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RESUMO

Staphylococcus aureus ¢ um patdogeno relevante nos ambitos comunitdrio e de assisténcia a
saude, conhecido pela dificuldade terapéutica associada a resisténcia antimicrobiana e a
formacgao de biofilmes. A partir de 1940, S. aureus passou a ter notoriedade global, devido a
resisténcia a penicilina e, em 1961, a meticilina. Como infec¢des causadas por essa bactéria
dificultam a pratica clinica, se faz notavel a necessidade de pesquisas por novas substancias
antibidticas para tratar os pacientes acometidos. Ao longo da historia, produtos naturais,
especificamente metabdlitos secundarios de microrganismos, tém sido usados para combater
patdgenos. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a atividade inibitéria da fracdo F4A, obtida
da purificacdo do sobrenadante de cultura de Pseudomonas aeruginosa cepa LV, sobre células
planctonicas e sésseis de S. aureus, as alteragdes morfoldgicas causadas nessas células e sua
toxicidade para células de mamiferos. Para isso, foram selecionados 26 isolados clinicos de S.
aureus da cole¢do do Laboratorio de Biologia Molecular de Microrganismos, da Universidade
Estadual de Londrina (UEL). Os valores de CIM de F4A variaram de 1,56 a 6,25 ug/mL; 19
isolados apresentaram concentragdo inibitéria minima (CIM) de 3,13 pg/mL (73,1%), 6
apresentaram CIM de 1,56 pg/mL (23,1%) e 1 isolado apresentou CIM de 6,25 pg/mL (3,8%).
Concentracdo bactericida minima (CBM) de 3,13 pg/mL foi detectada em 84,6% dos isolados
(n=21) e 18 apresentaram valores idénticos de CIM e CBM, evidenciando o potencial efeito
bactericida da fragdo. Pela cinética do tempo de morte, observou-se que S. aureus reduziu
significativamente o nimero de unidades formadoras de colonias (UFCs) a partir de 4 h de
tratamento com a CIM/CBM de F4A. A microscopia eletronica de transmissdo das cepas de
referéncia tratadas com a CIM/CBM de F4A evidenciou altera¢des ultraestruturais como:
diminui¢do na eletrodensidade citoplasmatica, discreto espessamento e diminuicdo na
compactacdo da parede celular, inibicdo da formacao de septo e descolamento da membrana
citoplasmatica. O biofilme de todos os isolados apresentou reducao significativa na atividade
metabolica nas concentracdes de 12,5 e 25 pg/mL. A maioria dos isolados apresentou
concentracgao inibitdria minima para 50% das células sésseis (SCIMso) de 6,25 pg/mL (n=15),
seguido de 12,5 pg/mL (n=8), 3,13 pg/mL (n=2) e 25,0 pg/mL (n=1). Para a maior
concentracao testada (50 pg/mL), a atividade hemolitica foi superior a 3%, enquanto as outras
concentragdes (25 a 0,1 pg/mL) ndo ultrapassaram 1% de hemdlise; a concentracdo citotoxica
para 50% das células (CCsp) LLCMK?2 de F4A apo6s 24 h foi de 3,44 pg/mL. Como conclusio,
a fracdo F4A apresentou atividade bactericida contra S. aureus, incluindo atividade
antibiofilme. Embora mais estudos sejam necessarios em relacao a sua toxicidade para células
de mamiferos e ensaios in vivo, a fragdo F4A pode ser promissora para o tratamento de infecgdes
causadas por S. aureus.

Palavras-chave: S. aureus; fracdo F4A; produtos naturais; metabodlitos secundarios;
CIM/CBM,; citotoxicidade; LLCMK2; MET.
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ABSTRACT

Staphylococcus aureus is a relevant community and healthcare-associated pathogen, known by
its therapeutic difficulty related to antimicrobial resistance and the formation of biofilms. From
1940, S. aureus has had global notoriety due to resistance to penicillin and, in 1961, to
methicillin. Once infections caused by this bacterium hinder the clinical practice, the need for
new antibiotic substances researches is crucial to treat the affected patients. During history,
natural products, specifically secondary metabolites from microorganisms, have been used to
combat pathogens. Thus, this study aimed to evaluate the inhibitory activity of the F4A fraction,
obtained from culture supernatant of Pseudomonas aeruginosa LV strain, against planktonic
and sessile cells of S. aureus, the morphological alterations caused in these cells and its
cytotoxicity. To that, 26 clinical isolates were selected from the collection of the Laboratory of
Molecular Biology of Microorganisms, at Universidade Estadual de Londrina (UEL). MIC
values of F4A fraction ranged from 1.56 to 6.25 pg/mL; 19 isolates showed minimum inhibitory
concentration (MIC) of 3.13pug/mL (73.1%), 6 showed MIC of 1.56 pg/mL (23.1%) and 1
isolate showed MIC of 6.25 pg/mL (3.8%). Minimum bactericidal concentration (MBC) of 3.13
ng/mL was detected in 84.6% of the isolates (n=21) and 18 presented identical MIC and MBC
values, highlighting the potential bactericidal effect of the fraction. By the time-kill curve, it
was observed that S. aureus decreased significantly the colony forming unit (CFU) counts from
4h of treatment with the MIC/MBC of F4A. The transmission electron microscopy of the
reference strains treated with the MIC/MBC of F4A showed ultrastructural alterations such as
a decrease in the cytoplasmic electron density and slight thickening and loosening of the cell
wall. The biofilm of all the isolates reduced significantly their metabolic activity with 12.5 and
25.0 pg/mL of F4A. Most of the isolates showed minimum biofilm inhibitory concentration
(bMICso) of 6.25 pg/mL (n=15), followed by 12.5 pg/mL (n=8), 3.13 pg/mL (n=2) and 25.0
pg/mL (n=1). For the highest concentration tested (50 ug/mL), the hemolytic activity was
greater than 3%, while the other concentrations (25.0 to 0.1 pg/mL) did not exceed 1% of
hemolysis; the cytotoxic concentration for 50% of the cells (CC50) LLCMK2 of F4A after 24h
was 3.44 pg/mL. In conclusion, F4A fraction showed high antibacterial activity against
Staphylococcus aureus, including antibiofilm activity, and the bactericidal effect was
demonstrated by death kinetics assays. Although further studies are required in relation to its
cytotoxicity and in vivo assays, F4A fraction can be promising for the treatment of infections
caused by S. aureus.

Key words: S. aureus; FAA fraction; natural products; secondary metabolites; MIC/MBC;
cytotoxicity; LLCMK2; TEM.
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1 INTRODUCAO

Staphylococcus aureus ¢ um patdgeno oportunista extremamente relevante nos ambitos
comunitario e de assisténcia a saide no mundo todo. E conhecido pela dificuldade terapéutica
associada a resisténcia antimicrobiana e a formagao de biofilmes, os quais levam a persisténcia
das infecc¢des causadas por esta bactéria (LISTER; HORSWILL, 2014; MEHRAJ et al., 2016).
Essas infecgdes sdo preocupantes por causarem aumento no tempo de internacdo, custos
associados a satide, e em muitos casos, mortalidade (ZUNIGA; MANALICH; CORTES, 2016;
ORTWINE; BHAVAN, 2018).

De fato, apesar de S. aureus fazer parte da microbiota humana, este microrganismo pode
se apresentar como um patdgeno desafiador devido a sua habilidade de evadir do sistema imune
do hospedeiro somado ao seu fenotipo de multirresisténcia aos antimicrobianos (HIRAMATSU
et al., 2014). A mudanca no perfil epidemioldgico das infec¢des estafilocdcicas é preocupante,
ja que a presenga de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus), antes restrita ao ambiente hospitalar, tem sido reportada em pacientes
acometidos por infec¢des comunitarias (FIGUEIREDO; FERREIRA, 2014).

Staphylococcus aureus se destaca pela producao de uma gama de fatores de viruléncia,
como toxinas, enzimas, adesinas e proteinas de superficie, que permitirdo que o patdogeno
sobreviva as condi¢des adversas e extremas e se dissemine pelos tecidos do hospedeiro (KONG;
NEOH; NATHAN, 2016).

Além disso, a capacidade de S. aureus formar biofilmes, tanto no tecido do hospedeiro
quanto em dispositivos médicos implantados, tem papel importante na persisténcia de infec¢des
cronicas. As células do biofilme encontram-se embebidas em uma matriz exopolimérica, o que
diminui a eficiéncia dos antimicrobianos e da resposta imune fazendo com que essas infecgoes
sejam dificeis de erradicar (LISTER; HORSWILL, 2014).

Muitas hipoteses foram elaboradas para explicar a reducdo da sensibilidade aos
antimicrobianos em biofilmes. Mecanismos fisicos, mecénicos ou bioquimicos podem limitar
o transporte de antimicrobianos no biofilme, de forma que apenas suas camadas superficiais
sejam expostas a concentragdes letais dos antimicrobianos utilizados (STEWART, 1996). De
acordo com essa hipdtese, os antimicrobianos devem ser metabolizados, desativados ou
adsorvidos por componentes da matriz extracelular. Além disso, a penetracdo de
antimicrobianos através do biofilme ¢ retardada pela resisténcia difusional (LIU ef al., 1998).

Na maioria das vezes, o uso de antimicrobianos convencionais ndo ¢ capaz de destruir

o biofilme (CIOFU et al., 2015), fazendo-se urgente a necessidade de desenvolver novas
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medidas para a erradicagdo dessas comunidades microbianas (RYBTKE et al., 2015).Em vista
disso, se faz notavel a necessidade de pesquisas por novas substancias antimicrobianas para
tratar de forma eficaz os pacientes acometidos por S. aureus (ESPOSITO et al., 2019). Em
2017, a Organizacao Mundial da Saude classificou MRSA como alta prioridade em relacao ao
desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (WHO, 2017).

