., 2001).

E muito importante destacar que, do ponto de vista da engenharia,
dependendo do tipo de microrganismo utilizado, as fermentacbes podem ter
caracteristicas bastante distintas no que se refere aos fenbmenos de transporte que
ocorrem no bioreator (calor, massa e quantidade de movimento). Neste ponto, a
necessidade de melhorar o rendimento e/ou produtividade do processo, dirigiu a

pesquisa a otimizar a conversao de substrato em produto.

3.2.1.3 Extracgéao e purificacdo de antimicrobianos

Ao longo dos anos, varios trabalhos utilizaram diferentes metodologias para
extrair e / ou purificar antibiéticos, as mais usadas séo:

Extracdo com solvente (ARCAMONE et al., 1969);

Cromatografia

Cromatografia em camada delgada (ECKWALL e SCHOTTEL, 1997)



29

Cromatografia de exclusdo molecular (GALVEZ et al., 1986)

Cromatografia de troca idbnica (HOMER et al., 1989)

Cromatografia flash (STANKOVIC, DELFINO e SCHREIBER, 1990)

Cromatografia liquida de alta eficiéncia (FRANCO e COUTINHO, 1991)

Electroforese em gel de poliacrilamida de dodecil sulfato de sodio (GALVEZ et
al., 1986)

A maioria destes métodos baseia-se na afinidade dos compostos antibiéticos
por diferentes solventes de eluicdo e diferentes matrizes tais como trocadores de
ions. A obtencdo de um composto puro muitas vezes exige varias etapas de
purificacdo envolvendo diferentes técnicas e cada passo requer julgamento,
improvisacdo e, na maioria dos casos, € necessaria uma abordagem de tentativa e
erro (DE OLIVEIRA, ET AL., 2015).

Atualmente, o desenvolvimento do LC-MS e LC-MS/MS forneceu novas
estratégias para as analises metabolémicas. Uma grande variedade de compostos
pode ser analisada usando esta técnica, o que amplia a gama de metabolitos que
podem ser estudados. A acoplacdo do LC com o MS para estudo de metabolitos
secundérios foi principalmente aproveitada com a invengdo da ionizagcdo por
eletrospray (electrospray ionization, ESI), que converte analitos em ions de fase
gasosa antes da introdug&o no analisador de massa. A ESI é uma técnica que gera
fragmentos ionizados tanto positivos como negativos, 0 que aumenta a possibilidade
de um composto ser detectado para posteriormente ser caracterizado (ZHANG,
2016)

Deste modo, o isolamento de compostos bioativos exige muita rigorosidade e,
na maioria dos casos, requer julgamento, improvisacao e inovacdo dos métodos. A
purificacdo de uma substancia a partir de fragcbes de um extrato pode ser um
processo longo e caro. Este é particularmente o caso quando se trata de metabdlitos
bioativos como os antimicrobianos em que o0 composto pode estar presente em
minimas quantidades junto com centenas de outros constituintes do extrato (DE
OLIVEIRA, 2015).
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3.2.1.4 Caracterizacdo molecular

Posteriormente aos processos de bioprospeccédo, producdo, extracdo e
purificacdo, é possivel realizar a caracterizagdo molecular do composto
antimicrobiano. Conhecendo a estrutura e os grupos funcionais que a molécula
possui, é possivel ter uma ideia das suas propriedades fisicas, reatividade e deduzir
algumas atividades biolégicas (SOLOMONS; FRYHLE, 2000). Os métodos
espectrométricos sao a principal ferramenta para estabelecer a estrutura molecular
de um composto e envolvem técnicas espectroscopicas como: Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN), Infravermelho (IV), Massas (MS), RAMAM, Difracdo de
raios X, entre outras. Os resultados destes ensaios da interacdo entre a energia e a
matéria, fornecem informacdes detalhadas sobre a estrutura molecular de um
composto sendo possivel o desenho da molécula (SILVERTEIN ET AL., 2005).

3.2.1.5 Avaliacao da atividade antimicrobiana

Durante os processos de bioprospeccao, producado e purificacdo é importante
monitorar a atividade do microrganismo ou dos seus metabolitos. Apds ter o
composto parcial ou totalmente purificado é necessario realizar testes de
susceptibilidade do antimicrobiano contra microrganismos alvos e, paralelamente,
podem ser feitos bioensaios para determinar a probabilidade de encontrar

microrganismos resistentes ao composto.
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3.2.16 Testes de monitoramento
3.2.1.6.1 Confronto direto

A esséncia da plataforma de Waksman é que facilita a triagem preliminar dos
microrganismos produtores de antibiéticos através do desenvolvimento de uma zona
clara facilmente visualizada num crescimento confluente do organismo teste
((SCHATZ; BUGLE; WAKSMAN, 1944).

Método da placa lotada (The crowded plate method): é usado para isolar
organismos capazes de produzir antibidticos ativos contra outros organismos do
solo. Uma suspensdo aquosa € plagueada em agar de forma a assegurar O
desenvolvimento de crescimento confluente. Alterando os meios de cultura,
diferentes grupos de microrganismos podem ser “encorajados” a produzir compostos
antimicrobianos (OKAFOR, 1987)

Método de diluicdo em placa (Dilution plate method): O procedimento
envolve a mistura de uma amostra de solo diluida plagueada em um agar misturado
com um microrganismo indicador (pour-plate). Este método é aplicado quando o
objetivo é isolar antibidticos contra um organismo ou organismos conhecidos.
Baseia-se no principio de que "a atividade contra uma Unica espécie / estirpe alvo é

um critério suficiente para a selecdo de um organismo antagonista" (OKAFOR, 1987)

Uma vez que um microrganismo exibe evidéncia de agao antibidtica é isolado
e novamente confrontado contra outros microrganismos alvos, entre 0s ensaios mais
usados se encontram, o método de plugue em agar (The agar plug method),
quando o antagonista € um fungo filamentoso, e 0 método de estria cruzada (The
cross streak method) principalmente para bactérias e leveduras. Em ambos os
casos, a estirpe microbiana de interesse é semeada por plugue ou por uma unica
estria no centro da placa de agar e logo do periodo de incubacéo, a placa é
semeada com 0s microrganismos alvos, a inibigdo do crescimento confirmara a

producdo de compostos bioativos (OKAFOR, 1987).
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3.2.1.6.1 Testes com sobrenadante ou extratos

Posteriormente ao isolamento do microrganismo antagonista, as estirpes
produtoras sdo crescidas em meio liquido e o sobrenadante € avaliado pelo método
de poco difusdo em &gar. Para isto, um microrganismo alvo é semeado por pour-
plate em uma placa de petri e apds o agar solidificar, € perfurado um orificio com um
didmetro entre 6 a 10 mm. Um volume (100 — 200 pL) do sobrenadante filtrado &
introduzido no poco. As placas de agar sdo incubadas e o agente antimicrobiano
difunde no meio de &gar e inibe o crescimento da estirpe microbiana testada
(VALGAS et al., 2007).

Ja durante o processo de extracdo e purificacdo € de grande ajuda usar a
técnica de bioautografia, a qual combina Cromatografia de Camada Delgada (CCD)
e difusdo em agar. Os microrganismos alvos sdo semeados por pour-plate dentro de
uma placa de petri que contem a lamina de CCD. Depois de algumas horas de
incubacdo aparecem zonas de inibicdo arredor da fracdo que contém o composto
com atividade antibiética (MARSTON et al., 2011). Este método é de grande ajuda

por fornecer informacé&o valiosa para a futura purificacdo do composto.

3.2.1.7 Testes pro-clinicos

Denomina-se testes pro-clinicos, aqueles bioensaios que oferecem a
possibilidade de estimar a susceptibilidade de um microrganismo a substancia
isolada. Os testes mais usados, aprovados e padronizados pela CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) séo de disco difusdo e os métodos de diluicdo. O
primeiro prové informacdo qualitativa e categoriza o microrganismo alvo como
susceptivel, medianamente susceptivel ou resistente (CARON, 2012). Neste
antibiograma, discos de papel de filtro (cerca de 6mm de diametro), contendo o
composto de teste com uma concentracdo conhecida é colocado na superficie do
agar previamente semeado com o0 microrganismo teste por espalhamento. Depois
do periodo de incubacao os didametros dos halos de inibicdo sdo medidos.

Os meétodos de diluicdo, podem ser usados para a medida quantitativa da
atividade antimicrobiana do composto. A Concentracao Inibitéria Minima (MIC, por
sua sigla em inglés) é definida como a menor concentracdo do antimicrobiano sem

crescimento visivel do microrganismo testado, e geralmente é dado em pg.mL™.
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Ambos os métodos também podem ser usados como testes de monitoramento para
determinar se ha ganho ou perda de atividade (por exemplo, sinergismo) durante o

processo de purificacao.
3.2.1.8 Testes de resisténcia ao antimicrobiano

Tanto para os pesquisadores como para as empresas farmacéuticas torna-se
cada vez mais importante prever o risco de resisténcia que podem gerar 0S
microrganismos aos compostos bioativos no processo de desenvolvimento antes de
langar o novo medicamento no mercado. Como resultado, tem-se desenvolvido
métodos de avaliacdo da taxa de resisténcia in vitro, que tentam antecipar a rapidez
com gue a resisténcia pode surgir e se espalhar entre os agentes patogénicos. Esta
informacéo ndo é apenas util do ponto de vista da saude publica, mas também para
a industria farmacéutica, a fim de reduzir o potencial desperdicio de recursos no
desenvolvimento de um composto que pode ser interrompido no curto prazo devido
ao desenvolvimento da resisténcia (ANDERSSON, 2015).

Atualmente, a maioria dos ensaios utilizados sdo baseados na cultura das
bactérias alvo por Unica passagem ou passagens seriais na presenca de
concentracdes crescentes de antibiéticos. O primeiro método fornece uma medida
da concentracdo de farmaco necessaria para evitar a selegcdo de um mutante pela
colocacdo de um nimero definido de células (~10*°) no aumento das concentracées
de antibidticos conseguindo determinar as frequéncias de mutacdo e
Concentracdo que Prevé Mutantes (MPC, por sua sigla em inglés) (NAGAI et al.,
2000; BLONDEAU, 2009; METZLER; DRLICA; BLONDEAU, 2013).

