UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
Instituto de Ciéncias Biologicas
Programa de Pds-graduagao em Microbiologia

Natalia Rocha Guimaraes

IDENTIFICAGAO DE SUBSTANCIA ANTIMICROBIANA PRODUZIDA POR
Acinetobacter baumannii ATIVA CONTRA AMOSTRAS MULTIDROGA
RESISTENTES DA BACTERIA

Belo Horizonte
2020



Natalia Rocha Guimaraes

IDENTIFICAGAO DE SUBSTANCIA ANTIMICROBIANA PRODUZIDA POR
Acinetobacter baumannii ATIVA CONTRA AMOSTRAS MULTIDROGA
RESISTENTES DA BACTERIA

Versao final

Tese apresentada ao Programa de Poés-
graduagéao em Microbiologia da
Universidade Federal de Minas Gerais,
como requisito parcial a obtengao do titulo

de Doutor em Microbiologia

Orientadora: Paula Prazeres Magalhaes

Coorientador: Luiz de Macédo Farias

Belo Horizonte
2020



043

Guimardes, Natalia Rocha.

Identificagdo de substancia antimicrobiana produzida por Acinetobacter
baumannii ativa contra amostras multidroga resistentes da bactéria [manuscrito]
/ Natalia Rocha Guimaraes. — 2020.

108 f.: il.; 29,5 cm.

Orientadora: Paula Prazeres Magalh&es. Coorientador: Luiz de Macédo
Farias.

Tese (doutorado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biolodgicas. Programa de Pés-Graduagdo em Microbiologia.

1. Microbiologia. 2. Acinetobacter baumannii. 3. Peptideos Catidnicos
Antimicrobianos. 4. Resisténcia Microbiana a Medicamentos. 5. Clonagem. .
Magalh&es, Paula Prazeres. |l Farias, Luiz de Macédo. lll. Universidade Federal
de Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.

CDU: 579

Ficha Catalogréfica elaborada pela bibliotecaria Fabiane C M Reis. CRB 6 2680




ATA DA DEFESA DE TESE DE NATALIA ROCHA GUIMARAES
NO REGISTRO: 2016658341

As 8:30 horas do dia 31 de janeiro de 2020 reuniu-se, no Instituto de Ciencias Biologicas
da UFMG, a Comissdo Examinadora composta pelos Drs. Gloria Regina Frapco, Silvia
Helena Sousa Pietra Pedroso, Daniel Moreira dos Santos, Jacques Robert N|co!_| ea Iirofa.
Paula Prazeres Magalhdes - Orientadora, para julgar o trabalho final “Ident_|f|cagao de
substancia antimicrobiana produzida por Acinetobacter baumannii ativa cogtra
amostras multidroga resistentes da bactéria”, da aluna Natalia Rocha Guimaraes,
requisito final para a obtencdio do Grau de DOUTOR EM CIENCIAS BIOLOGICAS:
MICROBIOLOGIA. Abrindo a sessdo, a Presidente da Comissdo, Profa. Betdnia Paiva
Drumond - Coordenador do Programa, apés dar a conhecer aos presentes o teor das
Normas Regulamentares do Trabalho Final, passou a palavra a candidata, para a
apresentacdo de seu trabalho. Seguiu-se a arguicdo pelos Examinadores, com a
respectiva defesa da candidata. Logo apds, a Comissdo se reuniu, sem a presencga da
candidata e do pUblico, para julgamento e expedigdo de resultado final. A candidata foi
considerada APROVADA. O resultado final foi comunicado publicamente a candidata
pelo Presidente da Comissao. Nada mais havendo a tratar, o Presidente encerrou a
reunido e lavrou a presente ata, que sera assinada por todos os membros participantes
da Comissdo Examinadora. Belo Horizonte, 31 de janeiro de 2020. O candidato tem 60
(sessenta) dias, a partir desta data, para entregar a versao final da tese ao Programa
de P6s-Graduagdo em Microbiologia da UFMG e requerer seu diploma.

Profa. Dra. Gléria Regina Franco _Glod  Wikidie, heuwwo
Dra. Silvia Helena Sousa Pietra Pedroso /MGD\C'&’EM)DQ Q)AMQQ :
Dr. Daniel Moreira dos Santos M\\'\M“ AN

Prof. Dr. Jacques Robert Nicoli \
Profa. Dra. Paula Prazeres Magalhi?és}’Orientadora) @’y\

P/ Cpbuonvolbougolorrdecla

Profg. Betdnia Paiva Drumond
Sub-coordenadora




AGRADECIMENTOS

A Deus e a Nossa Senhora Aparecida, pela ajuda incondicional, estando ao meu
lado em todos os momentos, permitindo que prosseguisse e alcangasse mais este

sonho.

