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RESUMO

As infeccbes causadas por microrganismos multirresistentes constituem um problema
de saulde publica e apresentam altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o
mundo. Acinetobacter baumannii € um dos principais patégenos multiresistentes
relacionados as infeccbes hospitalares, com altas taxas de resisténcia aos
carbapenémicos relatadas em importantes centros de saude. Atualmente a terapia
antimicrobiana para o tratamento das infec¢cdes multirresistentes por A. baumannii
baseia-se no uso de polimixinas, e tigeciclina, além da combinacdo de farmacos.
Entretanto, isolados resistentes a essas drogas ja foram detectados. Frente a este
problema crescente ha uma incerteza na perspectiva do uso de antimicrobianos,
levando a necessidade de descoberta de novos compostos. O solo é um ecossistema
promissor na busca de novos antimicrobianos e bactérias do género Pseudomonas
isoladas desse habitat se destacam como um dos microrganismos mais estudados na
producdo de compostos bioativos. Estratégias de biologia molecular, como o
sequenciamento de RNA, sdo fundamentais na elucidacdo das vias metabdlicas de
novos compostos, visando a melhoria e otimizacdo de sua producdo. Este estudo foi
desenvolvido com o objetivo de analisar a expressédo génica diferencial de uma cepa
ambiental de P. aeruginosa, isolada do solo, produtora de um composto organometalico
com atividade antimicrobiana, pela metodologia do RNA-seq, para a compreensdo da
via de sintese do agente bioativo. Além disso, objetivamos testar o composto produzido
pela cepa, isoladamente ou em combinacdo com os farmacos comerciais imipenem e
polimixina B, em isolados multirresistentes de A. baumannii, a fim de detectar sua
possivel acdo sinérgica. Pela andlise dos transcritos foram anotados nove genes
diferencialmente expressos com relevancia estatistica nas condigdes auséncia/presenca
do composto: trés deles relacionados ao transporte de ions metélicos (PA3521, PA3523
e PA3920), trés (PA2691, PA4141 e PA4782) nado caracterizados em nenhum dos
bancos utilizados, um gene (PA3574a) associado ao grupo de chaperonas ligadas ao
cobre, um (PA4872) classificado como um regulador de transcricdo e um dos genes
(phzA2) relacionado a via biosintética das fenazinas. Esses resultados nos permitiram
associar a producdo do composto com a via metabdlica das fenazinas, entretanto mais
estudos precisam ser realizados para a confirmacédo e elucidacdo da hipotese. Para os
cinco isolados multirresistentes de A. baumannii testados dois apresentaram resisténcia
a polimixina B e todos foram resistentes ao imipenem com concentracdo inibitoria
minima para o composto organometélico foi de 7,8ug/ml. A combinacdo do imipenem
com o composto apresentou efeito antagdnico para dois isolados e acdo indiferente para
os demais. A combinacdo com a polimixina B foi mais eficiente, apresentando acgéo
sinérgica para todas as amostras de A. baumannii. Portanto, essa combinacao fornece
uma perspectiva futura para uma nova forma de utilizacdo da polimixina B no tratamento
das infec¢des multirresistentes causadas por A. baumannii.

Palavras-chave: Multirresisténcia. Acinetobacter baumannii. Composto
Organometalico. RNA-seq. Expressao génica diferencial.
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ABSTRACT

Infections caused by multiresistant microorganisms constitute a health problem that
have high rates of morbidity and mortality worldwide. Acinetobacter baumannii is a
major multiresistant pathogens related in hospital infections, with high rates of
carbapenem resistance reported in important health centers. Currently, antimicrobial
therapy for the treatment of multiresistant A. baumannii infections is based on the use
of polymyxins and tigecycline or in drugs combination. However, isolates resistant to
these drugs have been detected. Faced with this growing problem there is
uncertainty in view of the use of antimicrobials, leading to the need for discovery of
new compounds. Soil is a promising ecosystem in search of new antimicrobials and
bacteria of the genus Pseudomonas, isolated habitat, stand out as one of the most
studied organisms in the production of bioactive compounds. Molecular biology
strategies, such as RNA sequencing, are critical in elucidating the metabolic routs of
new compounds in order to improve and optimize its production. This study was
developed in order to analyze the differential gene expression of an environmental
strain of P. aeruginosa isolated from soil, producing an organometallic compound
with antimicrobial activity by RNA-Seq methodology for understanding of the
bioactive agent synthesis. Furthermore, the compound produced by the strain was
tested alone or in combination with imipenem commercial drugs and polymyxin B in
multidrug-resistant isolates of A. baumannii, in order to detect a possible synergistic
action. By the analysis of the transcripts were noted nine genes differentially
expressed with statistical significance in the absence/presence of the compound:
three of them related to the transport of metal ions (PA3521, PA3523 and PA3920),
three (PA2691, PA4141 and PA4782) not detected in any of the banks used, a gene
(PA3574a) associated with chaperones group attached to the copper, one (PA4872)
classified as a transcriptional regulator and a gene (phzA2) related to the phenazine
biosynthetic route. These results allowed us to associate the production of the
compound to the metabolic rout of phenazines, however more studies are needed to
confirm and elucidate the hypothesis. For the five multiresistant isolates of A.
baumannii tested, two showed resistance to polymyxin B and all were resistant to
impenem with an minimum inhibitory concentration for the organometallic compound
of 7.8ug/ml. The combination of imipenem with the compound showed antagonistic
effect for two isolates and indifferent action for the others. The combination with
polymyxin B was most effective, with synergistic action in all samples of A. baumannii
tested. Therefore, this combination provides a future perspective of a new way of use
of polymyxin B in the treatment of multiresistant A. baumannii infections.

Keywords: Multidrug resistance. Acinetobacter baumannii. New compounds.
RNA Seg. Differential gene expression.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos, especialmente entre os bacilos Gram-
negativos (BGN), tornou-se um sério problema de saude publica. As infeccfes
hospitalares causadas por BGN multirresistentes constituem uma epidemia
global, principalmente entre os pacientes internados nas unidades de terapia
intensiva (UTIs). O BGN Acinetobacter baumannii tornou-se um dos mais
importantes patdégenos da atualidade, além do seu papel como agente
causador de infeccbes hospitalares graves e de dificil tratamento, este
microrganismo esta associado a importantes infec¢cdes adquiridas na
comunidade (KAYE, POGUE, 2016). As infec¢des hospitalares causadas por A.
baumannii incluem predominantemente pneumonia associada a ventilacdo
mecanica seguida por infeccdes urinarias, infeccbes sanguineas, infeccées de
feridas e meningites (GONZALEZ-VILLORIA, VALVERDE-GARDUNO, 2016).
O sucesso de A. baumannii como patdogeno hospitalar estd amplamente
relacionado a capacidade deste microrganismo sobreviver por periodos
prolongados nesse ambiente assim como sua habilidade em produzir surtos
(WEBER, HARDING, FELDMAN, 2015). Além disso, a resisténcia intrinseca
apresentada por esse microrganismo frente a diferentes classes de
antimicrobianos somada a sua notavel habilidade em adquirir e acumular
elementos genéticos moéveis com determinantes de resisténcia adicionais, leva
a emergéncia de isolados clinicos multirresistentes (BONNIN, NORDMAN,
POIREL, 2013).

Os aminoglicosideos, os pB-lactamicos e as tetraciclinas foram
amplamente utilizados no tratamento das infeccfes causadas por A. baumannii
até a década de 70. A introdugdo dos carbapenémicos nos anos 80
representou uma excelente opcao terapéutica para as infeccbes causadas por
cepas multirresistentes, tornando-se a droga de escolha no tratamento dessas
enfermidades. Entretanto com o uso abusivo dessa classe de [B-lactamicos
isolados resistentes foram selecionados (ZILBERBERG et al., 2016). Dados do
SENTRY Antimicrobial Surveillance Program revelaram que entre os anos de
2008-2010 a resisténcia ao imipenem em Acinetobacter spp. na América Latina
era de aproximadamente 68% (GALES, SADER, 2012). Segundo Rossi (2011),
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a taxa média de resisténcia aos carbapenémicos em amostras de A. baumannii
isolados no Brasil varia entre 25% e 45%.

Para os isolados de A. baumannii resistentes aos carbapenémicos as
opcOes terapéuticas ficam restritas as polimixinas (polimixina B e colistina) e a
tigeciclina. No entanto, amostras resistentes a estes antimicrobianos tém sido
detectadas e estdo relacionadas a terapia prévia com estes farmacos
(MENEGUCCI et al., 2016). Surtos de resisténcia em Acinetobacter spp. as
polimixinas e a tigeciclina ja foram relatados em varias regides no mundo
(CHUNG et al., 2016; CHEAH et al., 2016; SUN et al., 2016; KIM et al., 2016)

Com a emergéncia de microrganismos multirresistentes e a falta de
opcdes terapéuticas para o tratamento das infeccbes por esses patdgenos a
busca por novos agentes antimicrobianos é uma necessidade. Atualmente,
poucos compostos com atividade antibiodtica estdo em estudo, sendo esses de
amplo espectro para microrganismos Gram-positivos ou para infeccdes do trato
respiratério. O cenario para bactérias Gram-negativas € ainda mais alarmante,
pois ndo ha compostos com novo mecanismo de acdo em ensaios pré-clinicos
(BASSETTI, RIGHI, 2015; PAYNE, GWYNN, HOLMES, POMPLIANO, 2007).

Os microrganismos competem entre si no ambiente em que vivem,
inibindo o crescimento ou desenvolvimento uns dos outros, quer pela liberacéo
de produtos metabolicos que alteram o meio tornando-o desfavoravel, quer
pela producdo de substancias quimicas especificas, que sdo exemplos de
antimicrobianos. Nesse aspecto, bactérias de solo sdo promissoras na busca
de novos antimicrobianos, jA que compostos antibacterianos isolados destas
bactérias apresentam diferentes mecanismos de acdo, como inibicdo da
sintese proteica, inibicdo de RNA polimerase e interferéncia na sintese da
parede celular (SARAVANA KUMAR, DURAIPANDIYAN, IGNACIMUTHU,
2014). Na busca por novos farmacos com atividade antimicrobiana abordagens
relacionadas a técnicas de biologia molecular também s&o importantes pois
visam a identificacdo dos possiveis genes associados com a biossintese dos
novos compostos antimicrobianos. O conhecimento da informacdo genética
priméria em relacdo a funcdo de suas respectivas vias biossintéticas permite a
otimizacdo da producéo do composto de interesse (GUIMARAES, MOMESSO,
PUPO, 2010).
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Estudos anteriores realizados no Laboratério de Ecologia Microbiana da
Universidade Estadual de Londrina mostraram que um antimicrobiano natural,
produzido por um isolado ambiental de Pseudomonas aeruginosa, € capaz de
atuar contra isolados multirresistente Klebsiella pneumoniae, produtora da
carbapenemase KPC (Klebsiella pneumoniae carbapenemase), contra
Sthapylococcus aureus resistentes a meticilina, além de atuar contra patégenos
de interesse agronomico (KERBAUY et al., 2016; de OLIVEIRA et al., 2016;
CARDOZO et al.,, 2013). Em paralelo aos trabalhos anteriores, o presente
estudo avaliou a atividade deste antimicrobiano natural (composto
organometalico) contra isolados clinicos multirresistentes de A. baumannii, uma
vez que as alternativas terapéuticas a este patdogeno estdo se tornando cada
vez mais ineficazes como consequéncia da resisténcia, tornando-se imperativo
o estudo e o desenvolvimento de novos antimicrobianos e de terapias

alternativas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral
Andlisar a expressao génica diferencial de uma cepa ambiental
de Pseudomonas produtora de um composto bioativo e testa-lo contra isolados

isolados multirresistentes de Acineotobacter baumannii.