Por sua vez, experimentos de passagem em série em concentracdes
progressivamente crescentes do antibiético avaliam quéo rapidamente os mutantes
resistentes aparecem e qudo alto é possivel alcancar um nivel de resisténcia,
determinando a concentracdo que prevé mutantes em relacdo ao tempo de
exposicdo (DONG et al., 1999; BOGDANOVICH et al., 2005). Embora nenhum dos
meétodos determine uma taxa de mutacéo real nem a rapidez com que a resisténcia
pode aparecer, eles fornecem respostas qualitativas que podem ser valiosas para
identificar mutagdes que podem causar resisténcia (MARTINEZ; BAQUERO;
ANDERSSON, 2011). No anexo A se apresenta um renovado protocolo para avaliar

a resisténcia de possiveis agentes alvos a novos antimicrobianos.
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3.2.2 Fase Pré-Clinica

O exame pré-clinico ou nao-clinico € o segundo passo no processo de
desenvolvimento de drogas. Antes de testar um medicamento em pessoas, 0S
pesquisadores devem descobrir se 0s compostos mais bem-sucedidos encontrados
durante a fase de descoberta tém potencial para causar danos graves (HUGHES et
al., 2011). Os testes nado-clinicos avaliam os parametros de seguranca e eficacia dos
compostos candidatos a farmacos, através de estudos de toxicidade e de atividade
por modelos In-silico (simulacdo computacional); sistemas in-vitro (cultura de
células); ensaios ex-vivo (isolamento de um 0rgao) e/ou modelos em animais
(ANDRADE et al., 2016).

Assim, é nesta fase onde sao requeridas pesquisas com células e animais de
laboratério para detectar os principais problemas responsaveis pelo insucesso no
desenvolvimento do medicamento. A maioria dos protocolos internacionais para a
pesquisa pré-clinica estdo normatizados pela guia de Boas Praticas de Laboratério
(GLP, sigla em Inglés) dos principais 6rgdos reguladores, o americano (Food and
Drug Administration - FDA) e o europeu (European Medicines Agency - EMA), e sao
acatados por paises do mundo inteiro, incluido o Brasil pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Esses regulamentos estabelecem o0s requisitos
bésicos minimos para garantir a seguranga do produto.

Geralmente, os estudos pré-clinicos ndo sdo muito amplos. No entanto, esses
estudos devem fornecer informacdes detalhadas sobre os niveis de dosagem e
toxicidade (FDA). No Brasil, os estudos ndo clinicos de seguranca propostos pela
ANVISA sdo: estudos de toxicidade de dose Unica (Aguda), toxicidade de doses
repetidas, toxicidade reprodutiva, genotoxicidade, tolerancia local e
carcinogenicidade além de estudos de interesse na avaliagdo da seguranca
farmacoldgica e toxicocinética (Administracéo, Distribuicdo, Metabolismo e Excrecdo
— ADME). Todos eles avaliam os efeitos adversos que podem aparecer,
principalmente, toxicidade do composto, farmacocinética néo favoravel, eficacia néo
comprovada e manifestacdo de efeitos graves a longo prazo (ANVISA, 2013).

No entanto, é importante ressaltar que, assim como € improvavel que
sistemas in vitro de cito ou genotoxicidade fornecam dados que sejam totalmente
equivalentes aos resultados de sistemas in vivo, as decorréncias dos testes em

animais a exposicdo toxica nao serdo totalmente representativas para as
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experiéncias em humanos. Porém, esta segue sendo a Unica plataforma aceita para
estudar os parametros ADME no desenvolvimento de novas drogas
(INTERNATIONAL CONFERENCE ON HARMONISATION - ICH, 2011, ZHANG et
al., 2012, ANDRADE, 2016). A seguir, serdo abordados os principais ensaios preé-
clinicos para avaliagdo de novos antimicrobianos prévio aos ensaios clinicos com e

sem utilizacdo de animais.
3.2.2.1 Testes pre-clinicos sem uso de animais

Durante a transicdo da descoberta de farmacos para os testes pré-clinico,
perfis toxicologicos relativos ou potenciais ja podem ser previstos devido a alertas
estruturais ou ao modo de acdo do novo composto (HUGHES et al., 2011,
ANDRADE, 2016). No entanto, sdo necessarios ensaios com linhas celulares de
mamiferos e testes bioquimicos e/ou moleculares para determinar a citotoxicidade e
genotoxicidade do composto antimicrobiano alvo em questdo. Assim, testes in vitro
podem detectar danos morfoldégicos ou genéticos e a viabilidade celular. Entre os
principais ensaios se incluem, o MTT, um teste colorimétrico usado para avaliar a
viabilidade celular, e os testes do micronucleo, mutacdo génica em células TK de
linfoma de camundongo e o ensaio "Cometa", desenhados para detectar o
potencial das substancias sob investigacdo de causar mutacdes génicas e
alteracdes cromossdmicas (ICH, 2011; ANVISA, 2013).

Outros métodos ex vivo como tecidos, 0rgédos ou sistemas celulares podem
ser usados para aumentar o conhecimento da toxicocinética do composto antibidtico.
Assim mesmo, o HTS (High Throughput Screening) e os modelos in silico preveem
comportamentos de drogas com base em propriedades fisico-quimicas de banco de
dados dos parametros ADME gerados em laboratorios do mundo inteiro. Em
consequéncia, com o uso de todos estes métodos alternativos, pode-se conseguir
uma reducgdo, substituicdo ou refinacdo do nimero de animais nas experiéncias in
vivo (ZHANG et al., 2012).

3.2.2.2 Testes Pré-clinicos com Animais

Atualmente, novos métodos de modelos com animais alternativos vertebrados
(Peixes, anfibios, répteis e passaros) e invertebrados como larvas de insetos,
representa um marco importante na substituicdo de testes em roedores (REDE
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NACIONAL DE METODOS ALTERNATIVOS AO USO DE ANIMAIS — REMANA).
Um exemplo de hospedeiro para estudos de infeccdo que estd em ascensdo € a
larva do Tenebrio molitor (Coleoptera) (DE SOUZA et al., 2015). Entre as principais
vantagens do seu uso, se encontram: i) Seu transcriptoma foi publicado (OPPERT
ET AL., 2012) e sdo conhecidos os peptideos para defesa microbiana que o inseto
produz. ii) pode ser mantida a temperaturas entre 25 ° C e 37 ° C, 0 que o torna
adequado para o estudo de agentes patogénicos a temperatura corporal (LI et al.,
2013). iii) o modelo de inoculagcédo do patdgeno pode ser realizado por injecao e iv)
sao cultivadas no Brasil e sdo mais faceis de reproduzir em laboratorio (de SOUZA
et al., 2015). Todas esta vantagens tornam o T. molitor uma 6tima alternativa para
realizar ensaios antes do uso de roedores.

No entanto, nenhum dos modelos alternativos mencionados anteriormente
substituem totalmente o uso de animais mamiferos (HUGHES et al.,, 2011,
ANDRADE et al., 2016). Os requisitos e caracteristicas dos diferentes tipos de
estudos in vivo estdo listados na Tabela 2, ali € resumido o guia de orientacao
estabelecida pela ANVISA para novos medicamentos.

A maioria destes estudos devem ser feitos antes de comecar com os estudos
clinicos de Fase I, exceto por alguns ensaios como por exemplo os de toxicocinetica
que podem ser realizados durante as Fases | e Il, desde que os ensaios de
toxicidade sejam promissores (ANVISA, 2013). Além disso, os testes pré-clinicos
nado sdo apenas regulatorios, durante a sua realizacdo existe a oportunidade de
descobrir novas potencialidades, corrigir problemas de efeitos colaterais e reduzir a
toxicidade do medicamento em estudo. ApGs dos testes pré-clinicos, sdo 0s mesmos
pesquisadores que analisam suas descobertas e decidem se o medicamento deve

ser ou nao testado em humanos (FDA).

3.2.3 Fase Clinica

Com a finalidade de regular o uso de medicamentos por seres humanos, 0s
diferentes paises estabeleceram critérios minimos de seguranca para a liberacdo de
uma nova droga no mercado. As agéncias reguladoras, como a EMEA na Europa,
FDA nos Estados Unidos e ANVISA no Brasil, sdo responséaveis pela elaboracdo de
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normas técnicas e pela avaliacdo das novas solicitacdes de uso especifico, pela
fiscalizacdo e acompanhamento do uso destes medicamentos dentro de suas
indicagbes (GOLDIM, 2007).

Apbs o antimicrobiano ser aprovado na fase pré-clinica e aceitado pelos
respectivos comités de ética, inicia-se a etapa da pesquisa clinica, realizada em
seres humanos, a qual é subdividida em quatro diferentes fases (Tabela 3). Estas
fases séo sucessivas e escalonadas, com niveis crescentes de complexidade e de
exposicdo. Estas fases também se diferenciam pelos objetivos especificos de cada
tipo de estudo, pelo tipo de delineamento utilizado e principalmente pelo nimero e

caracteristicas dos participantes (HULLEY, 2006).



Tabela 2 — Requisitos e caracteristicas dos diferentes tipos de estudos in vivo na fase pré-clinica.
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Via de

Objetivo Modelo Animal L ~ Periodo de
administracao Dosagem ~
Observacao
Duas espécies de Pretendida em = 14 dias
Toxicidade Aguda Avaliar a toxicidade €SP humanos e <1000 mg/kg/dia
mamiferos.
parenteral
Toxicidade de Doses . o Duas espécies de b oo dida humanos < 1000 mglkg/dia 2 SEManas,
: Caracterizar o perfil toxicolégico mamiferos (uma < 6 meses,
Repetidas ~ ou parenteral Xn
nao roedora) = 6 meses.
Toxicidade Revelar efeito na reproducéo de Minimo uma Pretendida para uso Baseada nos Méximo
. . o dados de estudos .
Reprodutiva mamiferos espécie roedora humano ; possivel
anteriores
Detectar o potencial de causar .
. ~ o ~ Preconizadas para Depende do
Genotoxicidade mutacdes génicas e alteracdes Roedores <2000 mg / kg
e uso humano protocolo
cromossdmicas
A Avaliar a tolerancia local e efeitos . Ora_l, ocuIarL retal, Mesma que para Depende do
Tolerancia Local ~ . . . Mamifero vaginal, cutanea,
mecanicos ou fisico-quimicos eto humanos protocolo
Carcinogenicidade Identlfu_:ar desenvolvimento Roedores Pretendida para uso Dose terapéutica 24 meses
potencial de tumores humano
Avaliagdo da Pesquisar efeitos . Pretendida para uso - Depende do
Seguranca LA . e Mamiferos Dose terapéutica
F farmacodinamicos indesejaveis humano protocolo
Farmacoldgica
e Descrever a €Xposi¢ao S|stem|ca~1 Pretendida para uso Baixa, média e Julgamento
Toxicocinética obtida em animais e a suarelacdo  Roedores o
. humano alta cientifico
com o nivel de dose e o tempo
Eficacia Avaliar o efeito in vivo da Duas,espeues de Pretendida humanos Baseada nos :
mamiferos (uma dados de estudos = 14 dias

Antimicrobiana

substancia antibiotica.

nao roedora)

e parenteral (sepse)

anteriores




Tabela 3 — Etapas da pesquisa clinica

Fase |

Fase Il

Fase lll

Fase IV

Primeira em Humanos ou Farmacologia

Denominacao
¢ humana

_T|p_o ,de Voluntarios Sadios

individuos

Numero de 20 -100

Individuos
Estabelecer uma evolucao preliminar da
seguranca e da tolerabilidade.