Aos meus familiares, meu pai, Jorge, minha mée, Jussara e meu irmao, Marcos,
pelo incentivo e apoio. Obrigada por sempre acreditarem em mim, pela euforia e
felicidade nos momentos de sucesso e pela acolhida nos momentos de desanimo e
incerteza. Nao conseguiria sem vocés por perto! A minha amada sobrinha Valentina,

que trouxe luz e alegria para nossa familia.

Ao André, pelos doze anos de convivéncia harmoniosa, pelo carinho,
companheirismo e paciéncia. Seu incentivo e ajuda durante esses anos foram

essenciais. Obrigada por aceitar e respeitar minha auséncia.

A minha querida “mae cientifica”, Professora Paula Prazeres Magalhaes, por todo
carinho, apoio e orientacdo, dedicando parte do seu tempo em prol das minhas
duvidas e dificuldades. Obrigada pela confianga, por todos os ensinamentos, pelas
conversas descontraidas. Minha admiragcao sera eterna, vocé € um exemplo, como

pessoa e profissional. Obrigada por se comportar como uma verdadeira MAE.

Ao meu querido “pai cientifico”, Professor Luiz de Macédo Farias, serei eternamente
grata por me conceder a oportunidade de fazer parte deste grupo tdo renomado de
pesquisa. Agradeco toda a assisténcia e carinho. Levarei muito de vocé comigo.
Obrigada por compartilhar da minha ansiedade durante a execucdo dos
experimentos e sempre acreditar que alcangaria bons resultados. O cuidado,
dedicacdo e entusiasmo com que cuida do laboratorio € admiravel. Serei uma
profissional de sucesso se conseguir levar comigo um pouquinho do seu jeito
organizado, dedicado e incentivador de boas ideias. Seu espirito paternal é

encantador.

A Professora Simone, pelo carinho, gentileza e pelas oportunidades. Obrigada por
ceder as amostras para realizagéo do estudo. Sem sua contribuicdo, ndo conseguiria

alcangar resultados tao importantes.



A familia MOA (ausentes e presentes), pela harménica e animada convivéncia,
sendo importantes “valvulas de escape” nos momentos de cansacgo e desanimo. Nao
me atreverei a nomea-los, todos que passaram ou ainda se encontram por aqui

sabem da importancia em minha vida.

As minhas filhotas do coracdo, Leticia e Maria Gabriela, imprescindiveis para
execugao dos experimentos. Sem a ajuda delas seria dificil prosseguir e concluir
essa etapa. Obrigada pela amizade, conversas animadas, dedicagdo e

disponibilidade em todos os momentos de necessidade.

Ao Jamil, pela disponibilidade, pelos ensinamentos bioquimicos e pela contribuigao
direta nos processos de purificagdo. O que seriam dos estudantes do ICB sem o

Jamil?

Aos professores Gléria Regina Franco e Carlos Augusto Rosa pela contribuigdo com
0s insumos para o sequenciamento do plasmideo, e aos Drs. Thiago Mafra Batista e
Rennan Garcias Moreira, pela montagem da biblioteca e analises de bioinformatica,
respetivamente, essenciais para o desenvolvimento desse estudo. Ao professor
Ronaldo Nagen e ao Jodo Luis Reis Cunha por terem cedido gentiimente as
amostras bacterianas e os vetores para clonagem. Ao Dr. Rodrigo Araujo pelas
analises filogenéticas e a Dra. Danielle Daian pela por me auxiliar no manuseio dos

experimentos de western blotting.

Aos queridos membros da banca, Dr. Daniel Moreira dos Santos e Professora Gléria
Regina Franco agradego as excelentes contribuigcdes no exame de qualificagao e por
terem aceitado novamente o nosso convite. As consideragbes serao de grande
importancia para o fechamento de mais uma etapa. Dra. Silvia Helena Sousa Pietra
Pedroso e o Professor Jacques Robert Nicoli, agradego o aceite e a disponibilidade.
Tenho certeza de que a expertise de vocés na area de microbiologia contribuira
muito para o trabalho. Ao Dr. Jodo Fernando Gongalves Ferreira e a Dra. Marcia
Almeida Lana, suplentes da banca examinadora, pelo aceite e disponibilidade.

As minhas “bonitinhas”, Thaysa e Silvinha, agrade¢go a amizade, as agradaveis
conversas e o companheirismo. Vocés foram essenciais nessa caminhada. Em
especial, a Thaysa, obrigada pela constante ajuda. Sem vocé, seria dificil realizar

todos os experimentos. Seus ensinamentos e opinides foram muito importantes.



As minhas grandes companheiras de republica, “irmas do coracdo”, & Aninha e a
Marli, obrigada pelo companheirismo e amizade. A Anna, em especial, por ajudar-me
nos momentos de dificuldade, contribuindo diretamente com conhecimentos e

técnicas, pelas conversas descontraidas e divertidas.