2.2 Objetivos Especificos

» Cultivar a cepa ambiental de Pseudomonas aeruginosa em presenca ou
auséncia do ion cobre e extrair 0 RNA total e depletar o0 RNA ribossémico em
ambos tratamentos.

= Construir bibliotecas de cDNA com o RNA depletado e sequéncia-las pela
metodologia do RNA-seq.

» Mapear os transcritos gerados no sequenciamento no genoma da cepa de
referéncia P. aeruginosa PAOL.

= Analisar a expressao génica diferencial entre os tratamentos e realizar a
anotacéo funcional dos transcritos diferencialmente expressos.

= Testar o composto organometalico produzido pela cepa de P. aeruginosa
contra isolados multiresistentes de A. baumannii.

= Determinar a concentracdo inibitéria minima dos antimicrobianos comerciais
polimixina B e imipenem e do composto organometalico para os isolados de A.
baumannii.

= Avaliar o efeito sinérgico dos antimicrobianos comerciais combinados com o
composto organometalico no isolado A. baumannii blapxa-23.

= Construir curvas de viabilidade para o isolado A. baumannii blapxa23 na
presenca do composto organometdlico, polimixina B e na combinacdo dos

agentes.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.2 A era antibidtica

Os antimicrobianos séo, provavelmente, uma das formas mais bem
sucedidas de quimioterapicos na historia da medicina. Geralmente associamos
o inicio da “era antibidtica” moderna com os nomes Paul Ehrlich e Alexander
Fleming. Em 1891 Ehrlich comecou a trabalhar no campo da quimioterapia
estudando o efeito antimalarico do azul de metileno (BOSCH, ROSICH, 2008).
A partir desse estudo Ehrlich teve a idéia de uma “bala magica” que teria como
alvo apenas os microrganismos causadores das doencas e ndo as células do
hospedeiro. Em 1904, esta inovadora ideia, o levou a iniciar uma triagem
sisteméatica para encontrar uma droga contra a sifilis, doenca endémica e
qguase incuravel naquela época (AMINOV, 2010).

A principio a doenca era tratada com sais organicos de mercurio,
tratamento esse que tinha efeitos colaterais graves e pouca eficacia. Ehrlich,
juntamente com o quimico Alfred Bertheim e o bacteriologista Sahachiro Hata,
em seu laboratorio, sintetizaram centenas de derivados de um farmaco
altamente téxico e testaram em coelhos infectados com o patégeno. Em 1909,
um desses derivados, curou os coelhos infectados e tornou-se uma promessa
para o tratamento de pacientes com a doenca (EHRLICH, HATA, 1910). A
droga, comercializada com o nome de Salvarsan foi um grande sucesso, sendo
o farmaco mais frequentemente prescrito para o tratamento de sifilis até a sua
substituicéo pela penicilina (MAHONEY et al., 1943).

Em 1928 Fleming iniciou uma série de experimentos com bactérias do
género Staphylococcus. Acidentalmente, uma placa de Petri foi deixada aberta
proxima a uma janela em seu laboratorio, no Hospital de St. Mary, em Londres;
por esse motivo a placa foi contaminada com esporos de fungos (AMINOV,
2010). Fleming observou que as bactérias mais préoximas as colénias do fungo
haviam morrido e, ap6s o isolamento, identificou o0 microrganismo como
pertencente ao género Penicillium. Alguns experimentos depois notou que
fungo era eficaz contra agentes patogénicos Gram-positivos causadores da
escarlatina, pneumonia, gonorreia, meningite e difteria. Fleming concluiu que

nao era o fungo propriamente dito que matava as bactérias mais sim o “suco”
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que eles produziam. Ele nomeou entdo o “suco do fungo” de penicilina
(FLEMING, 1929; TAN, TATSUMURA, 2015). Anos mais tarde Fleming
afirmou: “Quando acordei, logo apdés o amanhecer em 28 de setembro de 1928,
eu certamente ndo pretendia revolucionar toda a medicina por descobrir o
primeiro antibiético do mundo. Mas suponho que isso foi exatamente o que eu
fiz” (TAN, TATSUMURA, 2015).

Iniciou-se entao a “era de ouro” na busca de antimicrobianos (figura 1).
Esse periodo, desde a descoberta do Salvarsan até 1960, ficou marcado pelo
rastreamento de antimicrobianos originados de produtos naturais, extraidos de
microrganismos. Essa triagem empirica era realizada analisando a capacidade
dos compostos em inibir o crescimento dos patégenos de interesse, sem
considerar o seu mecanismo de acao (CHOOPRA, 2000).

Figura 1 - Linha do tempo na descoberta dos antimicrobianos
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Fonte: Adaptado de Silver, 2011
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Apoés 1960 o método de rastreamento de novos compostos bioativos foi
modificado para a busca dos mecanismos de a¢do de cada composto. Nesse
novo conceito, a Industria Farmacéutica pesou 0s custos dos recursos gastos
para o rastreamento empirico de novos produtos, optando pela quimica
sintética, onde o alvo a ser atingido € considerado, evitando também uma
resisténcia cruzada com outras drogas. Por fim, a partir da década de 1980 até
a atualidade, temos o denominado “periodo vazio”, onde vemos a auséncia na
conducdo da descoberta de novos antibacterianos. Essa grande lacuna é
derivada da falta de investimento e de pesquisas na area, muito embora a
necessidade continua de novos compostos para 0 combate de organismos
resistentes seja evidente (SILVER, 2011).

3.3 A resisténcia aos antimicrobianos

3.3.1 Conceitos em resisténcia antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana (RA) € a capacidade que o0s
microrganismos tém de se multiplicar na presenca de concentracdes mais
elevadas de uma droga do que as doses terapéuticas. E um fendmeno
biolégico de adaptacdo natural das bactérias que se segue a introducao de
agentes antimicrobianos. O surgimento de resisténcia a varios agentes
antimicrobianos em bactérias patogénicas tornou-se uma ameaca significativa
a saude publica, pois h4 menos, ou por vezes ndo h4, agentes antimicrobianos
eficazes disponiveis para infeccoes causadas por esses patdgenos
(FRIEDMAN, TEMKIN, CARMELI, 2015).

A RA pode ser classificada de acordo com sua multiplicidade as classes
dos agentes antimicrobianos testados em um patégeno especifico. Assim, 0
termo multirresisténcia (multidrug-resistant — MR) é atribuido as bactérias nao
suscetiveis a0 menos a um agente, em trés ou mais classes, dos
antimicrobianos testados contra esse patégeno. A denominagdo
extensivamente resistente (extensively drug-resistant — XDR) é utilizada
quando o isolado nédo for suscetivel ao menos a um agente antimicrobiano
entre todas as classes testadas, com exce¢ao de duas ou menos classes. Por

fim a definicdo pan-resistente (pandrug-resistant — PDR) engloba as bactérias
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gue ndo sdo suscetiveis a todos o0s agentes antimicrobianos em todas as
classes testadas (MAGIORAKQOS, et al., 2012).

Os microrganimos possuem estratégias para resistir as novas drogas
usadas para combaté-los. Por exemplo, dois anos apos as sulfonamidas serem
introduzidas, em 1937, relatos de resisténcia a esse antibiotico foram descritos
(figura 2). A resisténcia tornou-se um grande problema pois a velocidade da
descoberta de novos antimicrobianos € muito inferior ao uso abusivo dos
mesmos (DAVIES, DAVIES, 2010).

Os principais mecanismos de RA acontecem por meio de de
modificacdes do sitio alvo da droga ou por altracbes que levem a diminuicao
das concentracdes disponiveis do composto. Os locais de atividade da droga
(os alvos) podem ser transformados por mutacdées gendmicas (por exemplo, na
resisténcia a sulfonamida) e os compostos (os antibidticos) podem sofrer
inativacdo enzimatica e degradacéo (por exemplo, B-lactamases), diminuicdo
de sua entrada na célula microbiana (como na reducdo da expressdo das
porinas) e remocao ativa do meio intraceluar (hiperexpressao dos sistemas de
efluxo) (WATKINS, BONOMO, 2016).

Qualquer uso de antimicrobianos, mesmo de maneira apropriada e
conservada, contribui para o desenvolvimento de resisténcia, mas 0 uso
desnecessario, excessivo e generalizado o torna pior. O mau uso dos
antimicrobianos é facilitado por sua disponibilidade sem receita médica e pelas
praticas de prescricdo variaveis. Além disso, essa questdo € agravada pela
velocidade e volume das viagens intercontinentais, pois criam-se novas
oportunidades para os patdgenos resistentes se disseminarem em todo o
mundo. Dessa forma esses microrganismos tém oportunidades de compatrtilhar
seu material genético, criando novas cepas resistentes a um ritmo sem
precedentes. Assim, nenhum pais pode, com sucesso, enfrentar a RA agindo
isoladamente (HOLMES et al., 2015).
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Figura2 - Linha do tempo da terapia antimicrobiana. R — resisténcia, XDR
extremamente resistente.
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Fonte: Adaptado de Daves, Daves (2008)

3.3.2 O impacto econdmico da resisténcia antimicrobiana

A resisténcia antimicrobiana é uma questdo global em constante
evolucdo. As infeccbes causadas por patdbgenos resistentes aos
antimicrobianos atualmente reivindica pelo menos 50.000 vidas por ano em

toda a Europa e nos EUA, com milhares de mortes em outras areas do mundo.
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Apesar de haver variacdes nos padrbes de RA, ela é preocupante em todos 0s
continentes, independentemente do seu nivel econdmico. Por exemplo, em 15
paises da Europa mais de 10% das infeccBes por Staphylococcus aureus na
corrente sanguinea sdo causadas por cepas resistentes a meticilina, com taxas
de resisténcia proximas a 50% (EARS-NET, European Centre for Disease
Prevention and Control Antimicrobial Resistance Interactive Database). Em
2013, o Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (CDC) publicou um
relatério focado na resisténcia antimicrobiana e seu impacto na saude e
economia da comunidade, mostrando que mais de 21% das infeccdes
hospitalares sdo causadas por patdégenos resistentes aos antimicrobianos
(CDC, 2013).

Embora em modernos e bem financiados sistemas de saldde o acesso a
tratamentos de segunda e terceira linha podem muitas vezes ndo ser um
problema, as taxas de mortalidade para pacientes com infec¢cdes causadas por
bactérias resistentes séo significativamente maiores, como S80 0S seus custos
de tratamento. Em regides da Europa ha um ndamero crescente de pacientes
em unidades de terapia intensiva, unidades de hematologia e unidades de
transplante com infecgbes causadas por patégenos XDR (O'NEILL, 2014). Do
ponto de vista econdmico, a resisténcia antimicrobiana nos EUA resultou em
um encargo $18.000 - 29.000 dos custos médicos por paciente em um Unico
ano fiscal. Além disso, a duracdo da estadia para pacientes com infec¢des
resistentes aos antimicrobianos aumentou de 6,4 para 12,7 dias, com uma taxa
de mortalidade atribuivel de 6,5% (ROBERTS et al., 2009).