. Determinar caracteristicas farmacocinéticas e

Objetivos PN
farmacodindmicas (Dose segura e Dose
Maxima).
Identificar efeitos adversos.

Tempo
<

(acumulado) Lano

Taxa de ~50 04

Sucesso

Primeira em Pacientes
ou Terapia exploratéria

Pacientes infectados e
controles sadios

50 - 1000

Estabelecer eficiéncia e
seguranca.

Determinar parametros
ADME.

Identificar efeitos
colaterais.

1-2 anos

Estudo Multicéntrico ou
Terapia Confirmatéria

Pacientes de Diferentes
locais e controles

> 1000 pacientes
> 100 participantes

Confirmar eficacia e
seguranca.

Comparar com outros
medicamentos.
Monitorar efeitos
colaterais (Risco-
beneficio)

3-5anos

~50%

Vigilancia pos-
comercializagdo ou Uso
Terapéutico

Populacdo em Geral

llimitado

Confirmar eficacia na
populacéo em geral.
Otimizar o uso do
medicamento.

llimitado

>80%
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Em geral, os estudos clinicos sdo patrocinados e supervisados por industrias
farmacéuticas, que tem interesse econdémico direto no desenvolvimento do novo
medicamento. No caso dos antimicrobianos o custo desde a fase de descoberta até
a comercializacdo do produto se estima que ser superior aos 100 milhdes de délares
0 que hé dificultado o investimento nas pesquisas para este tipo de compostos
(ANDRADE et al., 2016). No entanto, é importante reiterar a grande e urgente
necessidade de novos compostos antimicrobianos devido a capacidade dos
microrganismos para se tornar resistentes aos farmacos, este € um dos desafios da

atualidade para os pesquisadores da area.
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PERSPECTIVAS

Ja ha algum tempo, a falta de novos antibacterianos foi amplamente
reconhecida como uma grande necessidade médica ndo atendida. Nessa mesma
linha, pode ser utdpico pensar na descoberta de um composto antibidtico perene,
por isto a busca de novos agentes antibacterianos deve ser continua e incessante
para enfrentar com sucesso a resisténcia bacteriana

Embora o mecanismo de producdo dos antibiéticos na natureza ndo seja
bem entendido ainda, ndo podemos ignorar o fato que sdo compostos que vém
evoluindo ha milhdes de anos e dificiimente poderdo ser criados no laboratorio.
Neste contexto, é necessario o desenvolvimento de novas plataformas para o
rastreio de inéditas substancias in vitro ou em “biorreatores ex vitro” (ndo
reproduziveis no laboratério), usando técnicas avangadas de bioprospeccgéo (por
exemplo HTS). Isto combinado com as estratégias de engenharia metabolémica e
genética, pode ser também uma alternativa como fonte para encontrar novas
moléculas que posteriormente possam ser armazenadas em bases de dados para
logo serem estudadas e reproduzidas por técnicas de ultima geracdo. Deste modo,
estudos das Omicas (genbmica, transcriptomica, protebmica e metabolémica)
permitira dar uma compreensado dos detalhes moleculares dos agentes produtores,
levando a identificacdo de substancias com potencial farmacoldgico.

Sendo assim, € necessario a elaboracdo de novos modelos para otimizagao
dos compostos e 0s seus estudos de bioatividade, seletividade e resisténcia para
reduzir o tempo e 0s custos que sdo 0s principais obstaculos para o investimento
neste campo. Por outro lado, € conveniente uma regulamentacdo das novas
substancias antimicrobianas que estabelecam medidas que assegurem as boas
praticas do seu uso, especialmente a sua utilizacdo desmesurada em espécies
produtoras de alimentos (bovinos, porcinos, avicolas, etc.), a fim de evitar a

resisténcia e preservar sua eficacia no tratamento de infecgcbes em seres humanos.
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ANEXO A

Um modificado protocolo para determinar o risco de resisténcia de multi-
patdgenos contra compostos antibiéticos

Apresenta-se um método para estudos de selecdo de mutantes resistentes. Com a
sua aplicacao pode se ter melhores argumentos para predizer a resisténcia de um
microrganismo contra um composto antibiotico. O protocolo combina as técnicas de
multipla e Unica passagem e a metodologia de concentracdo que prevé mutantes
(MPC) (Figura Al). Além disso, o método é feito por microdiluicdo em placas de 96
pocos 0 que possibilita a avaliacdo de diferentes agentes patogénicos com pouco

gasto do composto antibidtico.

lPassagens seriais —

O O ‘!P""IDEEE* oM
T

il

O O 0,1,2,4,8,16 xCIM
—
——

MPC e Frequéncias

Figura Al — Esquema geral do protocolo para determinacéo do risco de mutantes resistentes a novos

compostos bioativos.

1.  Um indculo inicial de 10® UFC.mL™" de cada estirpe alvo é preparado a partir de
uma placa de cultura crescida overnight.

2. Microplacas de 96 pocos sdo organizadas como se apresenta na Figura A2.
Na primeira fileira (fileira A) sdo colocados 100 pL de Caldo de cultivo sem o
antibiotico (controle) e nas demais fileira se colocam 100 pL do caldo com diferentes
concentracdes de antibidtico: fileiras B e C com diluicbes dobradas abaixo da MIC
(0,25 e 0.5 x MIC), na fileira D a MIC e nas fileiras E, F, G e H, diluicbes dobradas
acima da MIC (2, 4, 8 e 16 x MIC).
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MICRORGANISMOS

Controle <$===
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Figura A2 — Arranjo da microplaca de 96 poc¢os. Cada coluna é inoculada com um microrganismo
diferente (até 12 estirpes), em quanto as filas tem concentracdes crescentes do composto

antimicrobiano.

3. Colocar 1 pL em todas as colunas do inoculo de cada microrganismo. Até 12
estirpes diferentes podem ser testadas. No entanto, se aconselha fazer com replica
biolégica, no caso de acontecer uma contaminacao.

4. Ap6s periodo de incubacdo (35°C por 24h), transferir 1 pL do poco
suplementado com a maior concentracdo do antibiético que apresentava
crescimento (a mesma turbidez do controle) a uma nova placa com meio fresco
(igual a anterior), tendo em conta que 0 poco adjacente sem crescimento sera a
nova MIC.

5. Realizar este mesmo procedimento diariamente (recomenda-se pelo menos 3
semanas de passes seriais).

a. Observacdo: Recomenda-se fazer repiques periodicamente em placa para
conferir se ndo houve contaminagao cruzada ou mesmo externa.

6. Realizar um grafico de linhas apresentando o incremento da MIC no tempo
como no exemplo da Figura A3.

a. Observacéao: Com o fim de evitar gastos desnecessarios do composto, para 0s
microrganismos que nao apresentam incremento significativo na MIC (<4x), ndo séo

Necessarios 0s passos a seguir.
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Figura A3 — Exemplo de gréfico de linhas, apresentando duas estirpes diferentes e seu potencial

para gerar mutantes resistentes ao novo composto bioativo.

7. ApoOs o tempo das mdltiplas passagens, 0s microrganismos dos po¢os com
crescimento na maior concentracao do antibiético (clones resistentes) sdo semeados
em 3 placas com agar livre do antibiético e incubadas. Os pocos adjacentes sem
crescimento, sdo avaliados para concentragao bactericida minima (MBC).

8. ApoOs incubacdo, uma coldnia é usada para realizar multiplas passagem em
placas com agar sem antibiético. Subsequentemente das transferéncias bacterianas
por 10 dias, colonias s&o escolhidas aleatoriamente e sua MIC e MBC sé&o
novamente determinadas pelo método padronizado pela CLSI. Fazer repique em 3
novas placas e realizar os mesmos procedimentos a seguir.

9. Todas as células bacterianas das 3 placas restantes (Paso viii) sao transferidas
para 100 mL de CMH e incubadas durante 18h.

10. As células da cultura sdo concentradas por centrifugacédo a 5000 rpm durante
20 min a 4°C. O sedimento celular € reconstituido em 3 mL de solucdo salina e a
concentracdo de células é determinada pela escala de Mcfarland.

11. 100 pL de cada suspenséo sao inoculadas nas placas com concentragdes de 0
até 32 x MIC. Incubar.

12. ApoOs incubacdo, verificar a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano
em 72h e fazer contagem das colonias em cada uma das placas. A frequéncia de

mutacdo € determinada relacionando o numero médio de UFC que crescem em
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placas suplementadas com o antibiético, comparadas com o numero médio de UFC
obtidas na auséncia do antibidtico. De tal modo, pode ser feito um grafico
comparando o numero de células pela concentragdo de antibidtico (Figura A4).

13. Finalmente, determinar a concentracdo mais baixa de antibiético que evitou o
crescimento dos organismos alvos, esta serd a concentracdo que prevé mutantes

resistentes (Figura A4).

C—O— am
\ r
i

MPC

NCENTRAC &

Figura A4 — Determina¢éo de frequéncias e concentracao que prevé mutantes (MPC) para todas as

estirpes, original, mutantes resistentes e mutante revertida.

14. Analises: Além dos graficos de aquisicdo de resisténcia durante as passagens
seriais e das frequéncias, € possivel realizar um quadro que apresente todas as

variacfes para cada uma das estirpes (Quadro Al):



Quadro Al — Tabulagéo
mutantes resistentes.
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de dados obtidos durante os ensaios com as diferentes estirpes e seus

Parametro

Estirpe Silvestre

Mutante

Mutante Revertida

MIC

MBC

PMC

Frequéncias

Com estes valores o0 pesquisador poderd ter um maior critério sob a efetividade

clinica que tera o antibiético num primeiro momento (com a cepa silvestre) e num

futuro quando se desenvolvam mutantes ao antibiético em questdo. Portanto, as

frequéncias de mutacdo e a concentracdo que prevé mutantes sdo dados mais

acertados do que pode acontecer na pratica, possibilitando inferir sob o risco de

desenvolvimento de resisténcia do composto antibiético.
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Abstract

The emergence of infections caused by antibiotic-resistant bacteria increasing and
the risk of resistance development of new antibiotics candidates must be correctly
evaluated. Methods to evaluate spontaneous resistant mutant (RM) had been
established but estimate ambiguously the frequency and speed of mutants arise. The
real RM rate using many pathogens against a bioactive molecule is necessary to
reduce the potential waste of resources in the development of novel antimicrobial
products. Organocopper Antimicrobial Compound (OAC) produced by Pseudomonas
aeruginosa LV strain was tested by a renovate method of resistance risk assessment
where frequencies and Mutant Prevention Concentration (MPC) were calculated.
Previously, the correlation between copper concentration, time and OAC production
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in submerged batch culture was evaluated. The extracellular compounds OAC were
purified by liquid chromatography. Parent strains and OAC-RMs selected after the
21st passage on antibiotic-containing media was chosen to determine the bactericide
activity and the resistance risk against four clinical pathogens multidrug resistance
(MDR). The OAC bioactivity was observed for electronic microscopy. The results
show enhanced in the OAC obtaining, culture medium between 25 and 50 mg.L™
CuClI2.2H20 increased the production of OAC by up to 15 fold. OAC had high
antibiotic activity against all strains MDR tested with MIC’s and MBC's < 2 ug mL™.
OAC-RM21 bacteria had MPC between < 4 x MIC. Electron microscopy showed that
OAC altered the exopolysaccharide matrix and caused disruption of the cell wall of
the pathogen. This method improved the prediction of the risk of resistance
development of new antimicrobial and the results suggest that OAC have high
potential bioactive and low mutant frequency.