Ao Professor Tiago Anténio de Oliveira Mendes, por toda ajuda intelectual, pela
acolhida e por conceder-me a oportunidade de participar de projetos tao
interessantes e entusiasmantes. E aos queridos amigos de Vigosa, agradeco a
recepgao, 0os ensinamentos, a ajuda e a 6tima convivéncia. Passei com vocés dias

incriveis, de trabalho duro, mas, repletos de momentos felizes e descontraidos.

Ao Laboratério Institucional de Pesquisa (LIPq), Centro de Laboratérios
Multiusuarios (CELAM), Laboratério Multiusuarios de Proteémica (LMProt) do

Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.

Aos meus queridos amigos, Camilinha, Gugu, Renato, Thais e Thaisa, pelo incentivo
e amizade. Vocés sdo essenciais em minha vida e sabem disso. Ao Renato e a
Thaisa, em especial, pelas diversas caronas, confianca e experiéncias

compartilhadas.

A UFMG e ao Programa de Pés-graduacdo em Microbiologia, em especial, aos

mestres e aos funcionarios do Departamento.

As agéncias de fomento, pelo apoio financeiro.



Um Novo Comecgo

"Depois da noite

Vem um novo dia
Depois da tempestade
Vem a calmaria

Depois de toda a histéria que acabou

Se foi escrita aos pés da cruz

Foi s6 um ciclo a mais que se fechou

E uma nova porta vai se abrir, vai se abrir

Em Deus sempre havera

Um novo comego

A gldria da segunda casa

Sera maior do que a primeira...”

(Cancéo de Ludmila Ferber)



RESUMO

A resisténcia bacteriana € um desafio global. A busca por novos antimicrobianos,
principalmente naturais, vem ganhando destaque, devido a emergéncia de bactérias
resistentes a antimicrobianos classicos. A. baumannii € uma bactéria de grande
relevancia clinica, marcadamente multirresistente e, assim, de dificil controle. O
objetivo deste estudo foi identificar uma substancia antimicrobiana expressa por uma
amostra de A. baumannii, em continuagdo a um estudo prévio que detectou sua
atividade contra amostras multidroga resistentes (MDR) da bactéria. Na primeira
etapa, foi realizada extracdo plasmidial, expressao heteréloga em sistema E. coli
transformado com o plasmidio selvagem isolado de A. baumannii, além da avaliagao
da expressao de antagonismo pelos métodos de sobrecamada e precipitagdo acida,
para verificar a localizagdo do gene que codifica a substancia. O plasmidio foi
sequenciado em plataforma lllumina MiSeq e a similaridade das ORFs foi analisada
em algoritmo Blast. Na segunda etapa do projeto, foi realizada a clonagem das
ORFs em vetores TOPO e pET28aTEV, com o intuito de identificar o gene que
codifica a substancia. A expressdo e a purificacdo das proteinas recombinantes
foram avaliadas por SDS-PAGE corado por Coomassie Brilliant Blue e western
blotting e a atividade antimicrobiana pelo método de sobrecamada. A substancia
antimicrobiana ativa foi expressa pelo sistema E. coli BL21 transformado,
confirmando a presenga do gene de interesse no plasmidio selvagem. A montagem
do DNA plasmidial gerou um contig de 11,060 pb, com doze ORFs. A analise por
similaridade permitiu classificar o pequeno plasmidio na familia Rep-3, de acordo
com a proteina de replicacdo RepB. Dentre as doze ORFs anotadas, cinco foram
sugestivas da substancia. Baseando-se em dados obtidos ao longo do
desenvolvimento de todo o projeto sugere-se que a proteina hipotética 3 apresenta
acao antibacteriana contra amostras MDR de A. baumannii.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. Peptidio antimicrobiano. Resisténcia

antimicrobiana. Sequenciamento. Clonagem.



ABSTRACT

Bacterial resistance is a global challenge. The search for new antimicrobials, mainly
natural substances, has been gaining prominence due to the emergence of bacterial
resistance to classic antimicrobial drugs. A. baumannii is a bacterium of great clinical
relevance that expresses remarkable multidrug resistance and consequently is hard
to control. The aim of this study was to identify an antimicrobial substance expressed
by A. baumannii described during a previous study that demonstrated activity against
multidrug resistant strains of the bacterium. In the first stage of this project, plasmid
extraction was conducted to determine the location of the gene that codes for the
substance. To confirm the results, heterologous expression in E. coli transformed
with a wild plasmid was performed and evaluation of antagonistic activity by the
double-layer diffusion and acid precipitation methods was done. The plasmid was
sequenced (lllumina MiSeq) and similarity analysis using the BlastP was performed.
In the second stage of the project the cloning of the ORFs was performed on TOPO
and pET28aTEV vectors, with the aim to identify the gene that codes for the
antimicrobial substance. The expression and purification of the recombinant proteins
were evaluated by comassie stained SDS-PAGE and western blotting and evaluated
by the double-layer diffusion method. The expression of the active protein was
observed in a transformed E. coli BL21 system, confirming the presence of the gene
of interest in the wild plasmid. The assembly of plasmid DNA generated a contig of
11,060 bp, with twelve ORFs. Similarity analysis allowed the small plasmid to be
classified in the Rep-3 family, according to a RepB replication protein. Of the twelve
ORFs annoted, five were suggestive of the substance. Based on data obtained
throughout the development of the study, it is suggested that the hypothetical protein
3 is responsible for the antibacterial action observed against A. baumannii MDR

strains.