No decurso da historia, produtos naturais tém sido usados para combater patdgenos
(WRIGHT, 2017). Especificamente, os metabolitos secundarios de origem microbiana, que
apresentam inumeras atividades biologicas, inclusive antimicrobiana, podem ampliar o
horizonte terapéutico em relacdo ao desenvolvimento de novos farmacos (CRANEY; AHMED;
NODWELL, 2013), especialmente com atividade antibiofilme (BUOMMINO et al., 2014).
Nesse sentido, o género Pseudomonas destaca-se por seu potencial biotecnologico, produzindo
uma gama de metabdlitos secunddrios bioativos, dos quais alguns apresentam atividade
antimicrobiana (GROSS; LOPER, 2009). Um desses compostos ¢ a fracdo F4A obtida do
metabolismo de Pseudomonas aeruginosa LV (MUNHOZ et al., 2017; PISTORI et al., 2018).
Virios estudos vém reportando a atividade antibacteriana desta fragdo contra fitopatogenos (DE
OLIVEIRA et al., 2016; MUNHOZ et al., 2017; PISTORI et al., 2018). No entanto, o presente
trabalho teve como objetivo avaliar o efeito contra c€lulas planctonicas e sésseis de isolados

clinicos de S. aureus.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana da fragdo F4A obtida de

cultura de Pseudomonas aeruginosa LV em Staphylococcus aureus.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar a Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) e a Concentracdo Bactericida
Minima (CBM) da fragdo F4A sobre células planctonicas por meio das técnicas de
microdilui¢do em caldo e contagem de unidades formadoras de colonia (UFC),
respectivamente;

Determinar a cinética de crescimento de células planctonicas tratadas com a fracao F4A
pela técnica de contagem de UFC;

Analisar alteragdes ultraestruturais das células planctonicas apos tratamento com a
fragdo F4A por microscopia eletronica de transmissao;

Determinar a atividade da fragao F4A sobre a atividade metabolica das células sésseis
por meio do ensaio de reducao do MTT;

Avaliar a atividade hemolitica da fracao F4A sobre eritrocitos humanos;

Avaliar a citotoxicidade da fragdo F4A sobre células da linhagem LLCMK2 por meio
do ensaio de redug¢ao do MTT.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 CARACTERISTICAS DO GENERO STAPHYLOCOCCUS

Estafilococos sdo microrganismos importantes na saide humana e animal, podendo ser
encontrados em uma ampla variedade de ambientes, de forma patogénica ou nao (NAKAMIZO
et al., 2014; NAKATSUIJI et al., 2017). Estes microrganismos possuem alta capacidade de
sobreviver e resistir as variagdes ambientais; e esta caracteristica faz com que estejam entre os
patégenos mais relevantes no ambito da satde publica atual, ja que elas podem causar uma
grande variedade de infec¢des, muitas das quais se caracterizam pela dificuldade terapéutica
(ONYANGO; ALRESHIDI, 2018).

O género Staphylococcus pertence ao filo Firmicutes (GIBBONS; MURRAY, 1978),
classe Bacilli, ordem Bacillales e a familia Staphylococcaceae; bactérias deste género sao
Gram-positivas, esféricas com diametro aproximado de 0,5 a 1,5 um (SCHLEIFER; BELL,
2009), ndo sdo capazes de formar esporos, sdo imdveis e se agrupam em pares, cadeias curtas,
ou ainda, de forma semelhante a cachos de uva (HENNEKINNE; DE BUYSER; DRAGACCI,
2012). O arranjo apresentado pelo género, fez com que em 1882 Alexander Ogston sugerisse a
denominacao Staphylococcus, diferenciando-os de Streptococcus (arranjo em forma de cadeia).
Etimologicamente, Staphylococcus ¢ composto pelos termos gregos staphyle, que significa
cacho de uvas; e kokkos, que quer dizer grao ou semente (OGSTON, 1882).

Staphylococcus spp. sdo geralmente catalase-positivos e oxidase-negativos; anaerobios
facultativos que apresentam crescimento mais rapido e abundante sob condi¢des aerdbicas, com
excecdo de Staphylococcus saccharolyticus e Staphylococcus aureus subsp. anaerobius
(EVANS; MATTERN; HALLAM, 1978; DE LA FUENTE; SUAREZ; SCHLEIFER, 1985;
SCHLEIFER; BELL, 2015); assim, os estafilococos sdo capazes de obter energia por meio de
respiragao aerobica e por fermentacgao latica, principalmente (PLATA; ROSATO; WEGRZYN,
2009).

Uma caracteristica relevante do género Staphylococcus € sua capacidade de crescer em
altas concentragdes de sal, fenomeno conhecido como halotolerancia. Essa caracteristica ¢
crucial ja que varias espécies de estafilococos sao conhecidas como componentes da microbiota
da pele, sendo essa caracterizada pelo seu estado de dessecagdo e alta concentracdo salina
(CHAIBENJAWONG:; FOSTER, 2010).

Até o momento, 58 espécies de Staphylococcus foram identificadas (SCHLEIFER,;

BELL, 2015), podendo ser encontradas em diferentes espécies de hospedeiros e nichos,
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conforme as particularidades das espécies. Tradicionalmente estas podem ser classificadas
conforme sua capacidade de coagular o plasma sanguineo (FOSTER, 1996). Staphylococcus
aureus € a espécie coagulase-positiva clinicamente relevante por conta de seu potencial como
patogeno de humanos e animais, além de ser relacionada com casos de intoxicagdo alimentar
(JORGENSEN et al., 2005; CUNHA, 2009). No entanto, outras seis espécies de estafilococos
coagulase-positivas ja foram identificadas: S. intermedius, S. schleiferi subsp. coagulans, S.
hyicus, S. lutrae, S. delphini e S. pseudintermedius (DEVRIESE, 2005). Em relacdo aos

estafilococos coagulase-negativos, S. epidermidis ¢ S. haemolyticus sdo as espécies mais

frequentes no ambiente hospitalar (BECKER; HEILMANN; PETERS, 2014).

3.2 STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Staphylococcus aureus foi isolado pela primeira vez por Alexander Ogston a partir do
pus de feridas cirtirgicas (OGSTON, 1881). Em 1884 o0 médico Anton J. Rosenbach diferenciou
e classificou estafilococos isolados de humanos de acordo com as cores de suas coldnias. Ele
denominou Staphylococcus aureus os cocos cujas colonias tinham pigmentagdo amarela,
fazendo alusdo ao termo latino aurum, que significa ouro (ROSENBACH, 1884). Atualmente
¢ um fato conhecido que a pigmentacdo tipicamente dourada das colonias de S. aureus ¢é
atribuida a produgao de estafiloxantina, que € um carotenoide triterpenoide capaz de influenciar
na permeabilidade da membrana citoplasmatica e na sensibilidade ao estresse oxidativo
(CLAUDITZ et al., 2006; SEN et al., 2016).

S. aureus expressa uma capsula polissacaridica que tem a fung¢ao de proteger a superficie
bacteriana, e proteinas associadas a essa superficie, contra o reconhecimento de células
fagocitarias (WILKINSON; PETERSON; QUIE, 1979; KUIPERS et al., 2016).

S. aureus compartilha as mesmas caracteristicas do género, ou seja, apresenta-se como
cocos Gram-positivos com arranjo semelhante a cachos de uva (LICITRA, 2013). Esse tipo de
arranjo deve-se ao modo de divisdo dessas bactérias. Diferente da maioria dos géneros
bacterianos que se divide de forma equatorial, os estafilococos se dividem sequencialmente em
trés planos ortogonais (TZAGOLOFF; NOVICK, 1977; TURNER et al., 2010; PINHO; KJOS;
VEENING, 2013). Notavelmente, o peptideoglicano de S. aureus apresenta-se altamente
reticulado, j& que sua estrutura conta com pontes cruzadas de glicinas, as quais sdo sintetizadas
por proteinas do tipo FemXAB (MONTEIRO et al., 2019).

Bioquimicamente, S. aureus ¢ um microrganismo aerobio facultativo (LIU et al., 2005),

apresenta atividade hemolitica em 4gar sangue (acrescido de 5% de sangue de carneiro) devido


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5118462/#B50
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC5118462/#B27
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a produgdo de quatro tipo de hemolisinas (alfa, beta, gama e delta) (BLAIR, 1958; DINGES;
ORWIN; SCHLIEVERT, 2000); além do fato de que quase todos isolados podem produzir
coagulase, a qual ¢ um fator de viruléncia e ¢ til também na identificacdo do microrganismo
(BLAIR, 1958; BROWN et al., 2005). S. aureus apresenta reagdo de oxidase negativa e catalase
positiva. No entanto, existem relatos acerca do isolamento de S. aureus catalase negativa,
embora sua incidéncia seja desconhecida, além do que, nos laboratérios de rotina esses
microrganismos acabam sendo identificados como estreptococos (DEZFULIAN et al., 2010).
Além disso, S. aureus sao capazes de fermentar manitol, o que também a distingue das demais
espécies do género (BELLO; QAHTANI, 2005).

S. aureus tem as narinas anteriores como um importante nicho ecoldégico (HANSSEN
etal.,2017), ou seja, faz parte da microbiota, colonizando assintomaticamente mais de 30% da
populagdo humana, o que ¢ um importante fator de risco para o desenvolvimento de infecgdes
(KLUYTMANS; VAN BELKUM; VERBRUGH, 1997; SAKR et al., 2018). Além disso, os
portadores de S. aureus podem disseminar o microrganismo entre a populagao, tanto por contato
direto com individuos colonizados ou infectados ou por meio de fomites ou superficies
contaminadas (MILLER; DIEP, 2008).

De fato, S. aureus ¢ considerado como um dos principais patdgenos bacterianos, sendo
responsavel por causar uma variedade de infec¢cdes (TONG ef al., 2015), tanto na comunidade
como no ambiente hospitalar, incluindo bacteremia, endocardite infecciosa, pneumonia,
osteomielite, artrite e doengas de pele (DAYAN et al., 2016).