Introduction

Currently, the need for new antibiotic discovery are as important as finding the
probability of developing resistance. Due to the exacerbated use of antimicrobials,
the rapid emergence of resistant bacteria have caused a global public health crisis,
imperilling the efficacy of antibiotics. The antimicrobial resistance (AMR), which
includes multidrug resistance (MDR), is the main challenge in view of the low
treatment success rates and high cause of death worldwide (Ventola, 2015).
Vancomycin resistant Enterococcus (VRE), methicillin-resistant Staphylococcus
aureus (MRSA), and Carbapenem-resistant Enterobacteria (CRE), among them the
bacteria producing the enzyme Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) are
among the most common etiological agents strains associate with greatest risk for
health services due to its increasing rates of antibiotic resistance (Arias and Murray,
2012; Boucher et al., 2009).

Consequently, is very important to predict the resistance risk that microorganisms
can acquire to a bioactive compound during antibiotic development research.
Methods to evaluate in vitro resistance had been established. They allow to estimate
the frequency (single pass), speed of emergence (serial pass) and Mutant Prevention
Concentration (MPC) (Dong et al., 1999; Nagai et al., 2000). However, this assays
carried out separately provide answers that may be ambiguous to identified
resistance mutations and that are highly dependent on the starting inoculum that
might not contain spontaneously resistant mutants (RMs) (Firsov et al., 2015;
Martinez et al., 2011). Therefore, is necessary to determinate a real rate of mutant
risk, this information is significant for both public health and pharmaceutical industry,
in order to reduce the potential waste of resources in the development of a
compound that can be disrupted in the short term due to the development of
resistance (Andersson, 2015). Likewise, is essential to perform tested in many
pathogens and their RMs clones for have a better idea of the factual risk of mutant
arise to the new products.

Extract with antibiotic activity obtained from a culture of Pseudomonas aeruginosa
strain LV, were evaluated against a variety of pathogens and promising results were
obtained (Cardozo et al., 2013; de Oliveira et al., 2011; De Oliveira et al., 2016;
Kerbauy et al., 2016; Munhoz et al., 2017; Murate et al., 2015). Some of these
bioactive compounds has been classified as an organocopper antimicrobial
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compound (OAC) substance with high antimicrobial activity which is produced in the
presence of copper salts in the culture medium. Was necessary to evaluate
bioactivity and resistance risk of the pure OAC against different clinical pathogens to
estimate if this antibiotic have potential to clinical use. Therefore, the aims in this
study were: i) To optimized the CuCl,.2H,0 concentration in the medium and the
fermentation time on the production of OAC, ii) to evaluate the bioactivity of pure
OAC produced by Pseudomonas aeruginosa strain LV on MDR and, iii) to perform
resistance risk studies, proposing a new protocol to new antibiotic compounds.

Materials and methods
Microorganisms

The OAC is produced by Pseudomona aeruginosa (strain LV) isolated from a citrus
canker lesion on a fruit of orange plants (Citrus sinencis cv.Valence) at Astorga, PR,
Brazil (Rampazo, 2004). The strain Xanthomonas axonopodis pv. Citri strain 306
(Xac 306) was used as supernatant activity indicator. The pathogens Klebsiella
pneumoniae ATCC 10031 and Enterococcus faecium ATCC 6569 were used as a
non-resistance strain. The strains SARM N315 and SARM BEC9393 and the clinical
isolated VRE 170 and CRE-Kpn 19 strains were transferred from the collection of
microorganisms from the Microbiology Laboratory of the University Hospital of
Londrina, Parana, Brazil. All bacterial strains were stored at -20°C and in liquid
nitrogen. The bacterial strains were deposited in the Microbial Culture Collection of
the Microbial Ecology Laboratory, Londrina State University, Brazil.

Copper Chloride Effect in OAC Production

The culture parameters and the process of OAC producing is based on the patent
deposited (Patent PI0803350-1 - INPI1 09/12/20092008; Http://www.inpi.gov.br).
Studies carried out to increase the production of molecules with antibiotic activity. For
this, the quantification and the production of the antibiotic compound in cultures
submerged in Nalgene gallons with capacity of 10 L with 5 L of nutrient broth (NB)
with concentrations of 0, 5, 10, 15, 25, 50, 100, 150 and 200 mg.L™ of CuCl,.2H,0
and pH of 6.8. The media were inoculated with 0.1% P. aeruginosa [10° CFU.mL-1]
and kept under a constant aeration system to 1 bar and 28°C for up to 12 days. One
sample of 500 mL of each gallon were taken to 1, 4, 8 and 12 days of production. A 1
ml aliquot was taken to perform the well-diffusion test on agar, and the remaining
supernatant was extracted, purified and quantified. The experiments were done with
biological replicates in different period.

Extraction, Purification and Quantification of OAC

The extraction of the fraction with antibiotic activity was performed as described by
Oliveira et al., (2016). The bacterial culture was centrifuged (20 min at 4 ° C, 9.000
rpm) and the supernatant was concentrated on a rotary evaporator (R 215, Blichi®)
under the vacuum system of -80 KPa at 60°C until at least 95%. Aliquots of the cell-
free concentrated supernatant were treated five time with dichloromethane 1:2 (v:v),
After the dichloromethane phases (DP) were concentrated into vacuum system,
weighed and fractioned by chromatography techniques.
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A Flash Chromatography was run on a glass column (350 mm long with 20 mm
diameter) containing 30 g silica gel 60 (0.04-0.062 mm, Macherey-Nagel) coupled to
a low-pressure pump. Aliquots of 0.25 g of DP mixed with 0.1 g of silica gel 60 were
fractionated using 500 ml of the mobile phase: Petroleum ether: dichloromethane:
Ethyl Ether (65:25:10). The fourth fraction obtained in this phase was denominated
CF4. To purify and quantify OAC production, a semi-preparative Agilent 1260 Infinity
high performance liquid chromatography (HPLC) system was used with a Quaternary
pump, UV-VIS detector at different wavelengths (210, 230, 250, 264, 290, 316, and
360 nm). The volume of CF4 injected to 100 yL after filtration on 0.22 ym PTFE
membranes (Millipore®) chromatographic to a column SB-C18, 4.6x250mm with 5
pum particle size A mobile phase of the HPLC consisted of acetonitrile and water:
starting with a gradient of 60:40 v/v at 80:20 v/v for 2 minutes, followed by a 5:95 v/v
system for 6 minutes in a flow of 2mL.min™. Linearity, limit of quantification and limit
of detection, precision and accuracy were evaluated for a quantification of the OAC.
(4, 16, 32, 64, 128 ug.mL™) diluted in acetonitrile. The pure compounds were
dissolved in CDCI3 or CD30OD at 1,000 ygmL-1. Mass spectra were obtained with an
ESI-MS Quattro LCZ (Micromass,Manchester, UK). 1Hand 13Cnuclear magnetic
resonance spectra were recorded in solution using a Bruker Avance IIl 400 MHz
spectrometer.

Well-Diffusion Method

The agar diffusion test was performance with an inoculum of Xac 306 at a
concentration of 102 CFU.mL™ inoculated in petri dish with nutrient agar (AN) by
pour-plate technique. Wells of 9 mm diameter was performed and filled with 150 pL
of supernatant of P. aeruginosa cultures with different concentrations of CuCl,.2H,0
at 0, 4, 8 and 12 days of production. Sterile culture medium was used as a negative
control. The Plates were incubated at 28 °C for 24 h. The reading was made by
measuring the inhibition halos (mm) minus the well diameter (Balouiri et al., 2016;
Valgas et al., 2007) .

Disco-Diffusion Method in Agar

To evaluate the antibiotic action of the pure substance against the strains studied,
the disc-diffusion test was performed in agar, according to the methodology
recommended by NCCLS (Clinical and Laboratory Standards Institute, CLSI, 2012).
The disks were prepared with a concentration of 10 pg.disk™* of OAC. The effect of
the antibiotic compound under the different strains was evaluated placed the disk on
Petri dish with 20 mL of Mueller-Hinton agar (MHA) inoculated with a cell
suspensions of 10 CFU.mL™ of different strain cultured. The negative control was
only chloroform, the dilution solvent of the antibiotic compound. The plates were
incubated at 37 °C for 24 h, and the size of the inhibition halo diameter in millimetres
(mm) was measured. The experiment was performed with biological replicates and
the antibiotic effect was determined by the mean of the size of the inhibition halos
formed around the wells.

Minimum Inhibitory Concentration

The minimum inhibitory concentration (MIC) was determined by the broth
microdilution method according to the methodology recommended to CLSI
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guidelines. All tests were done on cation-adjusted Mueller-Hinton broth (MHB+) and
the cell concentration was adjusted to approximately 5 x 10°> CFU.mL™. After 18 h of
incubation at 37 °C, the MIC was defined as the lowest concentration of the antibiotic
OAC without visible growth. Experiments were performed by triplicate with three
replicates at different periods.

Minimum Bactericidal Concentration

An aliquot of cells the wells from the MIC microbroth plate that had been incubated
was resuspended and plated in fresh MHA, and the colonies were counted after
incubation for 24 hours at 37 °C. Minimum Bactericidal Concentration (MBC) is
defined as the first dilution of drug which resulted in a decrease of 99.9% over the
initial bacterial titter of the starting inoculum. The experiments were performed with
duplicates with three replicates.

The Resistance Risk of Multiple Pathogens to OAC a New Antimicrobial Compounds

This protocol was based on a variation and a combination of the techniques of multi /
single pass and the methodology of MPC (Mutant Prevention Concentration)
described elsewhere (Firsov et al., 2015; Metzler et al., 2013; Nagai et al., 2000).
Briefly, to select OAC-RMs, serial passages of strains were performed daily with
MHB containing consecutively increasing concentrations of OAC. An initial inoculum
of 10° CFU.mL™ was dispensed into 96-well plates with 100 uL per well. OAC was
added at concentrations of 0, 0.25x, 0.5x, 1x, 2x 4x, 8x and 16x MIC. After 24 hours
incubation at 35 °C and aliquot of 1pL of the well from OAC highest concentrations
with visible growth were used to inoculate the subsequent fresh micro-broth plate.
After the time of the multiple passage (21 days), the microorganisms of the wells with
growth in the highest concentration of the antibiotic was blanched in three plates with
antibiotic free agar. As well, adjacent wells without visible growth was evaluated
(MBC). One colony was used for serial passage for 10 days without OAC and
another cells were used to inoculate 100 mL of broth before 18h incubation at 37 °C
under continuous shaking. .An aliquot of 100 uL of the bacterial suspension was
spread on agar containing 0, 1x, 2x, 4x, 8x, 16x MIC of OAC. The plates were
incubated at 35 °C for 48 h. The MPC and the selection frequency to the original
strain, their OAC-RM clones and revert mutant were determined as described the
authors above. The experiments were performed with biological replicates.