Keywords: Acinetobacter baumannii. Antimicrobial peptides. Antimicrobial

resistance. Sequencing. Cloning.
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1 INTRODUGAO

1.1 Espécie Acinetobacter baumannii

1.1.1  TAXONOMIA E CARACTERISTICAS GERAIS

O género Acinetobacter esta, atualmente, inserido no dominio Bacteria, filo
Proteobacteria, classe Gammaproteobacteria, ordem Pseudomonadales, familia
Moraxellaceae (EUZEBY, 2019a; ROSSAU et al., 1991). Os representantes do
género sao cocobacilos Gram negativos, nao fastidiosos, imoveis, catalase positivos
e oxidase negativos. S&o aerdbios e incapazes de fermentar carboidratos para
obtencao de energia (LEE et al., 2017). Utilizam diversos compostos organicos como
fonte de carbono. O teste de oxidase permite a identificacdo presuntiva do género
Acinetobacter, contribuindo para a diferenciagdo entre o grupo e outros

microrganismos nao fermentadores (JOSHI; LITAKE, 2013).

Nos ultimos anos, a taxonomia do género Acinetobacter foi amplamente modificada,
sofrendo sucessivas alteracbes. Atualmente, o género abriga 63 espécies, com
contetido C+G de 38 a 47% (EUZEBY, 2019b; JUNI, 2015).

Morfologicamente, apresentam-se como bastonetes curtos e espessos, com
diametro de 0,9 a 1,6 um e comprimento de 1,5 a 2,5 ym em fase exponencial de
crescimento, tornando-se cocobacilares durante a fase estacionaria (JUNI, 2015).
Multiplicam-se em meios comumente empregados na rotina laboratorial, como
Tryptic Soy Agar (TSA) e Agar Sangue, possuindo requerimentos nutricionais
simples (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008) e toleram diferentes valores de pH
(LEE; KIM; RHEE, 2010). A temperatura 6tima de cultivo é de cerca de 30-35 °C,
mas podem se multiplicar em uma ampla faixa de temperatura, de 20 a 44 °C
(VEGAS; NIEVES, 2005). Macroscopicamente, formam colbnias lisas, branco-
acinzentadas ou amarelo-palidas, mucoides, com didmetro de 1,5 a 3,0 mm apods 24
h de incubacdo a 37 °C. Algumas espécies, como A. haemolyticus, sao hemoliticas
(BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996).

As espécies que compdem o0 género sao ubiquas, estando amplamente distribuidas

em ambientes naturais, como solo e agua, sendo frequentemente encontradas
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colonizando a pele de seres humanos (PELEG; SEIFERT. PATERSON, 2008).
Algumas espécies s&do reconhecidas como importantes organismos patogénicos
nosocomiais e estdo associadas a resisténcia a diversas drogas antimicrobianas
(HARDING; HENNON; FELDMAN, 2017). Sao encontradas contaminando a
superficie de objetos inanimados e colonizando a pele de individuos saudaveis
(CHAPARTEGUI-GONZALEZ et al., 2018), ja tendo sido isoladas do trato
respiratorio e de feridas de pacientes hospitalizados sem sintomatologia (CDC,
2019a).

Dentre as espécies pertencentes ao género, destaca-se A. baumannii, que vem
sendo frequentemente recuperada de espécimes clinicos, envolvida na colonizagao
e infeccao de diversos pacientes admitidos em instituicdes de assisténcia a saude
(LEE et al., 2017). Cerca de 80 % de todas as infec¢des nosocomiais associadas a
Acinetobacter relacionam-se a A. baumannii. Entretanto, as demais espécies
pertencentes ao Complexo Acinetobacter calcoaceticus-baumannii  (Acb)
(geneticamente distintas, mas fenotipicamente semelhantes, sendo dificeis de serem
distinguidas umas das outras por testes fenotipicos convencionais), A. nosocomialis,
A. pittii, A. seifertii e A. dijkshoornia, mas nao A. calcoaceticus, vém sendo
recuperadas de amostras clinicas (VIJAKUMAR; BISWAS; VEERARAGHAVAN,
2019).