Ameacas de infec¢des cada vez mais resistentes aos medicamentos néo
Sa0 menos graves nos paises menos desenvolvidos. A variacdo nos problemas
da RA em cada pais esta ligada as diferencas na forma como é realizada a
terapia antimicrobiana. O consumo global de antibidticos na medicina humana
aumentou quase 40% entre 2000 e 2010, mas este valor oculta padrdes de
declinio em alguns paises e o rapido crescimento em outros. Os paises do
BRIC (sigla que se refere, em economia, aos paises Brasil, Russia, india e
China), mais a Africa do Sul, foram responsaveis por trés quartos deste
crescimento (VAN BOECKEL, 2014).

Se as taxas de RA atuais ndo forem alteradas teremos custos

econdbmicos globais exorbitantes nos proximos anos. Um estudo estimativo
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feito em 2014 mostrou que, considerando apenas parte dos impactos causados
pela RA, em 2050 havera 10 milhdes de pessoas morrendo e uma reducéo de
2 - 3,5% do Produto Interno Bruto (PIB) dos paises (figura 3). Ou seja, a perda
da producdo mundial ficaria maior ao longo do tempo, de modo que, em 2050,
0 mundo estaria produzindo entre 2% e 3,5% a menos do que poderia. Além
disso, se os indices de resisténcia fossem mantidos, esperariamos que 10

milh6es morressem a cada ano (O'NEILL, 2014).

Figura3 - Projecdo do impacto causado no Produto Interno Bruto (PIB)
mundial pela resisténcia antimicrobiana. Os valores foram dados
em trilhGes de USD (United States Dollar - $)
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Fonte: O'neill (2014)

3.3.3 A resisténcia antimicrobiana em Acinetobacter baumannii

Entre os membros identificados do género Acinetobacter, A. baumannii é
o principal agente patogénico responsavel pela maioria das infeccdes

hospitalares e surtos relacionados a elas. A emergéncia deste patdgeno
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oportunista esta associada a facilidade em adquirir multirresisténcia e a
capacidade de sobreviver em ambientes hospitalares, sob condi¢cdes de
dessecamento, por longo tempo (DURANTE-MANGONI, ZARRILLI, 2011;
ESTERLY et al., 2011). Em conjunto com as espécies A. calcoaceticus, A. pitii
e A. nosocomialis, A. baumannii forma o complexo A. calcoaceticus — A.
baumannii (complexo Acb) diferenciado apenas por técnicas moleculares
(NEMEC, 2011).

Cerca de 12.000 infec¢bes associadas aos cuidados de saude devido a
Acinetobacter spp. ocorrem a cada ano nos EUA. Dessas, estima-se que 7.300
sao causadas por isolados MDR e resultem em 500 mortes a cada ano (CDC,
2011). Na América Latina, estimou-se que, entre 0os anos de 2011 a 2014,
aproximadamente 1,9% de todas as infec¢des por patdégenos Gram-negativos
aerobios ou facultativos, eram causadas por A. baumannii. Entre os anos de
2013 e 2014, aproximadamente 90% de todas as infeccOes causadas por A.
baumannii eram por isolados MDR (LOB et al., 2016).

A resisténcia aos agentes antimicrobianos pode ser considerada a
principal vantagem de sobrevivéncia de A. baumannii nos ambientes
hospitalares. A. baumannii é intrinsicamente resistente a aminopenicilinas,
cefalosporinas de primeira e segunda geracdo e cloranfenicol. Os
carbapenémicos imipenem e meropenem eram, desde a década de 80, os mais
importantes agentes no tratamento das infec¢cdes causadas isolados MDR.
Entretanto relatos de resisténcia aos carbapenémicos sdo amplamente
observados em todo o mundo (NOWAK, PALUCHOWSKA, 2016).

Dados do SENTRY (Antimicrobial Surveillance Program) revelaram que
entre os anos de 2006-2009 a resisténcia ao imipenem em Acinetobacter spp.
era de aproximadamente 56% em todo o mundo e de 48,3% na América Latina
(GALES, JONES, SADER, 2011). Em 2014 a resisténcia aos carbapenémicos
na América Latina ja era superior a 50% (figura 4) (KIM et al., 2014). Segundo
Rossi (2011), a taxa média de resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii isolados no Brasil varia entre 25% e 45%. Os isolados de A.
baumannii resistentes aos carbapenémicos comprometem as opcdes de
tratamento contra estes patdégenos. Antibidticos antigos como as polimixinas
(principalmente a polimixina B), e a recente tigeciclina, estdo sendo utilizados

como os farmacos de escolha contra A. baumannii MDR (RAO et al., 2016).
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Figura 4 - Epidemiologia global da resisténcia aos carbapenémicos em A.
baumannii

Bl Taxa deresisténda aoscarbapenémicos 250%
B Taxa deresiténda aos carbapenémicos 230%. <50%
] Taxa deresisténda aos carbapenémicos 210%, <30%

(- Taxa deresigénda aos carbapenémicos <10%

Fonte: Adaptado de Kim et al., 2014

A tigeciclina é um antibiético que faz parte da classe das glicilciclinas. E
uma droga de amplo espectro que pode evadir-se de bombas de efluxo de
tetraciclina em A. baumannii MDR (THABIT, CRANDON, NICOLAU, 2014).
Entretanto, o tratamento com tigeciclina ndo é recomendado para infec¢des
graves causadas por A. baumannii devido a falhas clinicas relatas e a sua
baixa atividade bacteriostatica (PELEG et al., 2007). Estudos in vitro mostraram
gue as polimixinas tem potente atividade antibacteriana contra A. baumannii
MDR, através da desorganizacdo de sua membrana externa. No entanto, a
dosagem relacionada nefrotoxicidade e neurotoxicidade é um fator limitante a
sua aplicacéo clinica mais ampla e 0 aumento de seu uso levou a emergéncia
da resisténcia e da heterorresisténcia entre os isolados. Para melhorar o

sucesso do tratamento clinico e para restringir a emergéncia de resisténcia,
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terapias de combinacdo a base de polimixinas tém sido propostas como boas

opcOes para o tratamento de infec¢des por A. baumannii MDR (NI, 2015).

3.4 Novos compostos antimicrobianos de origem natural

As opcoes de tratamento para as infecgcbes bacterianas multirresistentes
séo limitadas, resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade. Embora
existam algumas alternativas potenciais para a terapia antimicrobiana, como a
combinacéo de drogas, a descoberta e desenvolvimento de novos, e eficazes,
farmacos é urgente (AMINOV, 2010). Desde a descoberta da penicilina mais de
23.000 produtos naturais (PN) foram caracterizados, a grande maioria
produzida por bactérias, principalmente por parte da familia Actinomicetaceae.
Os PN representam uma grande diversidade de agentes quimicos com uma
grande variedade em suas atividades biol6gicas, sendo utilizados na medicina
humana e veterinéria e no setor agricola. Sdo de origem bacteriana, fangica, de
plantas e animais marinhos. De maneira geral, os PN bacterianos e flngicos
sdo derivados do metabolismo secundario desses microrganismos, ou seja,
sdo moléculas que ndo sdo necessarias para sua sobrevivéncia em condigdes
de laboratério, mas proporcionam vantagens em seu ambiente natural
(BHANOT, SHARMA, NOOLVI, 2011; DEMAIN, 2014; GIDDINGS, NEWMAN,
2013; NEWMAN, GRAGG, 2012).

3.4.1 A triagem fenotipica na detec¢do de novos produtos naturais

Durante as trés primeiras décadas apos o inicio da era antibiética, 1940-
1970, na industria farmacéutica, importantes PN foram descobertos a partir de
fontes microbianas, muitos dos quais ainda estdo em uso (ou suas geracdes
posteriores e/ou derivados semissintéticos) até os dias de hoje. Nesse periodo
o modelo de descoberta de novos PN seguia o seguinte padrdo: (1) triagem
fenotipica, (2) isolamento do composto e caracterizagdo estrutural, (3)
mecanismo de acao, em alguns casos, (4) o desenvolvimento pré-clinico, e se
fosse bem sucedido, (5) desenvolvimento clinico e comercializa¢do; sendo os
esfor¢os direcionados principalmente para descobrir compostos antibacterianos

e antifungicos. Os PN com atividades antibacterianas ou antifungicas
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descobertos eram selecionados por biomonitoramento, utilizando a morte
celular ou inibicao do crescimento de microrganismos, para a triagem de sua
atividade (SMANSKI, SCHLATTER, KINKEL, 2016).

O objetivo era isolar e identificar Streptomyces, ja que esse era 0
principal género bacteriano na busca de novos PN. Espécies de Streptomyces
renderam muitos compostos importantes em varias classes de antibidticos:
macrolideos  (tilosina, espiramicina); aminoglicosideos  (neomicina,
canamicina,); B-lactamicos (cefamicina, carbapenemos); tetraciclinas
(tetraciclina, clorotetraciclina, oxitetraciclina); polienos (candicidina, anfotericina
B, nistatina); peptideos (actinomicina); e cloranfenicol (KATZ, BALTZ, 2016).
No final de 1950, uma base americana isolou do solo um grande grupo de
actinomicetos, classificados como Micromonospora, e iniciou a triagem entre os
isolados para detectar possiveis atividades antibacterianas (WEINSTEIN,
2004). Desse género foram isolados muitos PN, entre eles a sisomicina,
fortimicina, sagamicina, rosaramicina, macrélidos, juvenimicina, megalomicina
e a gentamicina, sendo esse Ultimo o Unico composto desenvolvido como um
farmaco antibacteriano (KATZ, BALTZ, 2016).

3.4.2 A triagem molecular na deteccao de novos produtos naturais

A partir dos anos 70 até meados de 2000 houve uma grande expansdo nas
metodologias e estratégias para a triagem de PN. Avancos na tecnologia do
DNA recombinante e outras técnicas permitiram a determinacdo dos
mecanismos de acdo dos PN e seus analogos semissintéticos. Assim, a
triagem fenotipica cedeu lugar a uma busca de PN baseada na interacdo do
composto testado com o alvo designado, resultando em uma melhoria no efeito
farmacolégico desejado. Com a nova abordagem, a industria farmacéutica
preocupou-se em buscar, além de drogas antibacterianas e antifungicas, PN
ativos contra o cancer, doencas neurologicas, metabdlicas e cardiacas, e
agentes imunossupressores (RUDOLF, YAN, SHEN, 2015).

Atualmente, temos um avanco na descoberta de novos PN baseadas
nas abordagens gendmicas, metaboldomicas e transcriptbmicas. Com o0s
sequenciamentos de nova geragdo, 0S avangos na compreensdo da

biossintese dos metabdlitos secundarios, dos métodos analiticos e das
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ferramentas de bioinformatica, é possivel prever, através das sequéncias de
DNA do microrganismo, ao menos parcialmente, as estruturas dos possiveis
compostos evitando o grande problema da replicacdo na descoberta dos PN
(MADEMA, FISCHBACH, 2015; WEBER et al., 2015; TIETZ, MITCHELL,
2015). Essas tecnologias de sequenciamento de alto rendimento oferecem uma
compreensao, em nivel molecular, de vérias espécies ndo modelo favorecendo
0 conhecimento muito mais elevado das informacdes e abrindo campos de
investigagdo como o desenvolvimento de marcadores moleculares, descoberta
de novos genes, uma melhor visdo da transcricdo e regulacdo pos-
transcricional de genes importantes e elucidacdo das vias biossintéticas do
composto (DEVI et al., 2016).