Electronic Microscopy

Bacterial suspensions (10'° CFU) of the N315 and Kpn19 strains were incubated with
and without OAC were spotted onto polylysine-coated glass slides and stored at 28
°C for 1 hr for drying. The slides were then fixed into a solution containing 2%
paraformaldehyde and 2.5% glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer (pH 7)
for a period of 12 h. After fixation, the slides were washed with 0.1 M sodium
cacodylate buffer (pH 7) and post-fixed in a solution of 1% OsQO, for 2 h. The samples
were dehydrated in ethanol at concentrations of 70, 80, 90 and 100%, and then dried
by critical point in CO, (BALTEC CPD 030 Critical Point Dryer). After drying the slides
were coated with gold (BALTEC SDC 050 Sputter Coater) and visualized on
Scanning Electron Microscopy (SEM, FEI Quanta 200).
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For the performance of the assay of Transmission Electronic Microscopy (TEM),
microorganisms were incubated with and without OAC, and centrifuged at 4000 rpm
for 5 min. The pellets were resuspended, washed with PBS, centrifuged and fixed as
described above. After dehydration in a series of ethanol, the material was included
in Araldite®. Ultra-thin cuts of 60-70 nm (Leica ULTRACUT UCT Leica UCT) were
made in the block and contrasted with 2% uranyl acetate for 15 min and lead citrate
for 20 min and observed using on TEM (FEI Tecnail2).

Cytotoxicity assay

The LLCMK2 cell line was cultured into 96 well culture plate at a density of 2.5 x 10*
cells/well as described a and incubated for 24 h at 37 °C in 5% CO, atmosphere. At
confluence, non-adherent cells were removed by washing with sterile PBS. The
medium containing different concentrations of OAC ( 0 to 32 ug/mL) were added to
each well containing the cells, and the plates were incubated for 72 h. Cells cultured
in growth medium alone or in the presence of 3% DMSO were used as controls. Cell
viability was determined by the MTT [dimethylthiazol diphenyl tetrazolium bromide
(Sigma Chemical Co., USA)] method according to the manufacturer’'s
recommendation. The concentration of the compounds needed to inhibit the viable
cells up to 50% by regression analysis correspond the 50% cytotoxic concentration
(CC50/72h) and the selectivity index (SI) were calculated using this equation: SI =
CC50/1C50.

Statistical analyses.

Statistical analysis and graphics were performed by using R software (www.r-
project.org). Statistically significant differences were calculated by Tukey statistical
method. P values of <0.05 were considered significant.

Results
Well-diffusion Test

The supernatant of P. aeruginosa strain LV cultures in NB with different
concentrations of CuCl,.2H,0 was evaluated by well-diffusion test in agar to
determine antibiotic activity against Xac306. The mean * standard deviation of the
inhibition zone diameter to each treatment at 1, 4, 8 and 12 days of fermentation are
shown in Table 1 — Antibiotic supernatant activity produced by Pseudomonas
aeruginosa LV strain with different concentration of CuCl2.2H20 against Xcc306 by
the well-diffusion method in agar. Inhibition zone diameter [mean + sd1(mm)] at
different fermentation days

. Bacterial cultures with 10, 15, 25 and 50 mg.L™ of CuCl,.2H,0 present a significant
difference in the inhibition halo diameter of cultures with 100, 150 and 200 mg.L™* of
CuClI2.2H20 at the 4, 8 and 12 days of fermentation with a confidence level of 95%
(a =0.05). In addition, no antimicrobial activity was observed in the cultures in the
absence of CuCl,.2H,0 and on the first day of fermentation.

OAC Obtaining
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The OAC was extracted from the supernatant of P. aeruginosa cultures by
partitioning with dichloromethane (PD) and purified by chromatographic absorption
techniques. The fourth fraction obtained for flash chromatography (CF4) was
collected and analyzed for HPLC. Determining of the method linearity (R = 0.999),
detection limit (0.3 mg. L™*) and the limit of quantification (1 mg. L"), was observed
that about 80% of the fraction obtained in the flash chromatography corresponded to
OAC (Fig. S1). The peak with retention time of 3.611 min was quantified and
collected to thereby obtain OAC pure, which had a mass of 265.92 m/z (Fig. S2) in
according with (De Oliveira et al., 2016).

Figure 1 shows OAC production for each culture medium at the four different sample
collection times. OAC not detected on the first day production and medium without
CuCl,.2H,0 copper chloride not produced OAC. No Significant differences between
cultures with concentrations less than or equal to 50 mg.L™ in the production of OAC.
The highest productivity was in medium culture between 25 and 50 mg.L™
CuCl,.2H,0 and those are significantly different of medium with concentrations
greater or equal to 100 mg.L-1 of CuCl,.2H,0 on days 4, 8 and 12 of fermentation,
with 95% confidence.

Bioactivity and Resistant Mutants to OAC

The results to obtain OAC resistant mutants in the presence sub-MIC level over a
period of 21 days (OAC-RM21) are shown in the Figure 2. Serial passaging of K.
pneumoniae (ATCC 10031 and CRE Kpn-19) cultures on OAC containing medium
led to a moderate loss in susceptibility, the MIC of OAC increased gradually mainly
to: 4-fold elevation and 8-fold after the 21st passage for ATCC 10031 and Kpn-19,
respectively. However, the MIC decreases again when the mutants are serially
pegged for 10 days in medium without the OAC (OAC-RM+10), suggesting a
tendency to retreat to the original MIC (Figure 3). Serial passage of S. aureus and E.
faecium in the presence different concentrations of OAC over a period of 21 days
failed to produce resistant mutants.

The Table 2 presents the OAC susceptibility tests disc diffusion on agar (10 pg.Disc
1y, MIC and MBC for every bacteria include OAC-RM21 and OAC-RM+10. The MPC
was determined as the OAC concentration required to prevent the recovery of
resistant mutants when ~10*° CFU to each strain was applied on OAC-containing
agar plates (Figure 3). After 48 h of incubation at 35 °C, no resistant colonies were
detected, all strains were unable to produce mutant resistant even when plating on
media with a low dose (4x MIC) of OAC, giving the calculated frequency of
resistance to OAC of <10”®°. The frequencies of resistant clones in presence of 2x
OAC were determined as well. The MPC and frequencies are presented in the Table
2.

Ultrastructural analysis

The ultrastructural details of fluopsin C-treated cells were further examined at 1 h
post-treatment with Scanning Electron Microscopy (SEM) and Transmission Electron
Microscopy (TEM). SEM exhibits the antibiotic bioactivity of OAC. When clinical
isolates of K. pneumoniae and MRSA were incubated with OAC for one hour, a
reduction in the number of CFU and decrease in extracellular matrix formation was
observed compared to the control in the absence of OAC (Figure 4). Treatment with
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OAC caused pronounced morphological alterations in the planktonic cells (Figure 4
B). Deformed cells were observed treatment compared to untreated cells (Figure 4
A), presenting a disruption of the cell wall forming depressions in the configuration of
the bacterial skeleton (Figure 4 B). Cytoplasmic alteration and vacuolization was
apparent after treatment with OAC compared with control cells by TEM (Figure 5).
The plasma membrane was intact but the cell exhibited low electron density
possibility from failure of the ionic pumps in the plasma membrane.

Cytotoxicity assay

The LLC-MK2 Cell cultures were tested for sensitivity to OAC. The Fig. S5 shows a
percentage of viable cells treated with different concentrations of OAC after 72 h of
incubation. Less concentrations to 1 ug.ml™* of OAC have a cell viability greater than
90%. The CCso ;721 Was near 2 pg.mL™ of the pure compound, according to the MTT
assay.

Discussion

Current treatments of infections are often unsuccessful, due to continued selection of
MDR against a large number of antibiotics that evidence the need for the discovery of
novel drug candidates. Several studies have presented the antibiotic effect of the
secondary metabolites of Pseudomonas sp. against clinical pathogenic resistance
bacterial. The F3d fraction, produced by P. aeruginosa LV strain, showed activity
against N315, BEC9393, ATCC 10031 and CRE-Kpn 19 strains (Cardozo et al.,
2013; Kerbauy et al., 2016), being OAC the major component with antibiotic activity
of these fractions (De Oliveira et al., 2016). OAC production was undetected in the
absence of CuCl,.2H,0 during 12 days of the fermentation indicating that copper is
essential part of the activity molecule. In this work, a culture medium with
concentrations between 15 to 50 mg.mL™ of CuCl,.2H,0 had a productivity up to 10
mg.L™ in 8 days, increasing the OAC production by up to 15 fold in comparison with
previously published methodologies (Cardozo et al., 2013; de Oliveira et al., 2016;
Kerbauy et al., 2016). Apart from the conditions of culture, the purification procedures
are also different which facilitated the obtaining of the pure compound.

Substance OAC demonstrated a potential increase in 250-fold activity when
compared with the F3d fraction, and it was required 50-fold less concentration for the
formation of inhibition halos with equal or greater diameters when compared to the
published data with the less purified fractions. In addition, OAC showed a decrease
in MIC of 30 and 125-fold, when tested against K. pneumoniae and S. aureus,
respectively (Cardozo et al., 2013; Kerbauy et al., 2016).

OAC had a potent effect against Gram positive and Gram negative bacteria with
MICs comparable to commercial antibiotics commonly used in clinical practice such
as vancomycin and new antibiotics such as linezolid, teixobactin and daptomycin
(Firsov et al., 2015; Ling et al., 2015). The electronic microscopy allows to observe
the bactericidal activity of OAC in treated cultures compared to not treat. These SEM
and TEM studies enabled us to demonstrate that OAC induced cell lysis and
degrading the cellular matrix. Similar effects with F3d fraction has been reported
elsewhere (Cardozo et al., 2013; Kerbauy et al., 2016).
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Previous studies using serial passages method selected RMs of k. pneumoniae, S.
aureus, Escherichia coli, Streptococcus pneumoniae to antibiotics such as
Fluoroquinolones, Linezolid, Daptomycin, Vancomycin, increasing MIC 100 fold more
than the original strain in a few days (Firsov et al., 2006, 2015; Ling et al., 2015;
Nagai et al., 2000; Strukova et al., 2017). In the present study, OAC-RMs were no
obtaining of Gram positive bacteria after 21st serial passages in presence of sub-
inhibitory concentrations of OAC. ATCC 10031 produced OAC-RM21 increasing 4 x
MIC but their stability has been affected when 10th transfers have been made on
antibiotic-free media, resulting in the decrease from MIC, in some cases, return to the
original MIC. These results suggest that OAC-tolerant clones of K. pneumoniae can
be obtained with the multi-pass (21st days) technique in the presence of the antibiotic
(Table 2 and Figure 2). However, the MIC increase is lower when compared with
another antibiotics of previous studies, mentioned above.