1.1.2 IMPORTANCIA CLIiNICA

Embora seu potencial patogénico tenha sido considerado baixo (ABBOTT et al.,
2013), atualmente, A. baumannii vem sendo reportado como uma das bactérias de
maior importancia associada as Infecgbes Relacionadas a Assisténcia a Saude
(IRAS) (WHO, 2017; CDC 2019b). Juntamente com cinco outros patégenos, compde
o grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter
spp.), constituido por bactérias marcadamente resistentes a varias classes de
antimicrobianos, associadas ao desenvolvimento de infecgdes de dificil tratamento,
adquiridas em centros de cuidado a saude em todo mundo (RICE, 2008; MULANI et
al., 2019).



21

Em 2013, o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) publicou um relatério
categorizando o0s principais patdgenos resistentes a antimicrobianos que
ameacavam a saude humana nos Estados Unidos (EUA). Acinetobacter spp.
multidroga resistente (MDR) foi classificado como uma “ameaga grave”, tendo sido
proposto monitoramento continuo e atividades de prevencao (CDC, 2013). Um novo
relatorio foi divulgado em 2019 e Acinetobacter spp resistente aos carbapenémicos

ascendeu de categoria, liderando o grupo de “ameaca urgente” (CDC, 2019b).

Baseado no relatério do CDC de 2013, a World Heath Organization (WHO) publicou
o documento Global Priority List of Antibiotic-Resistant Bacteria to Guide Research,
Discovery, and Development of New Antibiotics, cujo escopo foi identificar as
bactérias resistentes a antimicrobianos mais importantes no nivel global para as
quais ha necessidade urgente de desenvolvimento de novas formas de tratamento.
A. baumannii resistente aos carbapenémicos lidera o grupo de patdégenos com

prioridade critica para sintese de novos antimicrobianos (WHO, 2017).

Em grande parte do mundo, o numero de infec¢des causadas por A. baumannii em
unidades de assisténcia a saude € inferior se comparado com outros patdégenos,
porém, 45% das amostras recuperadas sdo MDR. Na América Latina e no Oriente
Médio, por exemplo, essa taxa chega a 70% (HARDING; HENNON; FELDMAN,
2017). Nos EUA, em 2017, A. baumannii resistente aos carbapenémicos foi
responsavel por 8.500 infeccbes em pacientes hospitalizados, com
aproximadamente 700 6bitos notificados (CDC, 2019b).

Diversos estudos demonstram que A. baumannii € a espécie do género mais
comumente envolvida em bacteremias, infecgcdes do trato urinario associadas a
cateteres e meningites secundarias. Entretanto, sua maior predominancia € como
agente de pneumonia, particularmente associada a ventilagdo mecanica, em
pacientes internados em Unidades de Terapia Intensiva (UTIs) (GARCIA-PATINO;
GARCIA-CONTRERAS; LICONA-LIMON, 2017).

Os fatores de risco envolvidos na aquisicdo de infecgdo por A. baumannii em
ambientes hospitalares séo internagao por longos periodos, doengas de base com
comprometimento do sistema imunologico, procedimentos invasivos e exposig¢ao a

antimicrobianos de amplo espectro. Estudos tém demonstrado que pacientes
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hospitalizados infectados por A. baumannii apresentam em torno de 30% de chance
de irem a 6bito (TIWARI; ROY; TIWARI, 2015).

Um estudo realizado por Martins e colaboradores (2014) avaliou a diversidade
genética de 64 amostras de A. baumannii oriundas de hemoculturas de diferentes
hospitais do Brasil. Os autores sugeriram que grupos clonais especificos estao
circulando dentro dos hospitais estudados, demonstrando que a prevaléncia e os
tipos de clones MDR podem variar entre hospitais, ressaltando a importéncia das

medidas de controle adequadas.

Apresenta metabolismo altamente versatil, podendo sobreviver em ambientes com
condigdes fisicas adversas, como ambientes secos, com variagées de temperatura e
substratos, fatores que favorecem a transmissdo e dispersdo do microrganismo,
principalmente, em ambiente hospitalar (CHAPARTEGUI-GONZALEZ et al., 2018).

Diversos fatores de patogenicidade associados a bactéria vém sendo identificados
por analises genotipicas e fenotipicas. Dentre eles, merecem destaque as porinas de
membrana externa, as fosfolipases, as proteases, os lipopolissacarideos (LPS), os
polissacarides capsulares, as vesiculas de membrana externa e os sistemas de

secrecao de proteinas e de aquisicao de metais (LEE et al., 2017).

A capacidade de colonizacado de superficies vivas e inanimadas € o fator primordial
para formacao de biofilmes estaveis, sendo uma das estratégias de patogenicidade
deste microrganismo. Estudos demonstram a existéncia de correlagdo entre a
formacao de biofilme e a resisténcia a multiplos farmacos antimicrobianos (AMIN et
al., 2019).