3.4.2.1 Analises de transcriptomas na descoberta das vias biossintéticas de

produtos naturais

As tecnologias de nova geracdo sdo formas rapidas e baratas para a
caracterizacdo de genomas completos, bem como o perfil de MmRNAS,
pequenos RNAs, regides de fatores de transcricdo, estrutura da cromatina e
fatores de metilacdo do DNA (ANSORGE, 2009). O transcriptoma € o termo
gue define o conjunto completo de transcritos, e a quantidade dos mesmos, em
um dado estagio de desenvolvimento ou condicéo fisiolégica de uma célula.
Por ser a analise do RNA total, o transcriptoma, inclui o RNA codificante
(mRNA) e ndo codificante (rRNA, tRNA, RNA estrutural, RNA regulatério e
outros tipos de RNAs) (WANG, GERSTEIN, SNYDER, 2009). As analises
transcriptbmicas permitem a elucidacdo das rotas metabdlicas de sintese dos
produtos naturais, jA que conseguimos compreender o mecanismo de
transcricdo das células. Assim, o entendimento das alterag6es nos niveis de
expressédo, que estao diretamente relacionados as modificagdes fisiologicas e
metabodlicas, podem ser relacionados aos possiveis genes associados a
producdo do novo composto (VAN VLIET, 2010)

O sequenciamento do RNA (RNA-seq) é aplicado a muitas plataformas
de sequenciamento de nova geracdo capazes de gerar perfis completos do
transcriptoma. De maneira geral, para o processamento do RNA-seq, ha o

isolamento do material genético (RNA total ou especifico), que é entdo
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fragmentado, convertido em cDNA e ligado a adaptadores (em apenas uma ou
ambas extremidades); entdo uma etapa de amplificacdo seguida de
sequenciamento dos fragmentos € realizada. Apds, obtemos os reads
(sequéncias) que podem ser single-ends (advindas do extremo de um
fragmento) ou paired-ends (dos dois extremos). Os reads sdo entdo montados
e analisados por ferramentas de bioinformética (figura 5). Atualmente as
plataformas de sequenciamentos mais utilizadas sdao a 454 e a lllumina,
entretanto, todas as plataformas de sequenciamento de nova geracdo sao
capazes de realizar o RNA-seq (BURGES, 2014).

Figura 5. Fluxo de trabalho aplicado a tecnologia de RNA-seq. Os quadrados
azuis representam o fluxograma experimental e os vermelhos a
descricdo dos processos e algumas opcbes metodoldgicas
disponiveis no mercado

Extracdo de RNA total de uma determinada amostra
ambiental ou conjunto de células (o produto final contém
mRNA, tRNA, rRNA e outros pequenos RNAs)
e.9. RiboPure ™-Bacteria Kit (Ambion) - células bacterianas

RNA PowerSoil® Total RNA Isolation Kit (MoBio) — amostras de solo
3 amostas podem ser ot oleta até
per solugio 0
Remocao de rRNAs, tRNAs e outros pequenos RNAs. Se da
por meios fisicos (tamanho de fragmentos) e/ou quimicos
(digestao sitio-especifica, poliadenilagao preferencial de

Extracao de RNA

Enriquecimento de

vV ¥

mRNA mRNA ou hibridizacao magnética)
eg. MICROSExpress™ Kit MEGAClear™ kit (Ambion), RiboMinus™ Bacteria
5 & ; Isolation Kit (Invitrogen) - enriqueci de mRNA
! Amphﬁcaga_o de mRNA MessageAmp™ II-Bacteria Kit— amplificacdo de mRNA =
(opcional) A sintese de cDNA pode ser realizada por meio de
X poliadenilagdo das caldas 3'e 5' e posterior utilizacao de
Sintese de cDNA ) iniciadores poli-T; ou por meio de iniciadores randémicos.
Apos a sintese de cDNA adaptadores especificos sao
= ligados as extremidades dos fragmentos.
Amplificacdo de cDNA ag. GenomiPhi V2 DNA Ampilfi cation xn(gcs Healthare) - amplificacso DNA
W (opcional)
Sequenciamento Utilizacao de plataformas comerciais disponiveis:

elllumina GA
» ABI Solid (Applied Biosystems)
*454 FLX / Titanium (Roche)

High-throughput

Filtros de qualidade de sequéncias

Remocao das sequéncias dos adaptadores
Mapeamento dos reads a um genoma de referéncia
Anotagao de tags

Andlises comparativas de transcritos

entre outras analises

Analise por
Bioinformatica

vV ¥

Fonte: Andreotti, 2011
3.4.2.2 Metodologias de “reconstrucdo do genoma”

Coletivamente, nos referimos aos processos de montagem de
transcriptoma como reconstrucdo de transcriptoma. A reconstrugdo € uma
tarefa computacional dificil por trés razfes principais. Primeiramente porque 0s

genes podem ser expressos em niveis diferentes, onde alguns genes podem
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ser representados por poucos reads. Em segundo lugar, guando pensamos em
eucariotos, devemos considerar que 0s reads podem ser originarios de
sequéncias de mRNA maduras (que possuem apenas 0S €xons) ou por
sequéncias onde o splicing néo foi realizado, contendo também os introns. Em
terceiro lugar os reads sdo curtos e 0s genes podem ter muitas isoformas,
fazendo com que a determinacgdo de qual isoforma produziu os reads seja dificil
(GARBER, GRABHERR, GUTTMAN, TRAPNELL, 2011). Podemos dividir os
métodos de reconstrucdo de transcriptoma em duas classes principais: a
analise guiada e a andlise independente (montagem de novo). Os métodos
guiados por genoma contam com um genoma de referéncia para o
mapeamento dos reads, lendo o genoma de referéncia antes de montar a
sobreposicao dos transcritos. Por outro lado, os métodos independentes do
genoma montam diretamente os reads em potenciais transcritos, sem usar uma
referéncia (MARTIN, WANG, 2011).

A estratégia de montagem guiada pode ser realizada para as espécies
gue possuem genomas sequenciados. Nesse caso, a partir da obtencdo dos
reads, eles serdo alinhados ao genoma de referéncia utilizando alinhadores do
tipo splice-aware, que podem trabalhar em duas vertentes distintas. A primeira
vertente consiste em extrair uma pequena sequéncia de cada um dos reads
tentando encontrar no genoma os locais onde elas se alinhem perfeitamente.
Apés o alinhamento, o programa tenta estender todo o read na posicao
encontrada, utilizando o algoritimo de Smith-Waterman (SMITH, WATERMAN,
1981). A segunda vertente é realizar o alinhamento pelo processamento
estatistico de Burrows-Wheeler. Esses algoritmos s&o otimizados para alinhar
0s reads cometendo uma taxa de erros baixa (LI, DURBIN, 2009). Apoés a
sobreposicdo dos reads em cada regido € clusterizada, construindo grafos de
diferentes isoformas, que serdo entao sistematizadas, resolvendo as isoformas
individuais (MARTIN, WANG, 2011).

A montagem sem referéncia € ideal para diversas espécies nao-modelo.
Ela funciona analisando a redundancia dos reads, criando sobreposi¢cfes e
montando o0s transcritos. Para essa abordagem os grafos De Brujin sdo
utilizados. Os k-mers (sequéncias de bases com tamanho k) representam os
nos do grafo; os pares de ndés sdo conectados através da sobreposicdo de

sequéncias de exatamente (k-1). O pos-processamento é feito pela fusdo dos
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contigs (sequéncias consenso) e remoc¢do da redundéancia (figura 6)
(GRABHERR et al., 2011).

Figura 6 - Esquemas das montagens de RNA-seq. O esquema a esquerda
representa a montagem por genoma guiado e a direita por
genoma independe
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Fonte: Adaptado de Garber, Grabherr, Guttman, Trapnell (2011)
3.4.2.3 Expressao diferencial

Através do RNA-seq podemos calcular o nivel de expressdo para
determinados RNAs, essa analise é muito importante quando pensamos nha
caracterizacdo das vias biossintéticas de PN, principalmente dos advindos de
bactérias e fungos. Como geralmente esses compostos bioativos sao isolados
do metabolismo secundario, a analise do RNA expresso durante a producao

desses compostos, em detrimento de sua auséncia, € a chave para a
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descoberta das rotas metabdlicas. Para a estimativa da expressao €
necessario a normalizagcdo das contagens de reads pelo tamanho dos
transcritos gerados, correlacionando uma expressdo significativa entre
transcritos longos (mapeados por muitos reads) e curtos (mapeados por
poucos reads) (GARBER et al., 2011). Para essa normalizacéo, as principais
métricas utilizadas sdo: o0 RPKM (reads por kilobase de transcrito, por milhdo
de reads mapeados), para dados single-ends e FPKM (fragmentos por kilobase
de transcrito, por milhdo de reads mapeados) (MORTAZAVI et al., 2008).

3.4.2.4 Anotacéo dos transcritos

Uma vez que os transcritos foram montados, eles necessitam ser
identificados, processo que chamamos de anotacdo dos transcritos. Na
anotacao descobrimos os componentes do genoma, como 0S genes e Seus
produtos, adicionando a eles andlises e interpretacbfes necessarias para
identificar sua importancia biolégica, colocando-os no contexto dos processos
biolégicos. Ou seja, a etapa de anotacdo nos permite atribuir um conjunto ou
tipo de caracteristicas para cada produto de um gene, dado fundamental para
estudos especificos de familias de genes ou genes envolvidos em vias
metabdlicas especificas (STEIN, 2001).

Inferir funcdes as sequéncias dos genes transcritos s € possivel a partir
da busca de suas similaridades com sequéncias previamente depositadas em
bancos de dados, para isso, as ferramentas de bioinformatica séo utilizadas. O
GenBank, do National Center for Biotechnology Information (NCBI), o DDBJ
(DNA Data Bank of Japan) e o EMBL-EBI (European Molecular Biology
Laboratory — European Bionformatics Institute) sdo os bancos de dados
publicos que armazenam a maior quantidade de dados de sequéncia de
proteinas e nucleotideos. Juntos, eles formam o INSDC, International
Nucleotide Sequence Database Collaboration, conjunto de bancos que trabalha
para estabelecer formatos de dados e protocolos que facilitem a submissao
segura de dados, proporcionando seu intercambio em todo o mundo
(NAKAMURA et al., 2012).

Para a busca das sequéncias nos bancos de dados, a ferramenta mais

7

conhecida € a BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), que utiliza o
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algoritmo de Smith e Waterman (1981) para promover diversos tipos de
alinhamento entre as sequéncias consulta e as sequéncias contidas nas
diversas bases de dados disponiveis. Diferentes tipos de busca, baseadas em
similaridade, sdo oferecidas pela BLAST: BlastN (utilizado para pesquisar
sequéncias de nucleotideos), BlastX (traduz uma sequéncia nucleotidica em
produtos proteicos, comparando-os com proteinas de bancos de dados) e o
BlastP (pesquisa sequéncias de proteinas similares) (SETUBAL, 2004).