Além de ser o agente etiologico dessas infecgdes, no que diz respeito a resisténcia aos
antimicrobianos, S. aureus passou a ter notoriedade global a partir da década de 1940, quando
a resisténcia a penicilina foi reportada pela primeira vez (BASSET et al., 2011). Ja nas ultimas
décadas, cepas de S. aureus resistentes ao -lactamico meticilina (MRSA) emergiram como um
importante patdgeno hospitalar e comunitario (IPPOLITO et al., 2010), sendo frequentemente
associado a resisténcia a multiplos antimicrobianos (HARKINS ez al., 2017).

S. aureus apresenta uma série de fatores de viruléncia, regulados por complexos
mecanismos, como quorum-sensing € proteinas reguladoras, necessarios para a sobrevivéncia
no hospedeiro e em ambientes hostis (JENUL; HORSWILL, 2018; TAM; TORRES, 2019).
Esses fatores promovem a lise celular, invasao e destruicao tissular, além de interferir na
resposta inata e adaptativa do hospedeiro culminando na inibicdo do sistema complemento,
alteracdo no recrutamento e fun¢do de neutrofilos e inibi¢do da fagocitose (GUERRA et al.,

2016). Os principais fatores de viruléncia detectados em S. aureus estdo listados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Principais fatores de viruléncia produzidos por S. aureus.

Cofator/enzima Gene Funcao

CoA (coagulase) coa Cofator, ativa protrombina
vWbp vwb Cofator, ativa protrombina
Estafiloquinase sak Cofator, ativa plasminogénio
Nuc (termonuclease) nuc Nuclease

Aureolisina aur Metaloprotease

ScpA (V8 protease)  sspA Serino-protease

SplA a SplF splA a splF Serino-proteases

Toxina esfoliativa A  efa
Toxina esfoliativa B eth

Serino-protease
Serino-protease

Estafilopaina Ae B  scp4, sspB Cisteino-proteases
Hialuronidase hysA Liase

B-Toxina hlb Esfingomielinase, biofilme
PI-PLC plc Fosfolipase

SALI, SAL2 lipl, lip2 Lipases

FAME desconhecido Detoxificacao de 4cidos graxos
a-Toxina hla Toxina formadora de poros
PVL (LukSF-PV) luksS, lukF Toxina formadora de poros

PSMal a PSMo4
PSMPB1, PSMB2

psmo.l a psmo4
psmpPl, psmf2

Modulinas soliveis em fenol
Modulinas soliveis em fenol

o-Toxina hld Modulinas soluveis em fenol
PSM-mec psm-mec Modulinas soluveis em fenol
TSST-1 tst Superantigeno
SpA spa Superantigeno

Fonte: Adaptado de TAM; TORRES, 2019.

Outra caracteristica relevante em relacdo a S. aureus ¢ sua capacidade de formar

biofilmes, o que alguns autores consideram como importante fator de viruléncia da espécie
(DONLAN; COSTERTON, 2002; NAMVAR et al.,2013; HADDAD et al., 2018), ajudando o
microrganismo resistir aos antimicrobianos e ao sistema imune do hospedeiro (JONES et al.,
2001; YONG; DYKES; CHOO, 2019). Além disso, a presenc¢a de biofilmes contribui para a
persisténcia do microrganismo tornando estas infecgdes cronicas, tais como ocorrem em
infec¢des de feridas, rinosinusites e infec¢des por dispositivos médicos implantados (ARCHER
et al., 2011). Infecgdes associadas a biofilmes representam 80% das infec¢des hospitalares —
com destaque para osteomielite e endocardite (DEL POZO, 2018) - sendo S. aureus a espécie
mais prevalente neste cenario (BRYERS, 2008; ROMLING; BALSALOBRE, 2012). Ademais,
essas infec¢des sdo onerosas para os sistemas de saide, aumentam o tempo de internagdo e,

consequentemente, a mortalidade dos pacientes acometidos (BHATTACHARYA et al., 2015).



21

3.2.1 TRATAMENTO E RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A terapia antimicrobiana possibilitou avang¢os na saide humana, com desenvolvimento
significativo durante o século XX. Contudo, ela fez com que os microrganismos resistentes aos
antimicrobianos fossem selecionados, de modo que o cenario atual seja marcado pela
emergéncia de cepas multirresistentes, poucas opgdes terapéuticas e dificuldade no
desenvolvimento de antimicrobianos eficientes (SAGA; YAMAGUCHI, 2009). Além disso, o
uso inadequado desses antimicrobianos e a globalizacdo sdo fatores que contribuiram para a
evolucdo da resisténcia antimicrobiana pelos microrganismos (COHEN, 1992; TOMASZ,
1994; SWARTZ, 1997).

Nesse contexto, S. aureus ¢ conhecido pela notoéria capacidade de desenvolver
resisténcia as diferentes classes de antimicrobianos (PANTOSTI; SANCHINI; MONACO,
2007; CHAMBERS; DELEO, 2009).

O tratamento de infec¢des causadas por S. aureus é complexo e, para ser efetivo, &
crucial que os exames laboratoriais comprovem que este microrganismo esta causando uma
infec¢do clinica relevante, posto que S. aureus também faz parte da microbiota humana
(DAVID; DAUM, 2017).

Uma vez que a maioria de S. aureus isolados de infec¢cdes humanas sdo resistentes a
penicilina (CHAMBERS, 2001), seu uso € restrito para o tratamento de infec¢gdes causadas por
este microrganismo. As infec¢des ndo-invasivas causadas por MSSA sdo tratadas com beta-
lactamicos (LIU et al., 2011), como as cefalosporinas (RAYNER; MUNCKHOF; 2005); e para
MRSA, o tratamento ¢ realizado com clindamicina, sulfametoxazol-trimetoprim, doxaciclina
(RUHE; MENON, 2007) ou linezolida (ITANI et al., 2010). No caso das infec¢des invasivas
causadas por MSSA e MRSA, o tratamento de primeira linha consiste no uso de beta-lactamicos
de quarta geracdo e vancomicina, respectivamente (LIU ef al., 2011).

Apesar de seu grande sucesso terapéutico em doengas infecciosas, a penicilina,
introduzida nos anos 1940, foi efetiva contra S. aureus por um curto periodo, uma vez que a
resisténcia a este antimicrobiano foi rapidamente descoberta (HARKINS et al., 2017). Em
1959, como alternativa para o tratamento de S. aureus resistentes a penicilina, o -lactamico
semissintético conhecido como meticilina (celbenina) foi introduzido na pratica clinica
(KNOX, 1960). No entanto, na Inglaterra em 1961, ou seja, pouco tempo depois da introdugao
desse antimicrobiano, descobriu-se que ja existiam isolados de S. aureus resistentes a0 mesmo

(JEVONS, 1961). Devido a sua toxicidade, a meticilina foi substituida por penicilinas similares
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como a oxacilina, mas o termo S. aureus resistente a meticilina (MRSA) continua sendo
utilizado (LEE et al., 2018).

Atualmente, MRSA ¢ classificado como uma séria ameaga a satde publica pelo Centers
for Disease Control and Prevention (CDC); um patogeno com alta capacidade de adaptacao,
que emergiu primeiramente no ambiente hospitalar, e tornou-se preocupante pela presenga na
comunidade e até¢ mesmo em animais (LAKHUNDI; ZHANG, 2018). MRSA ainda se enquadra
como importante causa de mortalidade em pacientes no mundo todo, principalmente nos casos
de endocardite e bacteremia (GAJDACS, 2019); na América Latina ¢é o principal causador de
infecgdes hospitalares (CABLOCO et al.,, 2013).

Geneticamente, a resisténcia a meticilina em S. aureus ¢ mediada por um cassete
cromossomico, que pode ser adquirido por transferéncia horizontal, conhecido como
staphylococcal cassete chromosome mec (SCCmec) (KATAYAMA; ITO; HIRAMATSU,
2000). Até o momento, doze tipos de SCCmec (I-XII) foram identificados (LEE ef al., 2018),
0s quais contém o gene mecA em todos os tipos ou um homodlogo mecC encontrado no SCCmec
tipo XI. O gene mecA codifica uma transpeptidase relacionada com a sintese de peptideoglicano
denominada proteina de ligagdo a penicilina (PBP) do tipo 2a (PBP2a) cuja funcdo ¢ efetuar
ligacdes cruzadas no peptidoglicano da parede celular bacteriana. A resisténcia aos antibioticos
B-lactamicos pode ser atribuida ao fato de que a PBP2a possui baixa afinidade por essa classe
de antimicrobianos quando comparada com as proteinas PBP de S. aureus sensiveis a meticilina
(HARTMAN; TOMASZ, 1984; MATTHEWS; TOMASZ, 1990). Além dos genes mecA e
mecC, outro mecanismo de resisténcia a meticilina ainda nao elucidado, foi encontrado e tem
relagdo com um plasmidio carreador do gene mecB (BECKER et al., 2018). E interessante
observar, que mecC assim como mecA, pode ter evoluido em cepas de S. aureus adaptadas a
animais — o que mostra a importancia das cepas de origem animal como reservatdrio de genes
de resisténcia (PATERSON; HARRISON; HOLMES, 2014). Analogos do gene mecA de S.
aureus foram reportados em Staphylococcus spp. isolados de roedores (COUTO et al., 1996),
cavalos (SCHNELLMANN et al., 2006), animais de companhia (WALTHER et al., 2012),
suinos (TULINSKI et al., 2012), bovinos (GARCIA-ALVAREZ et al., 2011), entre outros.
Além disso, a presenca de MRSA em animais de consumo estd associada com a transmissao
deste microrganismo para humanos (PANTOSTI, 2012).