Amostras de A. baumannii, em grande parte dos estudos, foram identificadas por
PCR do gene cromossdmico intrinseco, o blaoxa-s1, que codifica uma oxacilinase,
enzima que confere resisténcia aos carbapenémicos (TURTON et al., 2006).
Entretanto, esse gene foi encontrado em outras espécies pertencente ao Complexo
Acb, limitando seu uso independente como marcador espécie-especifico. Um estudo
desenvolvido por VIJAKUMAR; BISWAS; VEERARAGHAVAN (2019) avaliou as
metodologias disponiveis atualmente para identificagcdo e distingdo das espécies
pertencentes ao género, principalmente que compdem o complexo, sendo PCR de
blaoxa-51 associada ao sequenciamento de rpoB foi a mais acurada. Dentre os

sistemas automatizados, a identificacdo e diferenciagcdo por espectrometria de
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massas (MALDI-TOF) é precisa, desde que vinculada a um banco de dados amplo e

diversificado.

Uma caracteristica importante de A. baumannii é sua aptiddao para causar surtos,
provavelmente, relacionada a outra habilidade da bactéria, a de aquisicdo de
resisténcia a antimicrobianos, somada a resisténcia ambiental, principalmente a
dessecacado. A associagao entre resisténcia intrinseca e adquirida a diversos
farmacos antimicrobianos e capacidade de tolerar fatores ambientais adversos
favorece as infeccbes e a dispersdao de clones resistentes por todo o mundo
(ABBOTT et al., 2013).

Acredita-se que a aquisicdo de marcadores de resisténcia por A. baumannii seja
remota. Entretanto, nos Uultimos anos, esta habilidade vem se dispersando
rapidamente (FOURNIER; RICHET, 2006), devido a capacidade do organismo de
responder aos desafios impostos pelos agentes antimicrobianos (LEE et al., 2017).
Dentre os principais mecanismos de resisténcia, destacam-se a expressao de [3-
lactamases (especialmente as carbapenemases), redugdo do influxo de
antimicrobianos, modificagdo do sitio alvo e expressdo de bombas de efluxo (LEAN
et al., 2016). Geralmente, os genes responsaveis pela propriedade surgem por
mutagcdo ou recombinacgdo, localizando-se, neste caso, em elementos genéticos
moveis (EGM), como plasmidios, transpdsons e integrons (FOURNIER; RICHET,
2006).

As opcdes terapéuticas contra A. baumannii reduziram-se drasticamente nos ultimos
anos, em decorréncia dos diversos mecanismos de resisténcia intrinsecos e
adquiridos expressos pelo microrganismo (GUZEL et al., 2014). Atualmente, os
carbapenémicos sao os antimicrobianos mais comumente usados na rotina médica,
porém, com aumento desordenado de amostras resistentes a esta classe de
farmacos, outras opcdes terapéuticas vém sendo empregadas. Destacam-se o uso
das polimixinas B e E (colistina), minociclina e tigecilina, além das terapias
combinadas (uso de dois antimicrobianos ou um antimicrobiano associado a um
inibidor de B-lactamase) (LEE et al., 2017).

Apesar de ser relatada como a ultima opgao terapéutica para o tratamento de
isolados MDR de A. baumannii, mecanismos de resisténcia a polimixina vém sendo

descritos. As primeiras evidéncias de resisténcia estavam relacionadas a mutacdes
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cromossOmicas, no entanto, em 2015, Liu e colaboradores descreveram o primeiro
marcador de resisténcia de natureza plasmidial, mcr-1, carreado por espécies da
familia Enterobacteriaceae, recuperadas de porcos na China. Atualmente, mais de
56 sequéncias variantes ja foram depositadas para o mcr, sendo mcr-1

predominante entre os isolados (Ma et al., 2019).

Além da problematica relativa a resisténcia, as polimixinas sdo de uso restrito ao
ambiente hospitalar, devido aos seus efeitos nefro e neurotoxicos. Quando
utilizadas, os protocolos de tratamento preconizam, habitualmente, a administracéo

destes antibiéticos em combinagao com outros (ABBOTT et al., 2013).

Deve-se destacar que a suscetibilidade de A. baumannii a antimicrobianos varia
muito entre regides geograficas, centros médicos e, até mesmo, entre alas
hospitalares. Esta diversidade pode ocasionar o uso de diferentes antimicrobianos,
assim como, condi¢des epidemiologicas distintas, bem como medidas e politicas de
controle aos antimicrobianos diversas (CISNEROS; RODRIGUEZ-BANO, 2002).

1.1.3 PLASMIDIOS DE A. baumannii E RESISTENCIA ANTIMICROBIANA: CARACTERIZACAO

ESTRUTURAL E FUNCIONAL

A dispersao de resisténcia antimicrobiana por bactérias Gram negativas tem sido
reconhecida como uma ameaga global. O mecanismo mais prevalente de
disseminagao é a transferéncia horizontal de genes de resisténcia localizados em
EGM entre espécies. Plasmidios sdo moléculas de DNA extracromossémico,
capazes de se replicar de maneira auténoma, sendo transferidos de forma vertical e
horizontal entre os procariotos (SMALLA; JECHALKE; TOP, 2015). Como um EGM,
os plasmidios conferem resisténcia a grande parte das classes de antimicrobianos
disponiveis, por aquisicdo e mobilizagdo de genes de resisténcia, sequéncias de
insergao (IS) e transpésons (CARATTOLI, 2013).