Otherwise, MDR isolated of K. pneumoniae show best resistance mechanism. CRE-
Kpn19 produced OAC-RM21, which elevated 8x MIC (from 2 to 16 pug ml™). However,
the MPC just increment in 2 fold (from 8 to 16 pug ml™), which suggests, a great
difficulty of the bacteria to generate resistance to OAC in concentrations >16 ug ml™.
In addition, the resistance frequencies to OAC were inferior of 10 demonstrating a
low probability to produce spontaneous RM’s. Likewise, it is possible that the
increase of the MIC of CRE-Kpn19 was possibly by intrinsic resistance mechanisms
such as efflux pumps, can is evading the action of OAC. Further molecular studies
should be made to determine which defence mechanisms.

Research of the novel antibiotics without resistance has been published (Ling et al.,
2015; Moreira et al., 2016). However, just were evaluated against few susceptible
strains. The method in this work allowed and showed the importance to evaluate the
resistance risk of new antibiotic against multipathogens and their RMs with little
compound expense. Proposes of molecular techniques (Andersson, 2015; Martinez,
2011) and dynamic models of ‘anti-mutant’ ratios (Firsov et al., 2015; Strukova et al.,
2017; Yu et al., 2017) also are important methods that can to improve the prediction
mutational resistance of promisors antimicrobial substances before its clinical
introduction.

Though the cytotoxicity in epithelial cell, OAC have a high potential for the
development of a new antibiotic for clinical use after improve the selectivity and to
achieve preclinical assays. Elementary analysis, mass spectrometry, chemical
proprieties and biological activity indicate that OAC is identical to YC 73, a compound
of the fluopsin/thioformin family (fig. S2 - S4) produced by Pseudomonas sp and
described in earlier studies (Itoh; Inuzuka; Suzuki, 1970; Egawa; Umino; Yukio, 1971;
Otsuka et al., 1972).

Conclusions

This work determined that the best concentration of CuCl,.H,O in the culture medium
for OAC was 25 mg.L™ with a mean production of 8.5 mg.L™. Two chromatographic
methods of CLAF and HPLC were developed to obtain a high degree of purity of the
compound. OAC showed a potent in vitro effect with MICs and CBMs < 2 ug.mL*for
the parent strain and increase of up to 8x MIC to OAC-RM21. This is the first activity
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and resistance risk study, evaluated by a renovate microdilution multi-pass
technique, of OAC against MDR’s and their OAC-RMs strain. The results obtained
may lead to the revival of OAC (YC 73 or fluopsin C) as a potent antibiotic with low
frequency of inducing antibiotic-resistant mutants and can be a good treatment
against biofilms that are main problems in health services and in the biotechnological
industries for persister cells. However, further studies are needed to determine the in
vivo efficacies and cytotoxic effects for their utility in clinical applications and
therapeutic potential for the treatment of infections, especially those of difficult
treatment caused by MDR.
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Table 1 — Antibiotic supernatant activity produced by Pseudomonas aeruginosa LV
strain with different concentration of CuCl,.2H,0 against Xcc306 by the well-diffusion
method in agar. Inhibition zone diameter [mean + sd*(mm)] at different fermentation
days

Fermentation Day

CUC|2.2H20
(mg.L-1) 1 4 8 12
0 NA* NA NA NA
5 NA 3,50 +1,51™ 11.16 + 1,16™ 11.83 + 1,47
10 NA 11,50 + 1,22% 13,83 +1,32% 13,66 + 1,36%
15 NA 12,83 +1,16% 13,83 +1,47% 14,33 +1,21%
25 NA 14,50 + 3,612 16,50 + 1,40° 16,66 + 0,812
50 NA 14,66 + 1,862 14,83 + 1,60% 15,00 + 1,67®
100 NA 0,66 + 0,51° 7,66 + 1,50 7,83 + 1,33
150 NA 0,33 +0,51° 6,50 + 1,05% 6,33 +2,73¢
200 NA 0,33 +0,51° 2,50 + 1,38° 3,50 + 2,58¢

' Different letters indicate a significant difference (p <0.05) in the column by Tukey's test.
* NA: No Activity.

Table 2 — The OAC susceptibility tests disc diffusion on agar (10 ug.Disc™?), MIC,

MBC, MPC and mutant frequencies for parent strain and RMs.

. t Halo MIC MBC MPC Mutant Frequency
Strain OAC (mm)  (ugmL")  (ugmL?Y)  (ugmL? 2xMIC 4xXMIC
It v v

MRSA PS 40 0,5 1,0 4,0 ~4,2*10° ~9,2*107
N31% RM21 32 1,0 1,0 4,0 ~2,6*10® <1,8*10™%
RM+10 39 0,5 1,0 4,0 ~5,0 *10” <1*10"°
MRSA PS 40 1,0 1,0 4,0 ~6,3*10°® <1,5*10™%
BECO393 RM21 38 1,0 1,0 4,0 ~6,5* 107 <2,5*10™%°
RM+10 40 1,0 1,0 4,0 ~8,8* 10" <4,4*10™"
ATCC PS 36 1,0 1,0 4,0 ~4,4%10°® <6,0 * 10®
6560 RM21 35 1,0 1,0 4,0 ~6,0*107  <1,3*10™%
RM+10 33 1,0 1,0 4,0 ~9,8*107  <2,4*10™%
PS 39 1,0 1,0 4,0 ~8,0 *10°® <8,8*10°
VRE-170 RM21 28 2,0 2,0 8,0 ~4,3*10° <2,5*10™%°
RM+10 32 1,0 1,0 4,0 ~8,4* 107 <5,7*10™%°
ATCC PS 30 1,0 1,0 4,0 ~3,3*10°® <1,6 10
10031 RM21 21 4,0 4,0 8,0 ~3,8*10" <1,9*10™"
RM+10 28 2,0 2,0 4,0 ~6,6 * 10’ <3,2*10™"
CRE PS 22 2,0 2,0 8,0 ~4,0*10%  <35*10™%
kpn19 RM21 9 16,0 16,0 16,0 <35*10"° <35*10™"
RM+10 12 4,0 4,0 8,0 ~4,8*107 <2,4*10%

T PS: parent strain; RM21: OAC-RM strain after 21st passages of the parent strain on antibiotic-
containing media; RM+10: strain after 21st passages of the parent strain on antibiotic-containing
media plus 10th passages on OAC-free media.
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Figure 1 — Production of OAC in NB with different concentrations of copper chloride dehydrate at various fermentation times. (*)
Capital letters different have significant differences between treatments on the same day and (**) Lowercase letters different
present significant differences on the days of fermentation for the same treatment
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serial passage on OAC-containing MHB (OAC-RM21) and the final MIC when the mutants
are serially pegged for 10 days in OAC free medium (OAC-RM+10)
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Figure 3 — OAC-MPC determination with S. aureus (MRSA N315 and MRSA
BEC9393), E. faecium (ATCC6569 and VRE 170) and K. pneumonia (ATCC 10031

and CRE-Kpn19) parent and OAC-RMs strains.
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large number of Klebsiella pneumoniae present with intact appearance and high

extracellular polysaccharides production. Down, K. pneumoniae treated with fluopsin
C (1h), showing decreased number of bacteria presenting a disruption of the cell wall
forming depressions in the configuration of the bacterial skeleton and lessened of
extracellular matrix. (B) Above, MRSA-N315 control, great number of bacteria with

intact appearance and high extracellular polysaccharides production. Down, MRSA-
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N315 strain treated with fluopsin C (1h), showing decreased number of bacteria and

extracellular matrix.
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Figure 5 — Transmission electron micrographs. A) Control (above) and fluopsin C-
treated cells (down) of K. pneumoniae. B) Control (above) and OAC-treated cells
(down) of MRSA. TEM studies enabled us to demonstrate that OAC-induced internal

cell damage
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Fig. S1 — HPLC chromatogram of CF4 fraction in different wavelengths (264, 220, 210,

316, 250, 366, 230, 290 nm, respectively). The peak with retention time of 3.611 min

was quantified (R? = 0.999) and collected
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Fig. S2 — ESI-MS (positive mode) of the natural organocopper antibiotic compound

(OAC) produced by Pseudomonas aeruginosa LV strain. Mass = 265.92 m/z
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Fig. S4 — Chemical structure of organocopper antibiotic compound (OAC) identical to

fluopsin C
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ABSTRACT

The clinical development of antibiotics with action against untreatable Klebsiella
pneumoniae is a priority. Fluopsin C is an antibiotic with high activity against multidrug-
resistant (MDR). We investigated the clinical potential of fluopsin C to treat by MDR
infections. The therapeutic efficacy of fluopsin C given by intravenous administration
was evaluated in alternative and murine models of K. pneumoniae acute sepsis.
Fluopsin C showed in vitro toxicity and the lethal dose was determinate in Tenebrio
molitor larvae. The efficacy of fluopsin C was also demonstrated in mice. In addition,
acute and chronic histopathology studies showed no toxicity in kidney and moderate
toxicity in liver. These results support the further evaluation of fluopsin C as a novel

therapeutic agent for the treatment of MDR sepsis infections.
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INTRODUCTION

Klebsiella pneumoniae is a gram-negative, facultative anaerobic, primarily
opportunistic bacterium that can be nosocomial or community acquired, is a difficult-to-
treat human pathogen causing a wide range of infections, especially in the respiratory
tract. These infections, such as pneumonia, cystic fibrosis and sepsis are disease where
K. pneumoniae carbapenemase (KPC)-producing Enterobacteriaceae infections are
associated with therapeutic failure and increased mortality (1, 2). The challenge is
discovery and development a novel antibiotics with high activity against multidrug-
resistant (MDR) mainly untreatable Gram negative bacteria (3). Currently, few antibiotic
compounds are in late stage of pre-clinical or clinical development.

The development of molecules complexes with metals as potential medicinal
agents has been on the rise of the last decade (4). Fluopsin C is an organocopper
antibiotic compound that has been purified and isolated from, Pseudomonas sp and
Streptomyces. Previous studies demonstrated that fluopsin C exhibited strong
antimicrobial properties (5-7). In fact, our research group has demonstrated the high
antibiotic activity associated with the bactericidal effects against planktonic cells and
biofilm of KPC-producing K pneumoniae isolates, making this substance a great
candidate to develop new antibiotics to use in the control of infections caused by KPC-
producing strains and other MDR (8, 9).