3.4.3 Compostos naturais em Pseudomonas spp.

Membros do género Pseudomonas possuem uma grande versatilidade
metabdlica e fisiolégica, permitindo a colonizacdo de diversos habitats
terrestres e aquaticos, sendo de grande interesse devido a sua importancia
como causadores de doencas humanas e em plantas, e seu crescente
potencial em aplicacdes biotecnoldgicas (SILBY, 2011). Em contrapartida,
Pseudomonas spp. se destaca como um dos mais estudados agentes de
biocontrole na producdo de antibioticos na ultima década, atuando contra
fitopatdgenos e bactérias de interesse hospitalar (KERBAUY, 2016; MA, 2016;
ZACHOW, 2015; SPAGO, 2014; TUPE, 2014; CARDOZO, 2013; ZHOU, 2012).

Numerosas cepas produtoras de compostos antimicrobianos foram
isoladas a partir de plantas cultivadas em solos de diferentes regifes
geogréficas, existindo diversas razdes para abundéancia de estudos com esse
género: sua diversidade de habitats, facilidade de isolamento, utilizacédo de
uma ampla gama de substratos, facil cultivo e manipulacdo genética (LOPER,
2012). Os antibidticos mais estudados produzidos por Pseudomonas spp. sao:
2,4-diacetylphloroglucinol (DAPG), hydrogen cyanide (HCN), pirrolnitrina,
pioluteorina e fenazinas. As fenazinas sdo 0s compostos, derivados do
metabolismo secundario e implicados no biocontrole, mais importantes em
Pseudomonas spp. (ARSENEAULT, FILION, 2016).

Fenazinas sdo compostos redox-ativos que provocam a formacao de
espécies reativas de oxigénio, reduzindo diretamente o oxigénio molecular,
assim possuem atividade antibiotica e podem ser consideradas fatores de
viruléncia (MAVRODI, BLANKENFELDT, THOMASHOW, 2006). A producéo de
fenazinas pode contribuir para a competicdo e biocontrole, matando
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diretamente agentes patogénicos (PARVIN et al., 2106; DASGUPTA et al.,
2015; TUPE et al., 2014) ou através de outros mecanismos, como a inducéo de
sinalizacdo em plantas para aumentar as respostas de defesa (AUDENAERT et
al.,, 2002) e reducdo de agentes patogénicos de viruléncia por meio da
alteracdo da transcricio de genes essenciais nesses patdgenos
(ARSENEAULT et al., 2013).

As fenazinas existem em diversas formas quimicas, produzidas a partir
da fenazina-1-carboxilica (PCA), que pode entdo ser convertida em outras
formas, fenazina-1-carboxamida (PCN), piocianina (PYO), hidroxifenazinas
(OH-PHZ), através da expressdo génica e producdo de diferentes enzimas
(figura 7). A PCA apresenta uma coloracdo amarelada, a OH-PHZ vermelho-
alaranjada, PCN verde e a PYO azul-esverdeada. Um conjunto conservado de
genes estad relacionado a biossintese das fenazinas. Estes genes sao
normalmente agrupados em dois operons, phzAl-G1 e phzA2-G2, que
codificam sete enzimas necessarias para a geracdo da fenazina precursora,
PCA. Os operons trabalham em conjunto na regulacdo da via, em um padrao
de amplificacdo de feedback (BLANKENFELTDT, PARSONS, 2014; LI et al,
2011).

Figura 7 — Fenazinas associadas ao biocontrole produzidas por Pseudomonas
spp. Fenazina-1-carboxilica (PCA), fenazina-1-carboxamida (PCN),
piocianina (PYO) e hidroxifenazinas (OH-PHZ).

&y o oo o
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PCA PCN 2-OH-PHZ PYO

Fonte: Arseneault, Filion, 2016.
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ARTIGO A

ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL DE UMA
CEPA AMBIENTAL DE Pseudomonas aeruginosa PRODUTORA DE UM

COMPOSTO ORGANOMETALICO BIOATIVO

Resumo

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é um grande problema que
acomete diversas regides do mundo e poucos novos farmacos estdo em fase
de desenvolvimento. O estudo dos microrganismos antagonistas isolados do
solo é uma fonte promissora de pesquisa de novos antimicrobianos frente a
falta de opcles terapéuticas. Os novos compostos ativos provém, na maioria
das vezes, do metabolismo secundario de microrganismos e conferem
vantagens adaptativas aos mesmos. O conhecimento das vias biossintéticas de
novos compostos permite a otimizacdo da producdo e purificacdo do mesmo.
Dessa forma, abordagens relacionadas ao estudo dos transcriptomas dos
microrganismos, como 0 RNA-seq, sao fundamentais para esse processo. Uma
cepa ambiental de Pseudomonas aeruginosa (cepa LV) é capaz de produzir um
composto organometalico bioativo quando cresce na presenca do ion metélico
cobre. Ap6s a andlise da expressdo génica diferencial da cepa LV quando
crescida em meio de cultivo na auséncia/presenca do ion metalico cobre
observou-se a hiperexpressao diferencial de nove genes. Trés genes foram
relacionados a sistemas de efluxo, um relacionado a chaperonas ligadas ao
cobre e um regulador de transcricdo; possivelmente esse conjunto génico esta
associado a expulsdo ativa do cobre no meio intracelular. Além disso, trés
genes evidenciaram proteinas hipotéticas e um gene correlato a via metabdlica
das fenazinas, sugerindo uma possivel ligacdo dessa via a formacdo do
composto organometalico bioativo, como forma de biorremediar o cobre
presente em excesso no meio intracelular.
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1 INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos antibioticos € um problema global que
cresce de maneira emergente, acometendo as comunidades e 0os ambientes
hospitalares. Nesse aspecto, 0s microrganismos multirresistentes tem um
impacto significativo sobre a mortalidade, o tempo de internacdo e os custos
associados ao tratamento, gerados pelas infeccbes que causam
(RUNDRAMURTHY et al, 2016). O cenario atual apresenta altos indices de
disseminacdo da multirresisténcia bacteriana, 0 que representa uma Sséria
ameaca para a saude publica e coloca em énfase alguns questionamentos
sobre um possivel retorno a uma era pré-antibiética e a necessidade de
estudos e desenvolvimento de novos compostos antimicrobianos (BASSETTI et
al, 2013). O solo é uma excelente fonte pesquisa de microrganismos
antagonistas, que sdo uma excelente estratégia para a purificacdo de novos
compostos antimicrobianos e uma necessidade frente a falta de opcdes
terapéuticas para microrganismos multirresistentes (FERNANDES, 2015).
Isolados do metabolismo secundéario de procariotos sdo muito estudados e
utilizados na pesquisa do controle de doengas na medicina, na agricultura;
desempenhando fungbes antimicrobianas e antifungicas (STIERLE, 2015; THI,
2016; DEPOORTER, 2016; ORLOVA, 2016).

Estudos anteriores realizados no Laboratério de Ecologia Microbiana da
Universidade Estadual de Londrina mostraram que um composto
antimicrobiano natural produzido pela bactéria ambiental Pseudomonas
aeruginosa (cepa LV) é capaz de atuar contra a bactéria multiresistente
Klebsiella pneumoniae, produtora da carbapenemase KPC (Klebsiella
pneumoniae carbapenemase), entre outras bactérias, incluindo Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (CARDOZO et al, 2013). Esse composto,
classificado como um organometélico € um metabdlito secundario produzido
pela cepa LV e induzido pela presenca do cobre no meio cultivo (OLIVEIRA et,
2016).

Com a metodologia do RNA-seq (sequenciamento de RNA), podemos
analisar o transcriptoma de microrganismos, entendo suas vias metabdlicas

envolvidas na sintese de novos compostos com atividade através da analise
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das regides funcionais dentro do genoma da espécie e 0s elementos genéticos
envolvidos na producédo dos possiveis agentes (GRABHERR et al., 2011).

O presente trabalho tem como objetivo a utilizagdo da metodologia de
RNA-seq juntamente com o pacote computacional CLC Genomics Workbench
versao 8.5.1 (CLC bio, Denmark), para andlise, através da abordagem de
mapeamento, da expresséo génica diferencial da CEPA LV de P. aeruginosa
sob duas condi¢cbes de crescimento presenca/auséncia do ion metalico cobre.
A andlise tem como finalidade a busca da funcdo dos transcritos
diferencialmente expressos e seu papel no metabolismo espécie, para

contextualizar a via de sintese do composto bioativo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Obtencéao das Células

O processo de obtencao das células da bactéria P. aeruginosa (Cepa
LV) nas diferentes condi¢des (presenca/auséncia do ion Cobre) foi realizado de
acordo com a patente registrada: Patente PI0803350-1 — INPI 12/09/20092008;
http://www.inpi.gov.br, com a modificacdo no tempo de cultivo, para 24hrs. As
producdes foram realizadas em triplicata biologica (trés amostras para cada
situacdo de crescimento, correspondendo a cada um dos trés experimentos,
separados espacial e temporalmente). Ap6s o cultivo as células foram
separadas por centrifugacdo em Centrifuga Jouan CR3 (9.000 rpm/20 min.,
4°C) e estocadas a -80°C acrescidas de trizol em tubos de centrifugacéo de
polipropileno. Apds, o sobrenadante produzido foi testado quanto ao efeito

antibidtico.

2.2 Extracéo do RNA Total

Apos as condicdes descritas para a obtengdo das células nas diferentes
condicbes a serem analisadas, o RNA total foi isolado utilizando o kit illustra
RNAspin (Ge Healthcare, Reino Unido), segundo as recomendacfes do

fabricante. A integridade do RNA foi determinada em gel de agarose (1,5%) em



49

condicbes desnaturantes e a quantidade do RNA foi mensurada em

espectrofotometro BioTek Sinergy HT.

2.3Deplecdo do RNA Ribossdémico

O RNA total extraido das triplicatas biolégicas foi submetido & deplecao
utilizado o kit RiboMinus ™ transcriptoma Kits (TermoFisher Scientific), de
acordo com as recomendacOes do fabricante. A remoc¢ao do RNA ribossémico
aumenta a representacdo dos transcritos de RNA mensageiro, melhorando a
acuracia dos transcritos. Apoés, a integridade e a quantidade do RNA depletado,
foram determinadas em gel de agarose (1,5%) em condi¢cdes desnaturantes em
espectrofotometro BioTek Sinergy HT, respectivamente.

2.4Construcao da Biblioteca e Sequenciamento do RNA

A construgdo das bibliotecas foi realizada no Laboratério de
Biotecnologia e Marcadores Moleculares (ICB) da Universidade Federal de
Minas Gerais (Campus Belo Horizonte, MG). O mRNA resultante da deplecao
foi utilizado como base para a construcdo das Bibliotecas de RNA-Seq
utiizando o kit TruSeq® RNA Sample Preparation v.2 (lllumina, USA), o
protocolo foi adaptado na fase inicial para utilizar o mRNA depletado como
substrato para o kit. As bibliotecas foram quantificadas com o kit KAPA Library
Quantification lllumina® (KAPA Biosystems) através de uma reacdo de qPCR.
Em seguida as bibliotecas foram normalizadas para a concentracdo de 4 nM e
unidas para a realizacdo do sequenciamento, que foi feito no sequenciador
MiSeq (lllumina) com o kit MiSeq Reagent v3 (600 ciclos) em estratégia paired-
end 2x300.