Como o tratamento de infec¢des severas por MRSA ainda ¢ realizado com a
vancomicina, a resisténcia a este antibidtico ¢ extremamente preocupante (MCGUINESS;
MALACHOWA; DELEO, 2017). A vancomicina ¢ um glicopeptideo que impede o

remodelamento do peptidoglicano por meio de transglicosilagdo e transpeptidagdo catalisadas
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pelas PBP2 e PBP2a (HAMMES; NEUHAUS, 1974; ZENG et al., 2016); foi aprovada para
uso clinico em 1958, tornando-se um antibiotico de escolha para o tratamento de infecgdes
causadas por MRSA em 1980 (SORRELL et al., 1982; LEVINE, 2006). Naquele ano, a
resisténcia a vancomicina foi descoberta em enterococos, 0 que tornou preocupante seu uso
posterior como tratamento eficaz para MRSA (MURRAY, 2000). Em 2002, o primeiro isolado
Staphylococcus aureus resistente a vancomicina (VRSA, vancomycin resistant Staphylococcus
aureus) foi reportado nos Estados Unidos (CHANG et al., 2003). No Brasil, o primeiro relato
ocorreu em 2001 na cidade de Sao Paulo, a partir de um estudo com 140 S. aureus isolados de
pacientes hospitalizados submetidos ao uso de vancomicina (OLIVEIRA; LEVY, 2000;
OLIVEIRA et al., 2001).

Em relacdo a outros antimicrobianos para o tratamento de infecgdes por S. aureus na
pratica clinica, a clindamicina ¢ muito utilizada para MRSA, devido a sua 6tima penetra¢ao
tissular (PATEL et al., 2006; BOTTEGA et al., 2014). No entanto, ndo deve ser utilizada em
infecgdes causadas por isolados com resisténcia induzivel a clindamicina, o que ressalta a
importancia da realizagdo do teste-D na rotina hospitalar para diminuir falhas terapéuticas
(O’SULLIVAN et al., 2006; LALL; SAHNI, 2014; GHOSH; BANERJEE, 2016). No género
Staphyloccus, a resisténcia a clindamicina esta associada aos genes erm, responsaveis pela
metilacdo de um residuo de adenina presente na subunidade ribossomal 23S, ocasionando
também resisténcia a eritromicina (LECLERCQ, 2002).

Infecgdes de pele e tecidos moles causadas por MSSA e MRSA estdao cada vez mais
sendo tratadas por sulfametoxazol- trimetoprim e tetraciclinas (doxaciclina) (MOET et al.,
2007); a resisténcia ao sulfametoxazol esta relacionada a mutagdes cromossomais € a aquisi¢ao
do gene dfrA confere resisténcia ao trimetoprim (MARANAN et al., 1997). Além disso, a
resisténcia as tetraciclinas pode envolver efluxo do antimicrobiano, relacionado com os genes
tetK e tetL, e protecdo ribossomal mediada pelos genes tetM e tetO (RUHE et al., 2005).

A linezolida, uma oxazolidinona com uso clinico aprovado em 2000 para uso em
infec¢des de alta complexidade terapéutica causadas por MRSA (BRICKNER et al., 2008),
ainda ¢ eficaz para o tratamento de infecgdes causadas por cepas Gram-positivas
multirresistentes (STEFANI ef al., 2010). Apesar da resisténcia a linezolida ainda ser rara, seus
mecanismos ja foram reportados envolvendo principalmente o gene cfr (TOH et al., 2007). Este
codifica uma metiltransferase que catalisa a metilagdo do RNA ribossomal 23S na posi¢ao
A2503, conferindo resisténcia ao cloranfenicol e clindamicina (KEHRENBERG et al., 2005),
além da linezolida (TOH et al., 2007).
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3.3 BIOFILMES DE S. AUREUS

Além da resisténcia aos antimicrobianos, um dos desafios encontrados no tratamento
das infecgdes causadas por S. aureus, consiste na capacidade que esse microrganismo possui
de formar biofilmes, o que leva ao estabelecimento de infec¢des cronicas (WARYAH et al.,
2017); as quais geralmente requerem, para o seu tratamento, o uso de antimicrobianos em doses
mais altas e por periodos prolongados (FEUILLIE et al., 2017).

Biofilmes podem ser definidos como comunidades microbianas aderidas a uma
superficie e envoltas por uma matriz extracelular composta por exopolimeros (VERT et al.,
2012). O termo biofilme foi concebido em 1981, referindo-se a comunidades microbianas
sésseis (MCCOY et al., 1981), e o mecanismo bésico pelo qual as bactérias se aderiam a
superficies formando essas comunidades foi inicialmente reportado em 1978 (COSTERTON;
GEESEY; CHENG, 1978).

O processo de formacgdo dos biofilmes envolve mudancas no metabolismo do
microrganismo, que deve passar do estado planctonico para o séssil e iniciar a producdo de
adesinas e matriz extracelular, as quais sdo importantes na manutengao da estrutura espacial do
biofilme. Essa matriz funciona como um esqueleto que favorece a conexdo entre as células,
permitindo a adesdo e interacao com outras células (TOLKER-NIELSEN, 2015); a presenga de
canais permite que ar, dgua e nutrientes se distribuam por todo o biofilme (ZHANG; BISHOP;
KUPFERLE, 1998).

As bactérias existem na natureza predominantemente em estado séssil, e adotam o estilo
de vida planctonico apenas quando se dissociam de um biofilme para formar um novo biofilme
em outra localidade (TOLKER-NIELSEN, 2014). Essa forma cooperativa de crescimento
oferece muitas vantagens a bactéria em relacdo ao modo de vida planctonico (JEFFERSON,
2004). Por exemplo, ao se aderirem a uma superficie ou tecido, a remocao das bactérias pelo
fluxo de dgua ou pela corrente sanguinea se torna mais dificil (RASMUSSEN; GIVSKOV,
2006).

Muitos microrganismos sdo capazes de formar biofilmes aderindo-se tanto as
superficies abioticas quanto bidticas, no intuito de aumentarem sua sobrevivéncia naquele sitio
(COSTERTON; MONTANARO; ARCIOLA, 2005). Bactérias formadoras de biofilmes estao
relacionadas a infec¢des cronicas e dificeis de tratar, incluindo infecgdes associadas a
dispositivos implantados (ARCHER et al., 2011; KIRMUSAOGLU, 2016), como proteses
ortopédicas, marcapassos, valvulas cardiacas e cateteres vasculares (MCCONOUGHEY et al.,

2014).
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Condi¢des adversas como limitagdo de nutrientes ¢ condi¢oes fisicas (fluxo de
cisalhamento e pressdo osmotica) podem desencadear a formacao do biofilme (ARCIOLA et
al., 2005; HOIBY et al., 2011), a qual envolve quatro estagios: adesdo, formacdo de
microcoldnias, maturacao e dispersao (ROSENTHAL; MOOTZ; HORSWILL, 2014). Além
disso, caracteristicas fisico-quimicas do substrato, como rigidez da superficie, estabilidade
mecanica, elasticidade, topografia e composi¢do influenciam na formagdo do biofilme
(RENNER; WEIBEL, 2011).

Para que a adesdo ocorra, células planctonicas devem ligar-se a uma superficie abiotica
ou bidtica (como um cateter ou tecido do hospedeiro) por meio de interagcdes hidrofobicas ou
mediadas por proteinas da familia de MSCRAMMs (microbial surface components recognizing
adhesive matrix molecules), respectivamente (MOORMEIER; BAYLES, 2017). Esta familia
tem como caracteristica a presenca de ao menos dois dominios (IgG-folded) na regido N-
terminal A (FOSTER et al., 2014) e as MSCRAMMs denominadas SdrC e FnBPs estdo
relacionadas com a formagdo de biofilme em S. aureus (BARBU et al, 2014; HERMAN-
BAUSIER et al., 2015). Uma vez aderidas, células de S. aureus multiplicam-se formando
pequenos agregados, que recebem o nome de microcolonias e caracterizam o segundo estagio
de formacao do biofilme, que ¢ intermediario a adesdo e ao estabelecimento do biofilme maduro
(ROSENTHAL; MOOTZ; HORSWILL, 2014).

Durante o processo de maturacdo, o biofilme se desenvolve a partir de uma fina camada
que da origem a uma estrutura em forma de torre ou cogumelo, de modo que biofilmes espessos
podem apresentar mais de cem camadas, nas quais as bactérias se organizam de acordo com
seu metabolismo e tolerancia ao oxigénio (RABIN et al., 2015). Ainda, esse estagio envolve a
divisdo celular e a producao da matriz extracelular polimérica, composta por polissacarideos,
proteinas ¢ DNA extracelular. No entanto, essa composi¢ao ¢ variavel entre as cepas de S.
aureus (CUE et al., 2012; FOSTER et al., 2014). Um polissacarideo que pode ser encontrado
na matriz extracelular dos biofilmes de estafilococos recebe o nome de polissacarideo de adesao
intracelular, também conhecido como poli-N-acetilglicosamina (ARCIOLA et al., 2015). Esse
componente da matriz extracelular ¢ produzido e secretado por proteinas codificadas pelo
operon ica (CRAMTON et al., 1999), importante componente genético para a formacdo de
biofilmes por S. aureus, que pode ter sua expressao induzida em condigdes ambientais adversas
como a escassez de nutrientes, baixa oxigenagao e pressao osmotica. No entanto, S. aureus
também pode formar biofilmes de forma independente do operon ica (FITZPATRICK;
HUMPHREYS; OGARA, 2005).
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Por fim, a maturagdo do biofilme culmina na liberagdo de uma populagdo de células,
processo chamado de dispersao e que ¢ influenciado por forcas mecanicas, moléculas
surfactantes, nucleases e proteases capazes de degradar componentes da matriz. As moléculas
efetoras mais importantes no processo de dispersdo sdo as PSMs (phenol soluble modulins);
reguladas pelo sistema de quorum sensing Agr, o qual modula a expressdo génica de acordo
com variacdes na densidade celular (LE et al., 2014). Essas moléculas sdo produzidas em
maiores quantidades, quando o sistema Agr tem sua expressao génica aumentada (WANG et
al., 2007), favorecendo a quebra de interagdes célula-célula, liberacao das bactérias a partir do
biofilme, ou seja, estimulam o processo de dispersdo, além de controlar a espessura e expansao
do biofilme. Além disso, a dispersao ¢ de extrema importancia em infec¢des persistentes devido
a presenga de biofilmes, uma vez que permite que as bactérias se espalhem pelos fluidos
bioldgicos, como o sangue, e atinjam novos sitios infecciosos (OTTO, 2008; WANG ef al.,

2011).