Consequently, fluopsin C should be evaluated to confirm the possibility to use this
antibiotic substance as an alternative to treat human infections. Thereby, new assays to
evaluate the toxicity, pharmacokinetic and efficacy of fluopsin C as well as histology and
pathology studies in organs are required to determine the potential therapeutic of this

old antibiotic compound. In this study, to evaluate the hemolytic and cytotoxic of the
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fluopsin C, we used blood and mammalian cells culture. Invertebrate models with larvae
of T. molitor were used to evaluate the lethal concentration before to determine the
efficacy against k. pneumonia KPC-isolated by intravascular administration of fluopsin C

in experimental murine pilot model. As well, the profile and histopathology in liver and

kidney were studied.
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MATERIALS AND METHODS
Bacterial strain. KPC-producing K. pneumonia (CRE-Kpn 19) is a hospital-

acquired clinical isolate from a patient with bacteremia in University Hospital of Londrina,
Parand, Brazil. It is resistant to commercial antibiotics but was sensible in vitro to

fluopsin C (8).

Antibiotics. Fluopsin C was produced by P. aeruginosa LV strain in nutrient
broth supplied with 25 mg/L of cooper. After 10 days the bacterial culture was stopped
and centrifuged for 20 min at 9000 rpm and 4 ° C, followed by the extraction of the
supernatant with dichloromethane. The extract was purified by flash chromatography
with silica gel 60 (0.04-0.062 mm, Macherey-Nagel) coupled to a low-pressure pump
and washed using mobile phase with petroleum ether: dichloromethane: Ethyl Ether
(65:25:10). A semi-preparative Agilent 1260 Infinity high performance liquid
chromatography (HPLC) system was used to purify the antibiotic compound. The mobile
phases used were acetonitrile and water with flow of 2mL.min™ and injection volume
was 100 pL at column SB-C18, 4.6x250mm with 5 ym particle size monitored at 264 nm
(UV =VIS). Fluopsin C was collected, dried and reconstituted in RPMI medium and

DMSO 3%.

Hemolytic assay. Hemolytic activity was determined as described previously
(10). By incubating suspensions of human red blood cells ten-fold serial dilutions of
fluopsin C. Red blood cells were rinsed three times in PBS by centrifugation for 3 min at
3000 rpm at 25 °C. The red blood cells plus Triton X-100 (10%) were incubated at room

temperature for 1 h (positive control), in RMPI (blank), or fluopsin C at concentrations of
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0.2, 2.0, 20 and 200 ppm. The samples were centrifuged at 5000 rpm for 5 min at 25 °C,
and the supernatant was separated from the pellet, and its absorbance measured at 540
nm. The relative optical density compared to that of the suspension treated with 10%

Triton X-100 was defined as the percentage of hemolysis.

Cytotoxicity assay. The LLCMK2 cell was cultured into 96 well culture plate (2.5
x 10 cells/well) and incubated for 24 h at 37 °C with 5% CO2 atmosphere. At
confluence, non-adherent cells were removed by washing with sterile PBS. The medium
containing different concentrations of fluopsin C (0, 0.2, 2, 20 and 200 ppm) were added
in the respective concentrations and replicate and incubated for 24 h at 37 °C. Non-treat
cells or cultured in the presence of DMSO 3% as considered as control. Cell viability
was determined by the MTT [dimethylthiazol diphenyl tetrazolium bromide (Sigma
Chemical Co., USA)] method according to the manufacturer's recommendation. The
concentration of the antibiotic needed to inhibit the viable cells up to 50% by regression

analysis correspond the 50% cytotoxic concentration (CCsgj24n).

Animals Experiments. The toxicity studies with T. molitor (Coleoptera) larvae
was carried using larvae with 150 + 20 mg, clear and uniform color, T. molitor was
cultivated in our lab as described previously (11). All growth stages are kept together in
single plastic containers with a rearing medium consisting of white flour and wheat bran
to which bread and vegetables are added periodically. The surface of the culture was
covered with filter that is sprayed with water to provide moisture on a daily basis. The
containers are stored in dark places, at ambient humidity and under temperature-

controlled conditions (28°C).
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The mice used was immunocompetent female Swiss albine (7 £ 1 week old and
32 + 3 g) maintained in polypropylene boxes with wood shaving bedding and provided
with sterilized water and commercial feed (Nutival®) throughout the experiment. The
mice were kept in ventilated shelving with temperature (24 °C), humidity of (55%) and
photoperiod of 12/12 hour controlled. The mammalian studies were previously submitted
and approved by the Committee of Ethics in the Use of animals of the State University of

Londrina (protocol n°6886.2015.28).

Lethal concentration in invertebrate model. To evaluate the cytotoxic effect of
the fluopsin C, The invertebrate inoculation model used in larvae of T. molitor as
described previously (11) with minor modifications. The infection was achieved by
injecting the fluopsin C into the hemocoel using a Hamilton syringe, at the second or
third visible sternite above the legs, in the ventral portion. Each larva in each group of 10
animals received 5 uL of the fluopsin C of two-fold dilution (2 - 64 ug per larva). S
considered as a control group larvae injected with sterile diluent (placebo, RPMI with
DMSO 3%). After infection all larvae were incubated at 37 °C in Petri dishes containing
rearing diet. The results were shown by the number survival, and melanization and
response to physical stimulus by gently touching the larvae, were observing for eight

days. All treatments was in triplicates.

Pharmacokinetic Studies. Serum antimicrobial concentrations were determined
for seven groups of three healthy Swiss mice used for each collection time. Single dose
i.v. administration of fluopsin C (2 mg/Kg of body weight). For sets of three animals 0,

15, 30, 60, 120, 240, 480 min after drug administration, blood samples were obtained
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from mice via cardiac puncture concentrations of fluopsin C. The blood collected in
microtubes was centrifuged immediately after collection at 3,000 rpm for 5 minutes at
room temperature, and the serum was separated and stored in a freezer at -20 ° C until
analysis.

Extraction of fluopsin C from serum was performed using acetonitrile at low
temperature (~ 4 ° C), 500 L of the solution containing the internal standard (Phenazine
carboxyamide-PCN) in acetonitrile was added to 100 pL of the serum collected at each
time. The sample was vortexed and centrifuged at 4°C for 5 minutes at 3,000 rpm. The
ACN: H,O phase was filtered using 13 mm PTFE-pore filters of 0.22 ym - and the
analysis was continued for fluopsin C quantification using ultra-pressure liquid

chromatography—tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS).

Experimental murine model. Groups of 6 mice were inoculated intravenously
(i.v.) with 0.1 mL different doses (0.5 — 16 mg/Kg) of fluopsin C or infected
intraperitoneally (i.p.) with 0.5 mL different concentrations (10° to 10° UFC/ mL) of CRE-
Kpn19 strainto determine of Lethal Doses (LD) or Lethal Inoculum (LI), respectively.
Control group were Injected with placebo. Mice were maintained under the same
conditions as above and survival was observed for 48 h. The protective dose (PD) of
fluopsin C was determinate, antimicrobial therapy was initiated 4 h after of i.p. infection
with a LI (4.1 x 10" UFC/ mL) of CRE-Kpn19. Groups of 12 mice were randomly ascribed
to the following groups: (i) control 1 (infection with treatment placebo), (ii) fluopsin C
administered once i.v. at 1 mg/Kg, (iii) fluopsin C once administered i.v. at 2 mg/Kg, (iv)

fluopsin C administered i.v. at 3 mg/Kg, (v) fluopsin C twice administered i.v. at 1
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mg/Kg/8h, (vi) fluopsin C twice administered i.v. at 2 mg/Kg/8h. Mortality was recorded

over 96 h.

Histological Study. The histopathological analysis, cohorts of 2 mice were
euthanized at 1, 10, 20, 40 days after treatment with 2 mg/Kg of fluopsin C or placebo,
one i.v. dosing. Kidney and liver were excised and fixed in 10% neutral buffered
formaldehyde. Paraffin-embedded tissues were dehydrated in ascending series of ethyl
alcohol, diaphanized in xylol and included in paraffin. 5 ym sections were stained with
hematoxylin and eosin (H.E.). These sections were analyzed qualitatively and
guantitatively.

The qualitative analysis was performed by sampling using ten magnified 400x
images of the liver and five images enlarged 100x of the kidney of each animal. In the
liver, the presence of congestion of veins and sinusoids, vacuolization of the hepatocyte
cytoplasm, inflammatory infiltrate, necrosis and hemorrhage were evaluated. In the
kidney, the presence of capillary congestion, edema, necrosis, inflammatory infiltrate
and hemorrhage in the glomerular corpuscles were evaluated; In addition, the presence
of cytoplasmic vacuolization, scaling and position of the nucleus in the cells lining the
tubules present in the cortex were observed. These analyzes were based on scores: O -
absent, 1 - discrete, 2 - moderate and 3 - accented.

For quantitative analysis, specific portions of organs are collected and compared
using ImageProPlus software version 2.5.3. In the liver, we counted the number of
hepatocytes with one or two nucleus, hepatocytes with condemned chromatin, and
hepatocytes with vacuolization in the cytoplasm. In addition, the area of 100 nucleus of

hepatocytes per animal was measured. In the kidney, the Bowmann area of ten



92

glomerular corpuscles of each animal was measured. In addition, the diameter of 50

proximal tubules and 50 distal tubules of each organ.

RESULTS

Cytotoxic and Hemolytic effect of fluopsin C in vitro. The cytotoxicity and
hemolytic assays of fluopsin C on LLC-MK2 and human erythrocytes, respectively.
fluopsin C at 220 ug.mL™ showed highest toxic activities (>90%) and the CCsgjan of both
LLC-MK2 and red blood cells was near 2 pg.mL™. When fluopsin C was lower than 2

ug.mL™* and no cytotoxicity or hemolytic effect was observed (Figure 1).

Toxicity of fluopsin C in vivo. Larvae of T. molitor treated with 2 and 4 pg of
fluopsin C did not show toxicity effect, whereas those treated with 8 and 16 ug showed
toxicity of 80% and 58%, respectively. In the concentrations of 32 and 64 ug per larva
was observed high toxicity producing death of all larvae in 96 h (Figure 2 A).

After observed the high antibiotic activity of fluopsin C against in vitro on K.
pneumonia (MIC = 2 ug/mL), the therapeutic potential was evaluated in bacterial
infection in vivo. Previously, the DL of fluopsin C was determinate, and doses less than
4 mg/Kg (LDsp) was not toxicity for mice at 96h while the doses increased the lethality
was observed after 48h (Figure 2 B). Serum fluopsin C levels were no detected in any

moment by HPLC-MS/MS methods.

Efficacy of Fluopsin C. The evaluation of the in vivo activity of fluopsin C was
performed in a model of sepsis in animals, Swiss mice were i.p. infected with a Llgg of

CRE-Kpn19 and later therapy with fluopsin C or placebo were carried. Mice treated with
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a single dose of 2 mg/Kg and two doses of 1 mg/Kg/8h (treatments iii and v,
respectively) showed a survival of 50% and 42% in 72h, respectively. Mice inoculated
with only one dose of 1 mg/Kg (Treatment ii) showed a survival of 25% in 48h and 17%
in 96h. Mice treated with 3 mg/Kg and two doses of 2 mg/kg/8h showed a death of all

animals even faster than infected and non-treated (Figure 3).