Os plasmidios carreiam genes acessorios, ndo essenciais para sobrevivéncia
bacteriana, relacionados a processos metabdlicos e outras funcbes adicionais,
diferentemente daqueles presentes no DNA cromossémico. Porém, podem albergar
um ou mais genes essenciais, associados, por exemplo, a funcédo replicativa.

Apresentam arquitetura mais flexivel que o DNA cromossémico, tanto pelo conteudo,
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devido a abundancia de elementos transponiveis, como pela organizagao génica
(FONDI et al., 2010).

Uma das caracteristicas marcantes de A. baumannii € a capacidade de albergar um
repertorio ilimitado de EGM (open pan genome), como integrons, transpdsons e
plasmidios, constituidos por alguns genes cujas fungdes ainda ndao sao conhecidas,
de impacto clinico consideravel. Essa abundancia génica contribui para a evolugao
do patdégeno, a adaptacédo a diferentes ambientes e o sucesso no estabelecimento
das infecgdes, particularmente devido a aquisicdo de determinantes de resisténcia a
multiplos farmacos antimicrobianos e a capacidade de conjugacédo (LEAN; YEO,
2017).

Quanto ao tamanho, plasmidios carreados por A. baumannii podem apresentar de 2
a mais de 100 kb. Os plasmidios grandes (> 50 kb) sdo mais frequentemente
estudados, devido, principalmente, a presenca de multiplos genes associados a
resisténcia a antimicrobianos, capacidade de conjugagao e mecanismos sofisticados
de controle do numero de cépias (HAMIDIAN; AMBROSE; HALL, 2016).

Ja os pequenos plasmidios de A. baumannii apresentam tamanho em torno de 2 a
10 kb, sdo pouco estudados se comparados com os grandes plasmidios, pois
albergam um numero limitado de genes de resisténcia, quando presentes, e
codificam inimeras proteinas hipotéticas, de fungdo desconhecida. Entretanto, sao
facilmente conjugados e mobilizam importantes genes relacionados a resisténcia
antimicrobiana e patogenicidade (LEAN; YEO, 2017).

Dois ou mais plasmidios diferentes, quando presentes na mesma célula, tém o
controle da replicacao realizado de acordo com seu grupo de incompatibilidade (Inc)
(THOMAS et al., 2017). Plasmidios do mesmo grupo utilizam a mesma maquinaria
de replicagcéo, competindo entre si, sendo incapazes de ser replicados juntos na
mesma célula (ROSANO; CECCARELLI, 2014). A. baumannii alberga um grupo
proprio de plasmidios e, a classificagdo proposta abriga 19 grupos homodlogos (GR1
a GR19), com base na similaridade da sequéncia de nucleotideos do gene que
codifica a proteina de replicagéo (Rep). Os grupos GR2, 4, 6, 8, 12, 14 e 16 sdo os
mais comumente encontrados em sequéncias de A. baumannii depositadas, sendo o
GRG6 o mais prevalente entre as amostras MDR (LEUNGTONGKAM et al., 2018).
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Os plasmidios possuem sistema préprio de manutengcdo, como o sistema toxina-
antitoxina (TA), relacionado a distribuicdo de DNA plasmidial nas células filhas apos
a divisdo celular (YANG; WALSH, 2017). Abrigam genes de resisténcia,
patogenicidade e/ou fatores de adesdo, que conferem vantagem para o
microrganismo, além de genes de mobilidade, relacionados a conjugacao.
Atualmente, sabe-se que os plasmidios carreados por A. baumannii exercem papel
fundamental na disseminacdo de genes que codificam carbapenemases,
principalmente, VIM, IMP, NDM (metalo [-lactamases), KPC (serina
carbapenemase) e OXAs (oxacilinases) (CARATTOLI, 2013).

Inumeras sequéncias completas de plasmidios de A. baumannii sdo depositadas
frequentemente no GenBank. Entretanto, poucos estudos desvendam a
funcionalidade das proteinas hipotéticas anotadas (HAMIDIAN; AMBROSE; HALL,
2016).