2.5Checagem da Qualidade dos Reads
Na plataforma CLC Genomics Workbench versdo 8.5.1 (CLC bio,

Denmark) os reads obtidos tiveram sua qualidade analisada. O corte de

qualidade foi o phred 0 jA que nosso interesse € analisar 0 maximo de
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informacdes possiveis sobre as sequéncias, e encontrar a maior quantidade de

proteinas de interesse.

2.6 Mapeamento dos Reads

O mapeamento dos reads foi a partir do genoma de referéncia da cepa
Pseudomonas aeruginosa PAO1 (NCBI Reference Sequence: NC_002516.2) os
reads trimados foram mapeados, utilizando os parametros padrbes da
plataforma computacional CLC Genomics Workbench versdo 8.5.1 (CLC bio,

Denmark).

2.7 Medida dos Niveis de Expresséo e Analise da Expresséo Diferencial

Os dados gerados foram analisados pela plataforma CLC Genomics
Workbench versdo 8.5.1 (CLC bio, Denmark) para a quantificacdo da
expressao por valores de RPKM (Reads per Kilobase per Million of Mapped
Reads). Basicamente a plataforma realiza a normalizacdo dos dados
mapeados obtidos para comparar as amostras com maior acuracia, calculando
0os niveis de expresséo e, finalmente, realizando os testes estatisticos para
verificar as diferencas de expressdo. Para determinar 0s genes que
apresentavam diferencas nos niveis de expressao entre as duas situacdes de
crescimento, foi utilizada a ferramenta Empirical analysis of DGE (Robinson e
Smyth, de 2008), hospedada na plataforma CLC. Na mesma plataforma, os
genes diferencialmente expressos com significancia estatistica foram
identificados a partir de uma filtragem aplicando-se a corre¢do Fold Change
(usada para a comparacdo do nivel de expressdo de RNAmM de um gene de
entre duas condi¢Oes distintas) maior que 1,5 e p-valor menor que 0,001. A
lista de genes com expressdes significantes obtidas foi transformada,

normalizada e utilizada para confec¢do dos graficos de analise de dispersao.

2.8 Anotacgdo Funcional dos Genes Diferencialmente Expressos

Os transcritos mais expressos foram submetidos aos programas de
anotacdo BLAST (Basic Local Alignament Search Tool), INTERPRO (Protein


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_002516.2
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Sequence Analysis & Classification), UNIPROT (Universal Protein Resource) e
PFAM (Protein Domain Database) individualmente para possivel classificacdo
manual em categorias funcionais de acordo com a descricdo da sequencia

baseada na maior similaridade.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas as analises da expressao génica diferencial da Cepa
LV de P. aeruginosa na presenca/auséncia do ion metalico cobre para
identificar a funcdo dos transcritos hiperexpressos e o seu papel no
metabolismo espécie. Com os resultados obtidos inferiu-se os possiveis genes
envolvidos na producdo de um metabdlito secundario com funcéo

antimicrobiana produzido pelo microrganismo.

3.1 Obtencao dos Reads

Apos todas as etapas de extracdo do RNA, deplecdo do RNA, sintese do
cDNA, construcdo e sequenciamento das bibliotecas gendmicas, obtivemos
aproximadamente 30 milhdes de reads para a andlise, conforme o
demonstrado na Figura 1.

As reads selecionadas estavam separadas em dois tratamentos
distintos, os que foram obtidos através do cultivo da Cepa LV acrescida de
cobre no meio de cultivo e os que foram cultivados sem a presenga do mesmo
no meio. Para o tratamento A (sem cobre no meio de cultivo) foram obtidas
14,783,618 reads, enquanto para o tratamento B (cobre acrescido ao meio) o
total foi de 15,091,252 reads.

3.2 Mapeamento dos Reads

Apds o0 agrupamento das triplicatas os tratamentos foram mapeados
pelo genoma anotado de P. aeruginosa (NCBI Reference Sequence:
NC _002516.2), que possui 5.697 genes e 6264404 pb. O numero total de reads
obtidos em cada tratamento é demonstrado na tabela 1 e o maior tamanho

obtido para cada triplicata foi de 301 pb. A cobertura média de cada tratamento


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_002516.2
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foi superior a 100X, demonstrando um namero de reads adequado para analise
de expressao.

As analises das médias dos tratamentos revelaram que, para o
tratamento A (condicdo sem cobre) aproximadamente 63% dos reads foram
mapeadas e 37% n&o foram mapeadas. Para o tratamento B (condicdo com
cobre) os reads mapeados foram 65% e o0s nao mapeadas 35%,
aproximadamente (Tabela 1).



53

Figura 1 - Fluxo de trabalho das etapas de extracdo do RNA, deplecdo do
RNA, sintese do cDNA, construcdo e sequenciamento das bibliotecas
gendmicas.
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Tabela 1 - A tabela demonstra o nimero e a porcentagem de reads mapeados
e ndo mapeados das triplicatas de cada tratamento.

Reads Mapeadas em Reads N&o-Mapeadas Total®
Pares
N° de % N° de % N° de %
reads reads reads
Tratamento Al  4.080.686 77,29 1.060.775 20,09 5.279.934 100,00
A A2  3.077.138 62,52 1.723.699 35,02 4.921.736 100,00
(sem A3 1.753.948 38,28 2.694.837 58,81 4.581.948 100,00
cobre)
Tratamento Bl  3.081.482 63,97 1.592.615 33,06 4.816.716 100,00
B B2 3.511.134 68,74 1.469.480 28,77 5.107.976 100,00
(com B3 2.878.158 55,71 2.164.010 41,88 5.166.560 100,00
cobre)

(@) A soma dos valores de reads mapenados e ndo mapeados ndo corresponde ao total
de reads demonstrados pois os reads mapeados em pares quebrados foram ocultados

da tabela.

3.3 Medida dos Niveis de Expresséo e Analise da Expresséo Diferencial

Para a quantificacdo da expressao génica os valores de RPKM foram
utilizados. Os dados mapeados obtidos entre os dois tratamentos foram
comparados, calculando seus niveis e diferencas de expressdo. Apos o
tratamento estatistico nove genes foram detectados (figura 2). De acordo com
o gréafico os nove genes com diferenca estatistica estdo no tratamento B (sem
cobre). Essa relagcdo pode ser explicada pela presenca do cobre no meio de
cultivo e a produgdo do composto organometalico, que acontece nessa
condicdo. Dessa forma, podemos dizer que possivelmente esses genes

hiperexpressos podem estar relacionados a sintese do composto.

3.4 Anélise Funcional

Os genes hiperexpressos com significancia estatistica foram filtrados

em uma tabela e classificados manualmente em categorias funcionais de



acordo com a descricdo da sequéncia baseada na maior similaridade.

curadoriacao foi realizada em ferramentas de busca distintas (tabela 2).
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Figura 2 - Dispersdo dos genes expressos entre o0s tratamentos quando
comparados com o genoma de referéncia PAOL. Os pontos vermelhos indicam

0S genes hiperexpressos com menores niveis de significancia.

Dentre os genes anotados trés (PA2691, PA4141 e PA4782) nédo

foram caracterizados em nenhum dos bancos utilizados, sendo classificados

como proteinas hipotéticas. Outros trés genes foram relacionados ao transporte
de ions metalicos (PA3521, PA3523 e PA3920); 1 gene (PA3574a) associado
ao grupo de chaperonas ligadas ao cobre e um gene (PA4872) classificado

como um regulador de transcricdo. Por fim, um dos genes (phzA2) foi

relacionados a via biosintética das fenazinas.

34.1 Genes relacionados ao excesso de cobre no meio intracelular

Alguns metais pesados sao importantes, em pequenas concentracoes,

para 0 crescimento bacteriano, entretanto, quando em excesso Sao

considerados toxicos. Altas concentracfes de cobre podem causar toxicidade

na célula bacteriana devido a sua interacdo com os acidos nucléicos ou porque
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atuam na peroxidacéo dos lipideos da membrana, alterando a permeabilidade
celular, levando a morte. Por outro lado, o cobre complexado organicamente é
relativamente ndo téxico para os microrganismos (TEITZEL et al, 2006). As
bactérias possuem diversos mecanismos para evadir-se do estresse causado
pelo cobre como a perda de porina, a reducdo ou oxidacdo do metal para
formas menos téxicas e os sistemas de efluxo. Os sistemas de efluxo
constituem o principal aspecto da resisténcia a esses metais, transportando os
cations metélicos para o citosol ou para o espaco periplasmatico (NIES, 2003).

Dentre 0s genes hiperexpressos encontrados em nosso estudo, trés
estdo relacionados a sistemas de efluxo (PA3521, PA3523 e PA3920) e um
gene (PA3574a) est4d relacionado a expressdo de uma chaperona
transportadora de cobre, a CopZ. De maneira especifica 0 gene PA3920 esta
relacionado ao transporte de metais pesados em Pseudomonas sp. Ele
pertence ao subgrupo Pig.; da familia dos transportadores do tipo P-type
ATPases. Nesse sistema, o efluxo do cobre ocorre na presenca de ATP,
quando as Cu'-chaperonas translocam o fon para as proteinas
transmembranas. Entdo, ocorre a fosforilacdo catalitica da enzima
transmembrana, que move o cobre para 0 espago periplasmatico ou para o
meio extracelular. Apés o metal ser liberado a enzima retorna a sua condi¢édo
inicial (GONZALEZ-GUERREIRO et al, 2010). Sabe-se que P. aeruginosa
possuem sistemas de efluxo constitutivos que podem ser expressos em
multiplas cépias com a presenca de um estimulo. A presenca do cobre no meio
de cultivo no tratamento B, em nosso estudo, explica a hiperexpressao desses
genes relacionados ao efluxo, uma vez que o a presenca do ion € um estimulo
ambiental particular para o aumento da expressdo desses sistemas,
principalmente aos relacionados ao transporte de metais pesados.

O gene PA4878 estd relacionado a familia MerR, que englobam
proteinas reguladoras relacionadas a ativacdo de sistemas de efluxo. Essas
proteinas estdo envolvidas na modulacdo da ativacdo da transcricdo da sua
prépria expressdo, bem como a dos seus genes-alvo em resposta a um indutor
(LIAO et al, 2013). Os altos valores de expressdo dessa proteina reguladora
apresentado em nosso estudo estdo relacionados com o conjunto de

mecanismos que a cepa LV vale-se para a eliminacédo do cobre de seu interior.
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Tabela 2 - Categorias funcionais dos genes hiperexpressos com significAncia estatistica, para os quatro bancos de dados
analisados e seus respectivos acessos.