3.4 ANTIMICROBIANOS DE ORIGEM NATURAL

No decurso da histdria, produtos naturais derivados de animais e plantas tém sido
utilizados como fonte de inumeras preparacdes meédicas. Atualmente, estes compostos
continuam sendo estudados, com interesse especial em substincias com propriedades
antioxidante, anticancer e antimicrobiana (ROSSITER; FLETCHER; WUEST, 2017), sendo
caracterizados por sua ampla biodisponibilidade e facilidade de biodegradag¢ao (SEOW et al.,
2013).

Além dos antimicrobianos naturais de origem vegetal e animal, ¢ importante destacar
que os microrganismos podem fornecer uma gama de metabolitos secundarios (HARVEY;
EDRADA-EBEL; QUINN, 2015; NEWMAN; CRAGG, 2012); os quais sdo precursores da
maioria das classes de antimicrobianos disponiveis, como [B-lactdmicos, aminoglicosideos,
macrolideos, tetraciclinas, rifamicinas, glicopeptideos, estreptograminas e lipopeptideos
(BUTLER; BLASKOVICH; COOPER, 2013). E importante ressaltar que mais de dois tergos
dos antimicrobianos utilizados para o tratamento de infec¢des humanas sdo de origem
microbiana, ou derivados semissintéticos dessas moléculas (WALSH, 2003; CLARDY;
FISCHBACH; WALSH, 2006). Estes antimicrobianos estdo representados na Figura 1; com
destaque para a penicilina (FLEMING, 1929) e a estreptomicina (SCHATZ; BUGLE;
WAKSMAN, 1944), ja que estas substancias deram origem a era de ouro dos antimicrobianos

e consolidaram a base da industria farmacéutica americana (DAVIES, 2006).
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Figura 1 - Linha do tempo para descoberta dos antimicrobianos de origem natural. Verde: produtos naturais de
actinomicetos; azul: produtos naturais de outras bactérias e roxo: produtos naturais de fungos. ONU: Organizacdo
das Nagdes Unidas; AMR: Resisténcia aos antimicrobianos (Antimicrobial resistance).
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Por muitos anos a penicilina foi um dos achados terapéuticos mais importantes para a
humanidade, mas a constante emergéncia de bactérias resistentes fez com que os pesquisadores
continuassem a busca por novos antimicrobianos (LAURSEN; NIELSEN, 2004). Vinte ¢ dois
novos antibidticos foram produzidos a partir do ano 2000, dos quais apenas cinco correspondem
a novas classes de compostos (BUTLER; BLASKOVICH; COOPER, 2013) e destas novas
classes, trés tiveram sua origem a partir de produtos naturais e sdo representadas pelos
antibioticos daptomicina, retapamulina e fidaxomicina (HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN,
2015).

A auséncia de novos antimicrobianos pode ser correlacionada com a falta de novos
principios ativos advindos de produtos de origem natural (KIRST, 2013). Além disso, como os
antimicrobianos disponiveis podem ser insuficientes para o tratamento de infec¢des por
microrganismos multirresistentes, € de vital importancia a pesquisa por novos € melhores
agentes anti-infecciosos (HOGBERG; HEDDINI; CARS, 2010).

Nesse sentido, uma importante fonte de pesquisa sdo os metabolitos secundarios obtidos
a partir de bactérias (MALIK, 1980; LAURSEN; NIELSEN, 2004;); sendo as espécies do

género Bacillus e Pseudomonas as principais produtoras (BERDY, 2005). Assim, os
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metabolitos secundarios de Pseudomonas spp. tém sido amplamente estudados, identificados e
caracterizados como substancias antimicrobianas; além de apresentarem propriedades
antimitética e anti-helmintica, entre outras (BERDY, 2005; SPAGO et al., 2014; SHAHID;
MALIK; MEHNAZ, 2018)

3.5 FRACAO F4A OBTIDA DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA CEPA LV

O género Pseudomonas € composto por bactérias Gram-negativas aerdbicas em formato
de bacilo e ndo formadoras de esporos; sdo ubiquas, ¢ capazes de adotar estilo de vida
planctonico e séssil; apresentam notavel diversidade metabolica, além de importancia médica e
biotecnolégica (OZEN; USSERY, 2011). As bactérias deste género sdo conhecidas pela
produgdo de metabolitos secundérios bioativos (BILAL et al., 2017).

Um desses compostos ¢ a fracdo F4A, escolhida para o presente trabalho, derivada do
metabolismo de Pseudomonas aeruginosa cepa LV (Patente P10803350-1 — INPI 12/09/2009)
(ANDRADE, 2008). Esta bactéria foi isolada a partir de uma lesdo de cancro citrico em uma
laranja (Citrus sinensis var. Valencia), na cidade de Astorga, PR (GIONCO et al., 2017). Para
a producdo de metabolitos com atividade antibidtica, esta cepa deve ser cultivada em caldo
nutriente suplementado com cloreto de cobre (0,5% peptona, 0,3% extrato de carne, 0,05%
CuCl,-2H,0; pH 6.8) a temperatura ambiente (28 = 2°C) (DE OLIVEIRA et al., 2016). Apds o
cultivo, o sobrenadante obtido, livre de células, ¢ submetido a extracdo com diclorometano para
obtengcdo dos metabolitos secundarios de baixa polaridade. Em seguida, este extrato ¢
submetido a cromatografia liquida a véacuo, na qual a coluna cromatografica ¢ eluida
sequencialmente com vdrios solventes para obtencdo da fracdo F4A, que finalmente ¢
monitorada por cromatografia de camada delgada e liofilizada (MUNHOZ et al., 2017).

Estudos com a fragdao F4A tém descrito a atividade antibacteriana em fitopatdgenos.
Munhoz et al. (2017) reportaram uma Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de 7,81 pg/mL
para Pectobacterium carotovorum subsp. carotovorum, bactéria responsavel pelo
apodrecimento do caule de tomateiros. Pesquisadores do mesmo grupo relataram que a fragao
F4A foi eficaz para reduzir a populacao de Candidatus Liberibacter asiaticus, bactéria
causadora da doenga conhecida como Huanglongbing ou “greening” em Citrus sinensis cv.
Valencia (PISTORI et al., 2018).

Pistori ef al. (2018) mostraram que a fragdo F4A ¢ composta pelas substancias fenazina-
I-4cido carboxilico (PCA), composto antibidtico organoctprico (OAC), fenazina-1-

carboxamida (PCN) e indolin-3-ona (IND). O trabalho realizado por de Oliveira et al. (2016)
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mostrou que a substancia OAC apresentou significativa atividade antimicrobiana, sendo a CIM
igual a 0,12 pg/mL para o fitopatogeno Xanthomonas citri subsp. citri.

Em relagdao ao ambito clinico humano, a fracdo F3 (fracionada com acetato de etila),
também obtida a partir da cepa P. aeruginosa LV, e composta principalmente por PCN e OAC,
apresentou CIM na faixa de 125 pg/mL frente a MRSA (cepas N315, BEC9393 e Ribl). A
fragdo F3d, mais purificada que a F3, apresentou o mesmo valor de CIM para estas cepas
(CARDOZO et al., 2013), bem como atividade antibacteriana contra a cepa de referéncia
Klebsiella pneumoniae ATCC 10031 e mais sete isolados clinicos da mesma espécie com uma
CIM de 62,5 pg/mL. Ainda, verificou-se que ap6s 8 h de tratamento com a CIM da F3d, houve
reducdo significativa no nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) da cepa Kpn-KPC3
(KERBAUY et al., 2016).

A partir do trabalho de Navarro et al. (2019), o composto antibidtico organocuprico
(OAC), presente na fragdo F4A, foi identificado como fluopsina C por meio das técnicas de
espectrometria de massa, ressonancia magnética nuclear (NMR), espectroscopia de
infravermelho e microandlises de raios-X, precedidas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). A substancia apresentou elevada atividade antibacteriana, com valores de
CIM e CBM inferiores a 2 pug/mL para S. aureus, K. pneumoniae e Enterococcus faecium, ou
seja, valores muito abaixo da CIM da fracdo F3d (NAVARRO et al., 2019). Esses dados
indicam que a atividade antimicrobiana da fracao F3d seja devido a presenc¢a de fluopsina C,
indicando seu potencial para o desenvolvimento de um novo farmaco para o tratamento de
infec¢des causadas por microrganismos multirresistentes. Assim, novos estudos para
caracterizacdo do mecanismo de acdo, eficacia in vivo e seguranga para o0 homem devem ser

realizados.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 MICRORGANISMOS E CONDICOES DE CULTIVO

Os vinte e seis isolados clinicos de S. aureus foram selecionados a partir da colegdo de
bactérias do Laboratorio de Biologia Molecular de Microrganismos do Departamento de
Microbiologia, Centro de Ciéncias Biologicas (CCB), Universidade Estadual de Londrina
(UEL). Os isolados MSSA (n=9) foram isolados a partir de swab nasal e os isolados MRSA
(n=17), a partir de fragmento de tecido, e sua identificacdo e perfil de resisténcia foram descritas
previamente por Danelli (2019) e de Oliveira et al. (2015) respectivamente (Tabela 2). MSSA
ATCC 29213 (isolado de ferida) e MRSA BEC/BMB 9393 (isolado de infec¢do de corrente
sanguinea, AMARAL et al., 2015) foram incluidos nos experimentos. As cepas de referéncia
foram cedidas gentilmente pelo Instituto Nacional de Controle de Qualidade — INCQS-
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil. Os microrganismos foram estocados em caldo Brain Heart
Infusion (BHI, Oxoid) contendo 30%, a -80°C. Para a realizacdo dos experimentos, aliquotas
foram transferidas do estoque para tubos de vidro esterilizados contendo 3 mL de TSB (Tryptic

Soy Broth), cultivados por 24 h a 37°C em incubadora com agitacdo orbital.