Histopathological examination. Liver and kidney of mice were collected at 1,
10, 20, 40 days after treated with fluopsin C or placebo. In the control group no changes
on the liver morphology was observed. All mice treated with placebo presented areas
with discrete vacuolization of the hepatocyte cytoplasm and discrete inflammatory
infiltrate. Mice treated with 2 mg/Kg of fluopsin C presented moderate vessel congestion,
inflammatory infiltrate and hemorrhage and marked cytoplasmic vacuolization in all
times (Table 1) and no necrotic area was observed during any time (Figure 4). Fluopsin
C did not cause a significant change in the number of hepatocytes with one or two
nucleus and condensed chromatin. Also differences among median of nuclear area of
hepatocytes in each group to all time was observed (Figure 5A). The number of
hepatocytes with vacuolated cytoplasm and displaced nucleus was also observed
(Table 2).

The gualitative results of the kidneys were not observed capillaries congestion,
edema and necrosis in glomerular corpuscles. A discreet inflammatory infiltrate and mild
bleeding were observed. In the tubules, a slight vacuolization of the cytoplasm, scaling
and nuclei positioned at the center of the cell. Differences among the sums of the

glomerular corpuscles, changes in the Bowman’s space and tubule diameters of the
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kidney in each group were observed (Figures 5 B, C and D). The renal cortex showed

no significant difference between mice treated with fluopsin C and placebo (Figure 6).

DISCUSSION

Current antibiotic treatments of K. pneumoniae infections are often unsuccessful,
due to increasing rates of the presence of antibiotic resistance genes, MDR strains, and
the number of drug candidates in clinical development is low. Secondary metabolites of
P. aeruginosa in medium with copper were used to identify a class of metal complexes
with biological molecules showing antibacterial activity. fluopsin C has potent in vitro
activity against K. pneumoniae, including resistant strains or no susceptible to
carbapenemem and is also active against other Gram-positive pathogens, including
clinical isolates of Staphylococcus aureus and Enterococcus faecium (8, 9).

In previous studies, fluopsin C was associate with chemotherapeutic potential, but
the high acute toxicity in animal showed unfeasible to use fluopsin C to treat MDR
infection in humans (5, 12). Recent studies provide new data that support the
development of fluopsin C as an alternative to treat infection (13, 14), indicating that
fluopsin C showed similarity effect in LLCMK2 cell line and red blood cell after 24h of
treated as observed in others studies (5, 6). In the other hand, fluopsin C increased
CCso24n When compared with previous studies with raw extract, where the cytotoxicity
was not detected in F3 and F3d fractions (8, 15). However, in this fractions the activity is
also less, possibility for the low fluopsin C concentration in the fraction due to the
concentration of copper in the medium of culture.

The use of alternative methods with T. molitor can refine the number of

mammalian animals in the in vivo experiments (11). Fluopsin C showed a LDso of 4
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mg/Kg for the Swiss mice and approximately 20 ug per larva (~3 mg/Kg) of T. molitor,
indicating, that the results obtained provide information which be helpful before
proceeding mammalian studies, reducing the number of animal in the experiment and is
cheap. In this way, studies to measure bioactivity using larvae increasing each year (11,
16, 17).

The major problem of the most natural products is the low pharmacokinetic
properties (18), despite the fluopsin C showed negligible bioavailability, increasing up to
40% after 72 h the rate and average life of Swiss mice infected with the clinical isolate
ERC-Kpn 19 protecting against sepsis when compared to untreated and infected mice.
Dose of 2 mg/kg and two doses of 1 mg/kg/8h preserve around 30% of infected mice
with ERC-Kpn 19 after 96 h. The efficacy of fluopsin C is the same found in others
studies with murine models using monotherapies or in combination of commercial
antibiotics against K. pneumoniae KPC-producing (2, 19).

In addition, fluopsin C did not cause any changes in the glomerular corpuscles
and, in the tubules was observed only a slight peeling of the epithelium lining them.

Also, no changes in the Bowman’s space area and in the diameter of the proximal
contorted tubule was observed. The results suggest that the fluopsin C did not show
acute or chronic toxicity to the kidneys. However, fluopsin C increased number of
hepatocytes with vacuolated cytoplasm and displaced nucleus. This change occurred
when increase triglycerides production in hepatoxicity disturber. This suggested that the
antibiotic has moderate toxic on the liver in agreement with(14) and is observed until 40
days after administration of fluopsin C. Similarly, the antibiotics isoniazid, rifampin and
pyrazinamide, commonly used in clinical therapy shows liver disturbance during the

treatment in patients with tuberculosis, and is still used in combination to control
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infection (20). Vancomycin is indicated to treat Gram-positive bacteria, but is not
considered a first-choice agent because the adverse effects, such as hepatotoxicity,
phlebitis and nephrotoxicity are common (21). In the same way, the intravenous
formulation of colistin and polymyxin B were gradually abandoned in many countries in
the early 1980’s in spite of a high incidence of nephrotoxicity. However, the emergence
of bacteria resistant to most of the classes of antibiotics available and the scarcity of
new antimicrobial agents with activity against gram-negative microorganisms led to the
reconstitution of polymyxins as a valuable therapeutic option (22).

In conclusion the relationship between the efficacies of fluopsin C in infected mice
and show that fluopsin C is a promisor agent to use to control infection by Gram
negative MDR. However, further studies need to be carry to identify molecular
mechanism (remains unclear) by which fluopsin C is sepsis protective and the
cytotoxicity (selectivity) and hepatoxicity of the organocopper antibiotic compound

should not be ignored.
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FIGURES AND LEGENDS

Fig. 1 - Cytotoxicity and Hemolytic analysis. Cells after 24 h of treatment with different

concentrations of fluopsin C.

Fig. 2 - Effect of antibiotic on survival of Tenebrio molitor larvae (A) and mice (B).
Treatment with different concentrations of fluopsin C in 8 days and 96 hours of

observation, respectively.

Fig. 3 - Efficacy in an experimental infection murine model. Control (i) and 5 different
Treatment (ii - vi) with fluopsin C in septicemia protection model using CRE-Kpn19.

Survival is depicted 96 h after infection.

Fig. 4 — Micrograph of the liver of mice and mice after 10 days of treatment with fluopsin
C or placebo. The control group (A and C) showed a slight vacuolization in the
cytoplasm of hepatocytes (arrow) and discrete inflammatory infiltrate (asterisk). While
treated with fluopsin C (B and D) presented moderate vessel congestion (cross), marked
vacuolization of the cytoplasm (arrow), moderate inflammatory infiltrate (asterisk) and
moderate hemorrhage (arrowhead). Similar images were observed in other fields and on

all days. Color: H.E. Scale bar: 25 mm.

Fig. 5 - Box plots. (A) Area of 400 nucleus of hepatocytes, (B) area of 400 Bowman’s
space, (C) diameters of 200 proximal tubule and (D) diameters of 200 distal tubule. The

median (-) and mean (+) of each treatment for the sums of the all times.
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Fig. 6 — Photomicrograph of the renal cortex of mice and mice after 10 days of
treatment with fluopsin C or placebo. The control group (A and C) has a discreet
inflammatory infiltrate and mild hemorrhage in the glomerular corpuscles (arrows). In the
tubules (C), discrete vacuolization of the cytoplasm could be observed and scaling is
practically non-existent (asterisk). The animals in the treated group (B and D) had no
glomerular changes (arrowheads). Already in the tubules (D), there was a discreet
peeling of the tubular epithelium (asterisk). Similar images were observed in other fields
and on other days. Color: H.E. Scale bar: 25 mm peeling of the tubular epithelium
(asterisk). Similar images were observed in other fields and on other days. Color: H.E.

Scale bar: 25 mm
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TABLES

Table 1 - Qualitative analysis of the liver of mice at 1, 10, 20 and 40 days after treatment

with 2mg/Kg of fluopsin C (T) or placebo (C)

SCORE
PARAMETER
Cl T C10 T10 C20 T20 C40 T40
vessel congestion 0 1 0 3 0 2 0 2
cytoplasmic vacuolization 1 1 1 2 1 3 1 3
inflammatory infiltrate 1 2 1 2 1 1 1 2
Necrosis 0 0 0 0 0 0 0 0

hemorrhage 0 3 0 0 0 2 0 2
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Table 2 - Quantification of hepatocytes with vacuolated cytoplasm and displaced

nucleus (10 fields) of mice at 1, 10, 20 and 40 days after treatment with 2mg/Kg of

fluopsin C (T) or placebo (C)

QUANTIFICATION

HEPATOCYTES WITH

C1
1 nuclei 229
2 nucleus 15
Condensed Chromatin 35
Vacuolization 1

T1

202

11

40

207

C10

268

17

28

T10

246

47

48

115

C20

253

16

35

8

T20

189

33

226

C40

333

36

39

T40

170

42

45

206
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Table 3 - Qualitative analysis of the kidney of mice at 1, 10, 20 and 40 days after

treatment with 2mg/Kg of fluopsin C (T) or placebo (C)

PARAMETER SCORE

ci T1 Ci0 Ti0 C20 T20 C40 T40

Congestion of capillaries 0 0 0 0 0 0 0 0
Edema 0 0 0 0 0 0 0 0
Necrosis 0 0 0 0 0 0 0 0
Inflammatory infiltrate 1 1 1 1 1 1 1 1
Bleeding 1 1 1 1 1 1 1 1
Vacuolisation of the cytoplasm 1 2 1 1 1 1 1 3
Desquamation 0 1 1 1 0 1 1 1

Core position M* M M M M M M M
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CONCLUSAO

Este trabalho reuniu informacdo microbioldgica, biotecnoldgica e farmacéutica
para discutir o processo e dar uma visdo geral dos métodos para descoberta,
desenvolvimento e aprovacdo de compostos antimicrobianos. Ressaltando sempre a
importancia destas pesquisas e o esforco focado que se deve ter desde a descoberta
até comercializacdo de um composto bioativo eficaz.

Foi desenvolvido um novo método de producdo e purificagdo do composto
antibiético organometalico (OAC) produzido por Pseudomonas aeruginosa cepa LV.
OAC foi identificado como fluopsina C, um potente bioativo que demostrou alta
atividade antibidtica com baixo risco de resisténcia. Embora a sua baixa seletividade e
hepatotoxicidade, fluopsina C conseguiu aumentar a taxa de sobrevivéncia de
camundongos infectados com KPC e ndo apresentou nefrotoxicidade.

Novas estratégias para melhorar a seletividade da substancia e futuros estudos
devem ser feitos para continuar avaliando a fluopsina C como um possivel agente
quimioterapico para infecdes de dificil tratamento como as causadas por patdgenos

multirresistentes.