Genes
Hiperexpress BLAST INTERPRO UNIPROT PFAN
0s
Acesso Descrigcao Acesso Descrigao Acesso Descrigao Acesso Descrigao
119AC74A-4308- Pyridine nucleotide-
PA2691 NP_251381.1 hypothetical protein NP_251381.1 None predicted Q9I0F1 Uncharacterized protein 11E6-911D- disulphide
1D4195374F7B oxidoreductase
8C838970-4307-
PA3521 NP_252211.1 hypothetical protein NP 2522111 | Outer me:gf’é;”e efflux | ooHves mz;ﬁ’g;t:jg ouer 11E6-8525- O‘éﬁLTeggﬁne
P P AA236FECAC22 P
. . Barrel-sandwich
resistance-nodulation-cell E7D46600-4307- )
PA3523 NP_252213.1 division (RND) / efflux NP_252213.1 RND efflux pump, | s aqpy3R04s5 | Efflux transporter, RND 11E6-AB34- domain of CusB or
: . membrane fusion protein family, MFP subunit HlyD membrane-
membrane fusion protein 2E4195374F7B fusion
96066EEE-4308- HMA domain (heavy-
PA3574a YP—0081719768' copper chaperone CopZ YP—0081719768' None predicted AOAOESQZK Uncharacterized protein 11E6-80EB- metal-associated
32246FECAC22 domain)
. } Heavy metal BF3D3A22-4308- HMA domain (heavy-
PA3920 NP 252600.1 | Met@! tra;ﬁ%‘g;‘gg P-type | \p 252609.1 P-type ATPase AOAOg3R5R translocating P-type 11E6-8366- metal-associated
ATPase 95635F09777C domain)
AOAOE1AMZ E93EADAC-4308- \é\/fgr?wlinrgglcnhdeg rt]g
PA4141 NP_252830.1 hypothetical protein NP_252830.1 None predicted 0 Uncharacterized protein 11E6-A9B7- our search
1C4195374F7B Y
sequence
We di t fi
_ _ , AOAOE1AZX . . 0F91632C-4309- Pfgncil-inn?atlcnhdez rt?)l
PA4782 NP_253470.1 hypothetical protein NP_253470.1 None predicted Uncharacterized protein 11E6-A6CF-
2 your search
1D4195374F7B
sequence
- . Transcriptional 29269938-4309- MerR HTH family
PA4878 NP_253565.1 transcriptional regulator NP_253565.1 None predicted AOAOE1B2A9 requlator 11E6-B71C- requlatory protein
9 1C4195374F78 gulatory p
. . . . . . . . . 3E312AE6-4309- Phenazine
phzA2 NP_250590.1 phe”azrglgig'giﬁhes's NP_250590.1 Phe”azlgfe?r']‘):}g“hes's V6AFZ3 Phe”a:é'tr;?nb'%szﬁ“zhes's 11E6-9A91- biosynthesis protein
P P P P 32246FECAC22 AB



http://www.uniprot.org/uniprot/Q9I0F1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9HY88
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A0H3R045
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/YP_008719768.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/YP_008719768.1
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A0H3QZK8
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A0H3QZK8
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A0H3R5R9
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A0H3R5R9
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A0E1AMZ0
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A0E1AMZ0
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A0E1AZX2
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A0E1AZX2
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A0E1B2A9
http://www.uniprot.org/uniprot/V6AFZ3
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Nesse caso essa proteina responde ao estimulo ambiental do aumento de
cobre no meio de cultivo, sendo hiperexpressa e auxiliando a transcricdo dos

sistemas de efluxo para o transporte do cation para o0 meio extracelular.

3.4.2 Gene relacionado a via metabodlica das fenazinas e genes nao

caracterizados

Fenazinas sao importantes compostos heterociclicos contendo
nitrogénio com atividade redox biossintetizadas e secretadas naturalmente por
algumas cepas de Pseudomonas spp. fluorescentes. S&o produtos do
metabolismo secundario desse grupo de microrganismos e, por seu pequeno
tamanho, penetram facilmente todos os tipos de células. O anel aromatico que
possuem é substituido por diferentes grupos funcionais, resultando em
derivadas cores. Quatro fenazinas principais foram identificadas em P.
aeruginosa: fenazina-1-carboxilica (PCA, possui uma pigmentacdo amarelada),
que é produzida através do acido corismico. A PCA, molécula precursora, €
ainda modificada em piocianina (PYO, pigmento azul), 1-hidroxifenazina (1-HP,
pigmento laranja), e a fenaniza-1-carboxiamida (PCN, pigmento amarelo)
(BRIAD et al, 2015). Esses compostos funcionam como antimicrobianos
naturais, supressores de patdgenos de plantas, e viruléncia em hospedeiros
humanos e animais; desempenhando um importante papel na competitividade
microbiana (DASGUPTA et al, 2015; GARRISON et al, 2016; MORRISON et al,
2015; BRIARD et al 2015; CHEN et al, 2014).

A biossintese de PCA em P. aeruginosa é realizada por dois operons de
sete genes phzl (phzA1B1C2D1E1F1G1) e phz2 (phzA2B2C2D2E2F2G2).
Segundo Li (2011), hd uma regulacdo conjunta desses dois operons para a
eficiéncia da sintese dessa fenazina. O agrupamento de genes phzA2-G2 sé
pode produzir PCA em pequenas quantidades, a maioria das moléculas de
PCA sao produzidas a partir do agrupamento phzA1-G1. Entretanto, de acordo
com o autor, a expressao dos dois operons em conjunto € que proporcionam a
producdo eficiente de PCA, em um padrdo de amplificacdo de feedback. O
mecanismo ocorre quando o operon phz2 produz uma quantidade basal de
PCA, essa auto-induz o mesmo operon a continuar a biossintese e induz a

ativacdo da expressdo do operon phzl. Além disso, a producdo de PCA pelo
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operon phzAl também induz a expressao do operon phzA2 a continuar sua
biossintese.

No presente estudo encontramos uma hiperexpressao do gene phzA2,
pertencente ao operon phz2. Dentre 0s nove genes detectados esse é o Unico
gue esta relacionado a uma via metabdlica. A alta expressdo do gene phzA2
possivelmente induz & uma maior expressao na quantidade de PCA, ja que seu
mecanismo de biossintese estéa relacionado a quantidade do mesmo no meio
intracelular. A presenca do cobre no meio de cultivo provoca um estresse no
microrganismo, esse tenta elimina-lo através dos sistemas de efluxo
hiperexpressos, além disso, sugerimos que parte dessa concentracao do ion €
biorremediada, sendo convertido no composto organometalico com atividade
antimicrobiana. Estudos realizados em nosso laboratério demonstraram que a
PYO é isolada nos cultivos sem a presenca do ion cobre e ndo esta presente
na quando o mesmo é adicionado ao meio (dados néo publicados), sugerindo
assim que a PCA produzida é convertida em PYO e essa biorremediada no
composto bioativo. Possivelmente as trés proteinas hipotéticas detectadas
possam estar relacionadas a conversdo da PCA em PYO e participem
ativiamente do processo de biorremediacdo da PYO no composto
organometalico bioativo (Figura 2). Mais estudos estdo sendo conduzidos para

a confirmagéo da hipotese.
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Figura 3 - Relagcdo integrada dos genes hiperexpressos quando ha um
aumento de cobre no meio de cultivo e as possiveis hipéteses de sua expulsao:
eliminacgéo ativa e biorremediagéao.
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ARTIGO B

SYNERGISTIC ACTION OF POLYMYXIN B AND A ORGACOPPER
COMPOUND PRODUCED BY A STRAIN OF Pseudomonas aeruginosa
AGAINST MULTIRESISTANT Acinetobacter baumannii ISOLATES

Abstract

Acinetobacter baumannii is emerging as highly multiresistant clinical pathogen
with increased prevalence. In recent years, the limited number of antimicrobial
agentes available for treatment of infections with multdrug-resistant strains
reinforced the tendency for discovery of novel antimicrobial agents or treatment
strategies. Polymyxin are last-resort antibiotic for treating infections for A.
baumannii and the recent emergence of polymyxin B-resistant strains, however,
urgently demands clinical optimisation of use of this drug to minimise further
evolution of resistance. The aim of the study was to determine antimicrobial
effectiveness of one organocopper compond produce by a environmental
Pseudomonas aeruginosa strain, alone and in combination with imipenem or
polymyxin B, against multidrug-resistant A. baumannii. The results obtained
highlighted the occurrence of good antibacterial effect of the organocopper
compound when administered alone. In the combination with imipinem, two
strains showed antagonistic effect with the compound and four no effect,
however, to polymyxin B, in all isolates proved synergism efect. The viability
courve method confirmed efficacy of organocopper compound and polymyxin B
combination, with complete reduction of bacterial count after 14 h. The results
offer an opportunity for future development of treatment strategies for potentially
lethal wound infections caused by multdrug-resistant A. baumannii.
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1 Introduction

Acinetobacter baumannii has emerged as a significant nosocomial
pathogen worldwide. A multitude of infections can be caused by this
microorganism, including ventilator-associated pneumonia, line-associated
bloodstream infections, meningitis, cathether-associated urinary tract infections,
and skin and soft tissue infections. The intrinsic antimicrobial resistance, the
persistence of the bacterial organism on surfaces as well as its ability to rapidly
developed antibacterial resistance represents a significant challenge to patients
and healthcare systems (GNIADEK, CARROLL, SIMNER, 2016)

For treatment of serious infections due multidrug resistant (MDR) A.
baumannii, until recently, the carbapenems could be effectively used. However,
nowadays the dissemination of carbapenem-resistance A. baumannii strains
resulted in limited available clinical options and led to resurgence of polymyxins
as last-resort antibiotics treatments

With respect to use of polymyxins to treat MDR infections due to A.
baumannii, an important characteristic of the organisms is heteroresistance.
Clinical strategies, including novel dosing regimens and combination antibiotic
therapy, have been proposed as a solution to prevent this emerging resistance.
The possible advantages of polymyxin combined therapy in comparison to
monotherapy comprise a broader antibacterial spectrum, synergistic effects,
and decreased risk for emerging resistance during therapy (DIAS et al, 2016)
(CHUNG et al., 2016; RAO et al., 2016).

The synthesis of new bioactive compounds derived from soill
microorganisms is a prop in modern medicine since the last century.
(TRAXLER, KOLTER, 2015). Soil is a living and dynamic ecosystem, and the
interactions that dominate their biology are often mediated resulting compounds
of secondary metabolism of organisms present there (ZHANG, LORIA DING,
2015). Among the microorganisms that produce groups of bioactive compounds
Pseudomonas genus is known to produce a wide range of such agents (Ligon
et al, 2000).

In the present study, we evaluate the in vitro antimicrobial effect of an

organocopper antibiotic compound (OAC) produced by an environmental isolate
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of Pseudomonas aeruginosa (LV strain) against MDR A. baumanii strains,

alone or when combined with imipenem or polymyxin B.

2 Methods

2.1 Production, collection and purification of Organocopper Antibiotic
Compound (OAC)

The production process, obtaining and purifying of the OAC was
performed according to the methodology described by Oliveira et al. (2016).

2.2 Bacterial isolates

Four isolates of A. baumannii represent genes encoding carbapenem-
hidrolyzing Class-D B-lactamases (CHDL) in Acinetobacter, namely blaoxa-23,
blaoxa-ss, blaoxa-72 and one A. baumannii encoding blapxa-231 gene and a clinical
isolate, called Ac S171/5, sensitive to antimicrobials (used as reference strain),
was kindly provided by Prof. Dr. Ana Cristina Gales (Laboratério Especial de
Microbiologia Clinica — Universidade Federal de S&o Paulo/Escola Paulista de
Medicina), and by Prof. Dr. Elaine Floristher Carrara-Marroni (Laboratério do
Hospital da Clinicas — Universidade Estadual de Londrina), respectively.

All isolates were stored in Nutrient Broth (NB) containing glycerol (v/iv
30%) at -70°C. For all experiments the isolates were inoculated on Mueller
Hinton Broth (MHB) and cultured overnight at 37°C. After, they were grown on
Mueller Hinton Agar (MHA) under the same conditions of time and temperature.