4.2 FRACAO F4A E FLUOPSINA C

A fragdo F4A e a fluopsina C foram fornecidas pelo Prof. Dr. Galdino Andrade do
Laboratorio de Ecologia Microbiana da UEL, onde foram obtidas a partir do sobrenadante de
culturas de Pseudomonas aeruginosa LV, segundo Munhoz et al. (2017) e Navarro et al. (2019),
respectivamente. Os testes foram realizados a partir de solugdes estoque dos produtos (4
mg/mL), previamente preparados em dimetilsulféoxido (DMSO, Merck, USA). DMSO nao

excedeu 1,25% nos ensaios.

4.3 ATIVIDADE DA FRACAO F4A E FLUOPSINA C SOBRE CELULAS PLANCTONICAS

A concentracdo inibitéria minima (CIM) da fragcdo F4A e fluopsina C foi determinada
pelo método de microdilui¢do em caldo, preconizado pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2018) — F4A foi testada em todos os microrganismos e fluopsina C apenas nas
cepas de referéncia. Os metabolitos foram diluidos seriadamente, razao 2 (50 - 0,2 pg/mL) em

caldo Mueller-Hinton cétion-ajustado (CAMHB, Becton, Dickinson and Company, USA)
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previamente distribuido em placas de microtitulagao de poliestireno contendo 96 pocos, fundo
“U”. Uma suspensao celular preparada em salina esterilizada a partir de culturas bacterianas
recentes, de cada isolado testado, foi transferida aos pogos para que a densidade celular final
fosse de 5 x 10° unidades formadoras de coldnias (UFC)/mL. Como controle negativo (controle
de esterilidade) foram utilizados pocos contendo apenas CAMHB e para controle positivo
(controle de crescimento) foram utilizados pocos sem tratamento — apenas com CAMHB e o
in6culo bacteriano —, e ainda, para confirmar que o DMSO nao interferiu no teste, pocos
contendo CAMHB e DMSO na maior concentracdo utilizada (1,25%) foram utilizados como
controle do solvente. Apds 24h de incubacdo em estufa bacteriologica a 37°C, a CIM foi
definida a partir do pogo com a menor concentragdo do tratamento capaz de inibir
completamente o crescimento bacteriano visivel. Além disso, para determinar a concentragao
bactericida minima (CBM), 10 uL de cada pogo sem crescimento visivel foram inoculados em
Mueller-Hinton Agar (MHA). Apos incubacdo por 24h a 37°C a CBM foi definida como a
menor concentragdo que foi capaz de reduzir o numero de UFCs a zero, comparando com o

controle de crescimento ndo tratado.

4.4 CURVA DE MORTE

Para a anélise da cinética do tempo de morte (CLSI, 1999), células plancténicas (5 x 10°
UFC/mL) dos microrganismos escolhidos foram tratadas com a concentragdes inibitoria e
bactericida da fracdo F4A em CAMHB. O critério de sele¢do para todos isolados baseou-se no
fenotipo de resisténcia e, além disso, os isolados MRSA foram selecionados de acordo com os
tipos de SCCmec. Nos tempos (0, 4, 8, 12 e 24 h), 20 uL de cada tratamento foram diluidos
seriadamente (1:10) em salina esterilizada. Para contagem de UFC, uma aliquota de 10 uL de
cada diluicao foi inoculada em MHA, o qual foi incubado por 24 h a 37 °C. Os testes foram
realizados em duplicata e em trés ocasides e um grafico de log UFC/mL versus tempo foi

construido com a média dos resultados

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As cepas de referéncia S. aureus ATCC 29213 e BEC/BMB 9393 foram tratadas com a
fragdo F4A (CIM e CBM) em CAMHB, durante 4h a 37°C. Células com e sem tratamento
foram fixadas a temperatura ambiente por 2 h com tampao cacodilato de sédio 0,1 M contendo

2,5% de glutaraldeido, pH 7.4, seguido de pos-fixacdo em 1% OsO4 em tampao cacodilato
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contendo 0,8% de ferrocianeto de potassio e CaCl, SmM por 2 h. As células foram desidratadas
em acetona e embebidas em resina epdxi por 72 h a 60°C As se¢des ultrafinas foram obtidas
com um ultramicrétomo Leica e as grades contendo as se¢des foram coradas com acetato de
uranil a 5% e citrato de chumbo para observagdo em um microscopio eletronico JEOL JEM-

1400 a 80 kV.

4.6 ATIVIDADE ANTIBIOFILME DA FRACAO F4A

O biofilme de todos os microrganismos foi formado em placas de microtitulagcao de 96
pogos de poliestireno fundo chato segundo metodologia descrita por Stepanovic¢ et al. (2007),
com modificacdes. S. aureus foi cultivado a 37°C por 24 h em TSB e a densidade celular
ajustada com auxilio da escala 0.5 McFarland (~1x10® células/mL) em solucio salina, seguido
por uma dilui¢do 1:100 (~1x10° células/mL). Para formacio do biofilme, uma aliquota de 20
pL da diluicdo foi adicionada em cada pogo contendo 180 pL de TSB suplementado com 1%
de glicose de modo que o indculo teste foi de ~1x10° células/mL. O sistema foi incubado por
24 h a37°C. Apos esse periodo, para avaliar a atividade do composto sobre o biofilme formado,
o meio de cultura foi retirado e cada poco lavado cuidadosamente com solucao salina e 200 pL.
de CAMHB contendo diferentes concentragdes (1,56 a 25,0 pg/mL) da fragdo F4A foram
adicionadas aos pogos contendo os biofilmes e a incubagao prosseguiu por mais 24 h. Biofilmes
sem tratamento, acrescidos apenas de meio de cultura, e pogos com meio de cultura sem
biofilme, foram utilizados como controle de crescimento e controle de esterilidade,
respectivamente. A atividade metabolica das células sésseis foi quantificada pelo método de
reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2, 5-difenil-2H-tetrazdlio) de acordo
com Schillaci et al. (2008), com modificagdes. Apds o tempo de incubacdo de cada teste, o
meio de cultura foi retirado e o biofilme foi lavado cuidadosamente duas vezes com solugao
salina e incubado com 100 pL de tampao fosfato-salina (PBS), 1X pH 7,2, contendo MTT
(Sigma Aldrich, USA) a 0,5 mg/mL por 2 h (WALECKA ef al., 2008) a 37°C em auséncia de
luz. Apds 2 h, os cristais de formazan oriundos da metabolizagdo do MTT, foram incubados
sob agitagdo com solvente recomendado pelo fabricante (10% triton x-100, HCI 0,1N em
isopropanol), por 15 minutos (WALECKA et al., 2008). A densidade optica (DO) foi
determinada em 550 nm (SHI et al., 2007) utilizando uma leitora de placas (Synergy™ HT,
Biotek®). Os testes foram realizados em quintuplicata e em duas ocasides. Os valores de

concentracdo inibitoria minima séssil (SCIM) foram determinados por meio da menor
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concentragdo da fracdo F4A que foi capaz de inibir a atividade metabolica do biofilme pelo

menos em 50% (SCIMso) ¢ 90% (SCIMoo) (TEANPAISAN et al., 2017).

4.7 ATIVIDADE HEMOLITICA DA FRACAO F4A EM ERITROCITOS HUMANOS

A atividade hemolitica da fracdo F4A foi avaliada sobre eritrocitos humanos
coletados de um doador saudavel, respeitando os critérios estabelecidos pela Declaragao de
Helsinque. O sangue foi coletado, desfibrinado e as células lavadas com salina glicosilada
(NaCl 0,85% acrescido de 5% de glicose). Uma suspensao de eritrocitos (3%) foi preparada em
salina glicosilada e transferida para pogos das placas de microtitulacdo 96 pocos fundo “U”. As
c¢lulas foram incubadas com diferentes concentragdes da fragao F4A (50 a 0,1 pg/mL) e Triton
X-100 (1%) foi utilizado como controle positivo (controle de hemolise). Apds incubagdo por 3
h a 37 °C, as microplacas foram centrifugadas (1000 x g por 10 min), os sobrenadantes foram

transferidos para novas microplacas e a leitura da DO foi realizada a 550 nm (IZUMI et al.,

DOT-DOCN

—— x 100,
DOCP-DOCN

2012). A porcentagem de hemolise (x) foi calculada através da férmula x =

na qual DOT representa a densidade optica teste, DOC a densidade 6ptica controle e DOCN a

densidade Optica do controle negativo (auséncia de hemolise).

4.8 CITOTOXICIDADE DA FRACAO F4A EM CELULAS LLC-MK2

A citotoxicidade da fracdo F4A foi investigada em células da linhagem
LLCMKZ2, cultivadas em Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM, Gibco Invitrogen Co.,
Grand Island, NY) suplementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino (FBS, Gibco Invitrogen
Co.), 100 TU/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina ¢ mantidas em frascos para
cultura celular por 72 h a 37°C e atmosfera a 5% de CO,. As células foram adicionadas
diferentes concentracdes da fragdo F4A (0,195 a 100 pg/mL). A viabilidade celular foi avaliada
pelo método de redu¢do do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil) -2, 5-difenil-2H-
tetrazolio) a formazan, de acordo com as recomendagdes do fabricante. A leitura da DO foi

realizada a 570 nm e 690 nm. A viabilidade celular (x) foi expressa em porcentagem segundo

DOT-DOB

aequagio: x = ————
DOCN-DOB

x 100, na qual DOT representa a densidade optica do teste, DOB a

densidade dptica do branco (livre de células), DOCN a densidade optica do controle negativo

(ndo tratado, 100% de viabilidade celular).
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4.9 ANALISES ESTATISTICAS

O software GRAPHPAD PRISM versao 8.0.0 (GraphPad Software, San Diego,
California USA) foi utilizado para as analises estatisticas. Para a curva de morte e citotoxicidade
foi utilizado ANOVA One-Way seguido pelo teste de comparacdes multiplas de Dunett e, para
o teste da fracdo F4A sobre o biofilme formado, os valores médios foram testados por ANOVA
Two-Way seguido também pelo teste de comparagdes multiplas de Dunett. P-valores menores

que 0,05 foram considerados significativos.
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5 RESULTADOS

5.1 F4A INIBE O CRESCIMENTO DE CELULAS PLANCTONICAS DE S. AUREUS

Neste trabalho, um total de vinte e seis isolados clinicos de S. aureus previamente
caracterizados como MSSA (DANELLI, 2019) e MRSA (DE OLIVEIRA et al., 2015), bem
como as cepas de referéncia S. aureus ATCC 29213 e BEC 9393 foram utilizados para
determinar os valores de CIM ¢ CBM da fracao F4A. Entre os isolados MRSA, todos foram
classificados como multirresistentes de acordo com Magiorakos et al. (2012), e os resultados
estao apresentados na Tabela 2.

Em relacdo aos isolados clinicos, 19 (73,1%) apresentaram CIM de 3,13 pg/mL, 6
(23,1%) apresentaram CIM de 1,56 pg/mL e 1 (isolado 3,8%) apresentou CIM de 6,25 pg/mL;
ndo houve diferenga entre os valores de CIM para os isolados MSSA (1,56 a 6,25 pg/mL) e
MRSA (1,56 a 3,13 pg/mL). Quanto a CBM, os isolados MSSA apresentaram valores de 3,13
a 12,5 pg/mL e os MRSA de 1,56 a 3,13 pg/mL. Dezoito isolados (69,2%) apresentaram os
mesmos valores de CIM e CBM. Notavelmente, a CBM de 3,13 pg/mL foi detectada em 84,6%
dos isolados de S. aureus estudados. PSA 39 apresentou os valores de CIM e CBM mais baixos
(ambos 1,56 pg/mL), enquanto o isolado SNA 200 apresentou os valores mais altos (6,25

pg/mL e 12,5 ng/mL), respectivamente.

5.2 A ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DA FRACAO F4A PODE ESTAR RELACIONADA COM A

PRESENCA DE FLUOPSINA C

A composicao da fracdo F4A foi determinada previamente, e quatro compostos foram
identificados: composto antibiotico organocuprico (OAC), fenazina-1-carboxamida (PCN),
fenazina-1-4cido carboxilico (PCA) e indolin-3-ona (Pistori ef al., 2018). Para determinar o
componente ativo da fragdo F4A, a CIM e CBM de cada componente foram determinadas para
as cepas de referéncia de S. aureus. Somente a fluopsina C exibiu efeito inibitorio nas células
planctonicas, com valores de CIM e CBM de 1,56 pg/mL e 3,13 pg/mL para ambas as cepas,
respectivamente. Estes valores nao diferiram daqueles obtidos para a fragdo F4A (Tabela 2),

indicando que a fluopsina C ¢ o componente antimicrobiano ativo.



36

Tabela 2 — Atividade antibacteriana e antibiofilme da fracdo F4A contra Staphylococcus aureus.

Fracao F4A
Microrganismo SCCmec' Perfil de resisténcia aos antimicrobianos? CIM CBM SCIMs, SCIMy,
(ug/mL)*  (ug/mL)" (ng/mL)° (ug/mL)*
MSSA® (n=9)
SNA 66 - PEN, CLIL ERI 3,13 6,25 6,25 12,5
SNA 115 - PEN, CLL ERI 3,13 3,13 12,5 >25
SNA 136 - PEN, CLL ERI 3,13 3,13 12,5 25
SNA 148 - PEN, ERI 3,13 3,13 12,5 >25
SNA 161 - PEN 3,13 3,13 12,5 >25
SNA 200 - PEN, SXT 6,25 12,5 6,25 25
SNA 284 - PEN, ERI, SXT 3,13 3,13 12,5 >25
SNA 299 - PEN 3,13 3,13 12,5 >25
SNA 317 - PEN 3,13 6,25 6,25 25
ATCC 29213 - - 1,56 1,56 12,5 25
MRSAT (n=17)
PSA 1 11 FOX, OXA, PEN, CLI, ERI, CIP 1,56 3,13 6,25 12,5
PSA 12 1 FOX, OXA, PEN, GEN, CLI, ERI, CIP 1,56 3,13 12,5 25
PSA 19 NT FOX, OXA, PEN, GEN, CLI, ERI, TET, CIP, SXT 3,13 3,13 6,25 12,5
PSA 24 NT FOX, OXA, PEN, GEN, CLI, ERI, TET, CIP, SXT 3,13 3,13 6,25 12,5
PSA 26 11 FOX, OXA, PEN, CLI, ERI, CIP, RIF 1,56 3,13 3,13 12,5
PSA 27 NT FOX, OXA, PEN, GEN, CLI, ERI, CIP, SXT 3,13 3,13 6,25 12,5
PSA 32 il FOX, OXA, PEN, CLI, ERI, CIP, RIF 3,13 3,13 6,25 12,5
PSA 37 11 FOX, OXA, PEN, GEN, CLI ERI, TET, CIP, SXT, RIF 1,56 3,13 6,25 12,5
PSA 39 v FOX, OXA, PEN, GEN, CLI, ERI, CIP 1,56 1,56 25 =25
PSA 41 i FOX, OXA, PEN, CLI, ERI, CIP 3,13 3,13 3,13 12,5
PSA 42 1 FOX, OXA, PEN, GEN, CLI, ERI, CIP 1,56 3,13 6,25 >25
PSA 48 1 FOX, OXA, PEN, GEN, CLI, ERI, CIP 3,13 3,13 6,25 25
PSA 94 i FOX, OXA, PEN, CLI, ERI, CIP 3,13 3,13 6,25 12,5
PSA 104 il FOX, OXA, PEN, CLI, ERI, CIP 3,13 3,13 6,25 12,5
PSA 124 11 FOX, OXA, PEN, CLI, ERI, CIP 3,13 3,13 6,25 25
PSA 127 NT FOX, OXA, PEN, GEN, CLI, ERI, TET, CIP, SXT 3,13 3,13 6,25 =25
PSA 130 NT FOX, OXA, PEN, GEN, CLI, ERI, TET, CIP, SXT 3,13 3,13 12,5 =75
BEC 9393 I - 1,56 6,25 12,5 25

*FOX: cefoxitina; OXA: oxacilina; PEN: penicilina; GEN: gentamicina; CLI: clindamicina; ERI: eritromicina; TET:
tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; SXT: trimetoprim-sulfametoxazol.

1A tipagem do SCCmec foi realizada previamente por de Oliveira ef al. (2015).2Perfil de resisténcia aos antimicrobianos dos
isolados MSSA e MRSA previamente descrito por Danelli (2019) e de Oliveira et al. (2015), respectivamente.

aConcentracao inibitéria minima (CIM) da fracdo F4A determinada pelo método de microdilui¢do preconizado pelo CLSI.
®Concentragio bactericida minima (CBM) determinada pela contagem de UFC em Trypticase soy agar (TSA). “%Concentracio
inibitoria minima séssil (SCIM) 50 € 90. *MSSA: Staphylococcus aureus sensivel a meticilina. 'MRSA: Staphylococcus aureus
resistente a meticilina.

5.3 F4A EXIBE EFEITO BACTERICIDA CONTRA S. AUREUS

A cinética de crescimento de S. aureus na presenca da fragao F4A foi analisada durante
24 h a 37°C. As cepas de referéncia e os isolados clinicos SNA 299, PSA 12, PSA 19, PSA 26,
PSA 37 e PSA 39 foram selecionados para esta analise (Figura 2). Todos os isolados
apresentaram diminuigao significativa (P<0,05) na contagem de UFC quando comparados com

0 1inoculo inicial.
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Figura 2 — Curvas de morte de S. aureus ATCC 29213 (A), SNA 299 (B), S. aureus BEC 9393 (C), PSA 12 (D),
PSA 19 (E), PSA 26 (F), PSA 37 (G) e PSA 39 (H). Os microrganismos foram tratados com a CIM ¢ CBM da

fracdo F4A por 24 h a 37°C e a contagem do niimero de UFC foi realizada em horarios especificos. Cores: verde
(CIM=CBM); azul (CIM) e vermelho (CBM). *p-valor<0,05.
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Com excecdo de PSA 12, uma reducdo significativa no nimero de UFC de todas as
cepas foi observada ap6s 4 h de incubagdo na presenga da F4A nos valores de CIM e CBM.

De todos os microrganismos analisados quanto a cinética do tempo de morte, S. aureus
ATCC 29213 e SNA 299 foram os que levaram menos tempo (8 h) para terem suas UFC
reduzidas a zero, sendo interessante observar que esses dois microrganismos s3o sensiveis a
meticilina. Por outro lado, para S. aureus BEC 9393 (Figura 2C) e os isolados PSA 12 (Figura
2D), PSA 19 (Figura 2E) e PSA 39 (Figura 2H), todos MRSA, 24 h de tratamento com a CBM
foram necessarias para reduzir a zero o nimero de UFC.