2.4 Minimum Inhibitory Concentration (MIC)

The antimicrobial agents tested in this study include the OAC and two
commercial antimicrobials: Imipenem and Polymyxin B (Sigma, USA). The MIC
were determined by the Microdilution Broth Method, in accordance with the
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). To evaluate the
antimicrobial activity of the OAC was incorporated into the compound dilution, a
final concentration of <0.8% DMSO (Sigma, USA) (v/v) in diluent (culture
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medium). The OAC concentrations were performed in two repetitions in serial
dilutions to concentrations ranging from 62.5 to 0.9ug/ml and for commercial
antibiotics in serial dilutions of two replicates with concentrations ranging from

0.125 to 512pg/ml. All experiments were performed in triplicate.
2.5Synergism Test

The MIC of the combination, which is the lowest concentration of
polymyxin B that, when combined with the lowest concentration of OAC, were
determined. To evaluate the interaction between both antibiotics, the
fractionated inhibitory concentration index (FICI) was used as described by Chin
and collaborators (1998): FICI = MIC (POL B or IMI + OAC) / MIC (POL B or
IMI) + MIC (POL B or IMI + OAC) / MIC (OAC). Where MIC (POL B or IMI +
OAC) is the MIC of polymyxin B or imipenem combined with the OAC, MIC
(POL B or IMI) and MIC (OAC) is the MIC of the polymyxin B or imipenem and
MIC OAC alone, respectively. FICI were interpreted according Odds (2003) as
follows: FICI < 0.5= synergic interaction; FICI >0.5-4= no interaction and FIC| >

4.0 = antagonist interaction.
2.6 Curve of growth and viability

To quantify the effect of compounds on the bacterial growth, a time-
response growth curve was obtained in the presence of polymyxin B, OAC and
the combination polymyxin B+OAC. Briefly, one culture of A. baumannii (strain
blaoxa-23) was adjusted to 0.5 index in MacFarland scale and inoculated at a cell
density of 10°CFU/mI in four distinct tubes containing in 5 ml of MHB. The
cultures receives the antibiotics: polymyxin B and OAC (in distinct tubes) and
polymyxin B in combination with OAC, in their MIC concentration. A culture,
used as a control, had no added antibiotics. The bacterial cultures were then
incubated at 37°C. In different times (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 16, 18, 24 and 48
hours), an aliquot of the broth was collected, diluted in saline solution, plated on
MHA and grown for 18 h at 37°C in order to determine the total CFU of each

culture.
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3 Results

3.1CIM and Synergism Test

Among the conventional antimicrobials, all isolates, with the exception of
strain control, showed resistance to imipenem. The efficiency of polymyxin B
was higher, with only two resistant isolates (Table 1). OAC showed inhibitory
activity at a concentration of 3.9ug/ml for control and 7.8ug/ml for others strains
(Table 1). Drug combination effects of commercial antimicrobial and OAC
according to FICI are also shown in Table 1. The combination Imi vs OAC
presented with antagonist interaction for the strains blapxa-ss and blaoxai4z and
no interaction to the other isolates. However in combination Pol B vs OAC all
isolates showed synergistic effect. In these combinations, the MIC of blaogxa-23,
blapxass and blapxa-231 decreased their values by three times. The blaoxa-72
isolate declined by four times the MIC and a decreased of five times was
verified for blaoxa-143 Strain. The control also showed synergistic combination
results in Pol B vs OAC with MIC decreased twice.

Table 1. Minimum Inhibitory Concentration (MIC) of the six isolates of A.
baumannii to commercial antibiotics, OAC, the synergic actions between them
and the FICI. (R) resistant, (S) sensitive, (AE) antagonistic effect, (NE) no
effect, (SE) synergistic effect effect. Values MIC are given in pg/mL.

Strains MIC (alone) MIC (combinated) FICI

Imipenen  Polymyxin  OAC Imivs Pol B vs Imi vs Pol B vs
B OAC OAC OAC OAC
blapxa2z | 128 (R) 4 (R) 7.8 64 (R) 0.5(S) 8.7 (AE) 0.19 (SE)
blaoxa-ss 16 (R) 1(S) 7.8 8 (R) 0.125 (S) 1.5 (NE) 0.14 (SE)
blaoxa-72 32 (R) 2(S) 7.8 16 (R) 0.125 (S) 2.5 (NE) 0.08 (SE)
blaoxa-143 | 128 (R) 4 (R) 7.8 64 (R) 0.125 (S) 8.7 (AE) 0.05 (SE)
blaoxazs1 | 64 (R) 1(S) 7.8 32 (R) 0.125(S) | 4.6 (NE) 0.14 (SE)
Ac 0.125 (S) 1(S) 3.9 0.0625 0.25 (S) 0.6 (NE) 0.31 (SE)
S171/5 (S
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3.2 Curve of growth and viability

The kill curves were made for the commercial antimicrobial polymyxin B,
for the OAC and the combination Pol B vs OAC (figure 1). The standard growth
curve was used as positive control. The four curves made can be seen in Figure
1. In the curve of polymyxin B observed a reduction in CFU count during the
first 2 hours, with a decline until 8 hours. However, after 10 hours of incubation
was possible to note an increase in CFU count. The beginning of decline in
CFU counts for OAC were slower than those for polymyxin B, approximately six
hours and after 14 hours of culture there is no more microbial growth. The
combination of Pol B vs OAC presented a similar curve, a gradual reduction in
CFU counts, reaching the kill of the microorganism in 16 hours.
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Figure 1. Curves of growth and viability for the isolated A. baumannii blapxa-23. The green line represents the control (growth curve),
the blue line is the counts for polymyxin B, in purple for OAC and pink the combination Pol B vs OAC. The time is given in hours
and each point on the graph is the sum of 2 hours from the inoculation time.
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4 Discussion

While carbapenems have been regarded as antimicrobials of last-resort in
infections caused by multidrug-resistant A. baumannii, increased rates of
carbapenem resistance were observed for this microorganism worldwide (DIAS et al.,
2016; MOGHADAN et al., 2016; MATHLOUTHI et al., 2016; AHMED et al., 2016). In
Brazil, the carbapenem-resistance rates are higher than 50% (KIN). All the isolates
used in our study were resistant to imipenem, except the control strain Ac S171/5,
which it was susceptible to the all antimicrobials tested. As the high rate of
carbapenem-resistance in A. baumannii has been observed on a global scale, the
few remaining therapeutic options include tigecycline and “old” polymyxins, despite
previous withdrawal because of reports nephrotoxicity and neurotoxicity presented
(NATION et al., 2015). However, in the last few years a large number of reports have
demonstrated decreased sensibility for polymyxin B in A. baumannii, highlight the
alarming occurrence of pan-resistance (CHEAH et al., 2016; FREIRE et al., 2014,
BARIN et al., 2013). Among the isolates tested, we have identified two strains
resistant to polymyxin B.

Two distinct resistance phenotypes has been observed to polymyxins, the first
being due to induction by the presence of the drug (called heteroresistance) and a
second resistance phenotype designed as "natural” not correlated to prior exposure
to polymyxins (FALAGAS, RAFAILIDIS, MATTHAIOU, 2010; CAIl et al.,, 2012).
Heteroresistance occurs when is detected the emergence of a resistant
subpopulation in a population of isolates susceptible to an antimicrobial.
Inappropriate antimicrobial use is a risk factor, both for the emergence of hetero-
resistance, as to the emergence of induction of resistance phenotypes in clinical
isolates (SKIADA et al.,, 2011). Cases of polymyxin B heteroresistance in A.
baumannii have been described (BRIAN et al., 2016; QURESHI et al., 2015; BARIN
et al., 2013; LI et al., 2006). In the time kill curve assay performed with polymyxin B,
a decline of the inoculum was verified up to 8 hours of cultivation. However, after this
time, an exponential regrowth was observed until 24 hours. In fact, an abolition of the
bactericidal effect and selection of a resistant subpopulation was observed, indicating

a possible heteroresistance on the tested isolate.
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Faced with lack of therapeutic options against multidrug-resistant organisms,
new natural compounds have been tested against these pathogens, including A.
baumannii. The organometallic compound extracted from a P. aeruginosa strain used
in this study has been tested against clinical isolates of methicillin-resistant
Staphylococcus aureus and Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC)-
producing K. pneumoniae (KERBAUY et al.,, 2016; CARDOZO et al., 2013).
According Kerbauy et al. (2016) MIC of the organometallic compound for K.
pneumoniae is 3.9 pg/mL. A similar result was found in this study: the MICs obtained
were 7.8 ug/mL and 3.9ug/mL for the isolates carrying the CHDL genes and standard
strain, respectively. The effective antimicrobial activity of the compound against
multiresistant isolates of A. baumannii makes this substance a great candidate to
develop new antibiotic to use in the control of infections caused by this pathogen.

Important benefits has been reported with the use of combinated therapies
with polymyxin B against multiresistant pathogens, especially to prevent the
emergence of polymyxin B heteroresistance during monotherapy (CAI et al., 2016;
DURANTE-MANGONI et al., 2013; KVITKO et al., 2011; PAUL et al., 2010). The
synergistic effect of polymyxin B in combination with commercial antimicrobial agents
and new natural compounds in multiresistant microorganisms are reported in many
studies (KNEZEVIC et al., 2016; BETTS, et al., 2016; NI et al., 2014). Chung et al
(2016) have observed synergistic effect of polymyxin B in combination with a
compound of secondary metabolism in Streptomyces spp. in Gram-negative bacterial
isolates, the combination therapy of these compounds was highly effective against
clinical isolates of A. baumannii. In this study the combination of polymyxin B with the
organometallic compound presented a synergistic effect for all isolates of A.
baumannii tested. Two isolates resistant to polymyxin B in monotherapy showed
susceptibility in combination therapy. In additional, in the time kill curve of the
combined compounds was not verified a polymyxin B resistant subpopulation,
different from what occurred in the polymyxin B isolate assay. These data reinforce
the efficacy in the treatment of A. baumannii with polymyxin B when this antimicrobial
is administered in combination therapy.

In conclusion, the combination therapy of polymyxyn B and the organometallic
compound, extracted from the secondary metabolism of P. aeruginosa (strain LV),

furnish a prospective alternative to limited use of polymyxin in the treatment of A.
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baumannii multiresistant strains, especially to avoid the selection of heteroresistance

subpopulations.
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CONCLUSAO

* A cepa LV de P. aeruginosa produtora de um composto com atividade
antimicrobiana quando cultivada na presenca do ion cobre apresenta um
transcriptoma distinto do cultivo na auséncia do cobre;

« As analises da expressdo génica diferencial mostraram que possivelmente o
excesso de cobre no meio intracelular leva o microrganismo a elimina-lo por duas
vias distintas: hiperexpresséo de sistemas de efluxo e desvio da rota biossintética
das fenazinas (possivel remediacao);

« O composto organometalico possui atividade contra A. baumannii;

* Quando combinado com o antimicrobiano comercial polimixina B o composto
bioativo possui acao sinérgica;

« A acdao sinérgica da combinacdo POLB vs CAO diminui a CIM de dois isolados de
A. baumannii R a POLB (tornando-os S), ndo apresentando na curva de
viabilidade subpopulagdes heterorresistentes;

« A combinacdo dos compostos pode vir a ser uma alternativa ao uso limitado da

polimixina B no tratamento das infec¢des por A. baumannii