A atividade bactericida ¢ definida como a menor concentracdo de um agente
antimicrobiano que tanto inibe o crescimento ou reduz 99,9% do inodculo inicial (redugao
>3 logio no numero de UFC) (CLSI, 1999; PANKEY; SABATH, 2004; ZADRAZILOVA et
al.,2015). Nesse sentido, em relacdo a cinética de morte, um decréscimo >3-logio foi observado
apos o tratamento com a CBM da fracdo F4A para todos os isolados testados: 24 h para PSA
12, PSA 19 ¢ PSA 38; 12 h para BEC 9393, PSA 26 ¢ PSA 37; e para os isolados MSSA apenas
8 h de tratamento foram necessarias para que houvesse uma redugao igual ou superior a 3-log10

no namero de UFC.

5.4 TRATAMENTO COM F4A PROVOCA ALTERACOES MORFOLOGICAS E ULTRAESTRUTURAIS EM S.

AUREUS

As alteragdes ultraestruturais causadas nas cepas de referéncia apos 4 h de tratamento
com a fragdo F4A nas concentragdes inibitoria e bactericida foram observadas por microscopia
eletronica de transmissao (Figura 3). As células sem tratamento, S. aureus ATCC 29213 (Figura
3A) e S. aureus BEC 9393 (Figura 3C), apresentaram eletrodensidade citoplasmatica e
morfologia normais, bem como parede celular compacta. No entanto, quando submetidas aos
tratamentos com a CIM e CBM (Figuras 3B, 3D e 3E), as cepas apresentaram diminui¢do na
eletrodensidade citoplasmatica, um discreto espessamento e diminui¢do na compactagdo da

parede celular, auséncia de septos de divisdo e descolamento da membrana citoplasmatica.
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Figura 3 — Microscopia eletronica de transmissao das cepas de referéncia S. aureus ATCC 29213 sem tratamento
(A), S. aureus ATCC 29213 apo6s 4h de tratamento com a CIM/CBM (B), S. aureus BEC 9393 sem tratamento
(C) e S. aureus BEC 9393 ap6s tratamento com a CIM (D) e CBM (E). Barras: (A-E) = 100 nm. As setas pretas
indicam espessamento ¢ perda da compactacdo da parede celular e as setas brancas indicam descolamento da
membrana citoplasmatica.

5/

5.5 F4 A INIBE O BIOFILME MADURO DE S. AUREUS

O efeito da fragdo F4A na atividade metabdlica dos biofilmes maduros de S. aureus esta
representada na Figura 4. O biofilme de todos isolados foram significativamente (P<0,05)
inibidos pela fracdo F4A a 12,5 pg/mL e 25,0 pg/mL. A maioria dos isolados apresentou
SCIMsq de 6,25 pg/mL (n=15), seguido por 12,5 pg/mL (n=8), 3,13 pug/mL (n=2) ¢ 25,0 ug/mL
(n=1). Além disso, 11 isolados apresentaram SCIMyo de 12,5 pg/mL, seguido por 25,0 pg/mL
(n=6) e 9 isolados apresentaram SCIMyo superior a 25,0 pg/mL (Tabela 2). As cepas de
referéncia apresentaram os mesmos valores de SCIM: SMICso de 12,5 pg/mL e SCIMy de
25,0.

Quando comparados com os resultados obtidos para células planctonicas (Tabela 2), os
valores de SCIMso foram ligeiramente superiores a CIM, exceto para PSA 41 e SNA 200, as
quais apresentaram CIM igual a SCIMso — 3,13ug/mL e 6,25 pg/mL, respectivamente. Os
isolados PSA 26, PSA 41, SNA 66 e SNA 317 apresentaram CBM e SCIM5o idénticas, enquanto
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os outros isolados apresentaram SCIMso superior a CBM, com excecdo de SNA 200, que
apresentou SCIMso inferior a CBM. Os valores de SCIM 90 para todos isolados foram maiores

que seus respectivos valores de CIM e CBM.

Figura 4 — Atividade antibiofilme da fracdo F4A contra biofilmes maduros de isolados clinicos MSSA (A e B) e
MRSA (C-F) ¢ das cepas de referéncia S. aureus ATCC 29213 e S. aureus BEC 9393. *p-valor<0,05
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5.6 F4A NAO APRESENTOU ATIVIDADE HEMOLITICA MAS E TOXICA PARA CELULAS LLC-MK2

A viabilidade dos eritrocitos humanos e das células LLC-MK2 foi avaliada apds 3 h de
incubagdo na presenca de diferentes concentracdes da fracdo F4A. A concentracdo mais alta
concentracdo testada (50 pg/mL) causou 1,52% de hemodlise, enquanto para as outras
concentracgoes (25 a 0,1 ug/mL) o percentual de hemolise foi inferior a 1% (Figura 5).

Por meio do ensaio de redugdo do MTT, o CC50 (indice citotdxico para 50% das células)

calculado foi de 3,44 pg/mL. Em concentragdes iguais ou superiores a 6,25 ug/mL ¢é possivel
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observar que a fracdo F4A foi toxica para aproximadamente 100% do numero de células

testadas.

Figura 5 — Percentual de hemolise produzida pela fragdo F4A em eritrocitos humanos.
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Figura 6- Citotoxicidade da fracdo F4A para células LLC-MK2.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo, reportou-se o efeito antibacteriano da fragdo F4A obtida do
sobrenadante de cultura de P. aeruginosa LV contra células planctonicas e sésseis de S. aureus.
A atividade antibacteriana desta fracdo foi descrita previamente contra fitopatdogenos, com
valores de CIM variando de 0,12 a 7,81 ug/m (DE OLIVEIRA et al., 2016; MUNHOZ et al.,
2017; PISTORI et al., 2018). No entanto, este € o primeiro trabalho a testar a fragdo F4A contra
isolados humanos.

Cardozo et al. (2013) testaram a fragdo F3D, também obtida de P. aeruginosa LV,
contra S. aureus, e relataram uma CIM de 125 pg/mL para as cepas de referéncia MRSA N315
e BEC/BMB 9393, ou seja, uma concentragdo quase quarenta vezes superior a CIM mais
frequente da F4A (3,13 pg/mL) determinada em nosso estudo.

Para investigar qual componente ¢ responsavel pela atividade antibacteriana da fragdo
F4A para S. aureus, cada composto foi testado separadamente em células planctonicas das
cepas de referéncia (ATCC 29213 e BEC/BMB 9393). Apenas a fluopsina C inibiu o
crescimento de ambas as cepas nas concentracdes testadas. De forma semelhante, de acordo
com Oliveira et al. (2016), fenazina-1-carboxamida ndo foi capaz de inibir o crescimento de
Xanthomonas citri subsp. citri, sendo a fluopsina C o composto antibacteriano ativo. Esse
resultado corrobora com nosso estudo, no qual a CIM da fluopsinca C foi de 1,56 ug/mL para
ambas as cepas de referéncia e ndo diferiu dos valores de CIM da F4A. Navarro et al. (2019)
reportaram valores de CIM e CBM inferiores a 2 pg/mL de fluopsina C para S. aureus,
semelhante aos resultados obtidos para a fragdo F4A. Assim, € possivel inferior que o composto
responsavel pela atividade antibacteriana entre os componentes da fracdo F4A € a fluopsina C.

Além disso, dezoito isolados (69,2%) apresentaram valores de CIM e CBM idénticos,
evidenciando o potencial bactericida da fracdo F4A, o qual foi confirmado pelos resultados das
curvas de morte. Cardozo et al. (2013) mostraram que ap6s 24 h de tratamento a 200 pg/mL,
F3d foi capaz de reduzir a zero o nimero de UFC de S. aureus (cepa N315) — uma concentragao
elevada quando comparada aos valores de CBM da F4A (1,56 a 12,5 pg/mL).

Ap6s 4 h de tratamento com a CIM e CBM da F4A, foi possivel observar alteragdes
ultraestruturais nas cé€lulas de S. aureus tratadas, afetando a membrana citoplasmatica, parede
celular e formagao de septos. Por meio de microscopia eletronica de varredura, Cardozo et al.
(2013) mostraram que as células planctonicas de S. aureus N315 apresentaraam morfologia
alterada apds 4 h de tratamento com F3d a 100 pg/mL. No estudo de Navarro et al. (2019), S.

aureus N315 foi tratado com fluopsina C por 1 h, e as alteragdes ultraestruturais reveladas pela
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microscopia eletronica de transmissdo envolveram danos ao interior das células, como
alteragdes citoplasmaticas e vacuolizacao. Estes pesquisadores sugeriram que o mecanismo de
acao da fluopsina C esta associado ao rompimento da membrana citoplasmatica.

Em relacao a atividade antibiofilme, F4A inibiu os biofilmes maduros de todos S. aureus
testados. A fracdo F3d apresentou atividade em biofilmes de Klebsiella pneumoniae, mas em
uma concentracdo mais alta (62,5 pg/mL) (KERBAUY et al., 2016). Atualmente, como o
tratamento de infecgdes associadas aos biofilmes ¢ um desafio na pratica clinica, novas
estratégias antimicrobianas sdo vitais para a solu¢ao deste problema, bem como a resisténcia
aos antimicrobianos em doencas infecciosas (LU et al., 2019).

Apesar de sua atividade antibacteriana, a fragdo F4A apresentou uma citotoxicidade
consideravel para as células LLC-MK2 (CCso= 3,44 pg/mL). No entanto, ¢ importante ressaltar

que a CIM mais frequente foi de 3,13 pg/mL — uma concentragao ligeiramente inferior a CCso.
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7 CONCLUSAO

Como conclusdo, a fragdo F4A apresentou um potente efeito bactericida contra S.
aureus € apesar de ser citotoxica para células LLC-MK2, esta fracdo pode ser promissora para
o tratamento de infecgdes causadas por esse patdogeno. Estudos posteriores podem ser realizados

na tentativa de reduzir a citotoxicidade da F4A para células de mamiferos.
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