A escassez de dados relacionados a anotacédo funcional de genes carreados por
plasmidios de A. baumannii dificulta o isolamento de possiveis substéncias com
potencial de aplicagdo biotecnoldgica (LEAN; YEO, 2017), como possiveis peptidios
antimicrobianos. Dentre os plasmidios que albergam genes que codificam
substancias antimicrobianas promissoras ja descritos para outras espécies
bacterianas, citam-se os plasmidios colicinogénicos (pCol), amplamente estudados,
responsaveis por carrear clusters génicos relacionados com a expressao de
colicinas (bacteriocinas isoladas previamente de amostras de E. coli). Os pCol séo
divididos em duas classes, quais sejam: tipo |, representada por pequenos
plasmidios, de 6 a 10 kb, que codificam, principalmente, as colicinas do grupo A,
amplamente aplicados na area da biotecnologia; e tipo I, que inclui plasmidios
grandes, com apenas uma copia por célula, tamanho de cerca de 40 kb e que,
usualmente, codificam colicinas do grupo B, podendo expressar até duas colicinas
diferentes (CASCALES et al., 2007).

A habilidade para aquisicdo de resisténcia a varias classes de antimicrobianos,
associada a escassez de antimicrobianos disponiveis para o tratamento de clones
MDR e o aumento do numero de o6bitos relacionados a A. baumannii (LEE et al.,
2017), tém estimulado a busca por novos compostos alternativos aos farmacos
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antimicrobianos classicos, como peptidios antimicrobianos (AMPs), que atuem

contra alvos especificos (GUZEL et al., 2014).

1.2 PEPTIDIOS ANTIMICROBIANOS (AMPS)

1.2.1 CARACTERISTICAS GERAIS

A introducdo do primeiro antibidtico na pratica clinica, em 1940, revolucionou a
medicina, permitindo o tratamento e a cura de pacientes acometidos por diversas
doencas infecciosas. Entretanto, o surgimento da resisténcia antimicrobiana vem
restringindo o uso dos antibiéticos convencionais e, em paralelo, estimulando a a
busca por novas substancias antimicrobianas, principalmente de ocorréncia natural
(LING et al., 2015).

Inumeros trabalhos tém sido realizados com o objetivo de isolar e purificar
substancias antimicrobianas de diferentes fontes, tais como, plantas (TIWARI; ROY;
TIWARI, 2015), animais (anfibios) (GOTTLER; RAMAMOORTHY, 2009), organismos
marinhos (algas, esponjas) (LAPORT et al., 2012; MACHADO et al., 2010),
microrganismos e outros, que atuem contra um amplo grupo de patdgenos
(bactérias, fungos e virus). Produtos naturais isolados de microrganismos tém sido
uma das principais fontes de antimicrobianos empregados na pratica clinica (HOVER
et al., 2018). Dentre os compostos, destacam-se os peptidios antimicrobianos
(AMPs) (BAINDARA et al., 2013).

Os AMPs sao ubiquos na natureza, sendo produzidos por uma gama ampla de
organismos, incluindo anfibios, insetos e microrganismos (GOH; PHILLIP, 2015).
Sao representados por moléculas constituidas por sequéncias curtas de
aminoacidos, na maioria das vezes, com grupos funcionais carregados
positivamente, sendo, muitas vezes, identificados como peptidios catibnicos
(BAMDAD et al., 2015).

A classificagdo dos AMPs baseia-se em suas estruturas tridimensionais, definidas,
na maioria das vezes, por ressonancia nuclear magnética (RNM) ou cristalografia. A
analise estrutural permite conhecer melhor a fungdo e o modo de acdo destes
compostos (REDDY; YEDERY; ARANHA, 2004).
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Geralmente, apresentam-se ativos contra um amplo espectro de patégenos, em
baixas concentragbes, atuando principalmente sobre a bicamada lipidica da
membrana plasmatica das células bacterianas. Alvos intracelulares também s&o
descritos, alcangados por penetracdo ou translocagdo através da membrana.
Todavia, apresentam toxicidade consideravel para células hospedeiras e, salvo as

excegdes, sao suscetiveis a agao de proteases (GRECO et al., 2019).

Atualmente, as atencbes tém sido voltadas para a descoberta de novos AMPs,
visando, principalmente, o controle de patdégenos multirresistentes a antimicrobianos,
podendo vir a ser empregados como ferramentas terapéuticas ou modelos para a
sintese de novos farmacos (BAINDARA et al., 2013; GOH; PHILLIP, 2015). Diversos
AMPs isolados de bactérias vem sendo descritos, dentre os quais merecem
destaque os lipopeptidios, como as polimixinas B e E, as diversas classes de
bacteriocinas, representadas pela nisina A e as microcinas (J25, C7 e B17), dentre
outros (AGEITOS et al., 2017).

1.2.2 BACTERIOCINAS

Em termos conceituais, bacteriocinas sdo definidas como um grupo diversificado de
peptidios ou proteinas com atividade antimicrobiana, sintetizados em nivel
ribossomal. Quanto ao espectro de acao, as bacteriocinas normalmente apresentam
atividade antibacteriana restrita, limitada a bactérias taxonomicamente relacionadas
a amostra produtora (COTTER; HILL; ROSS, 2005; BENMECHERNENE et al.,
2013). Porém, algumas bacteriocinas apresentam espectro de atividade mais amplo,
sendo capazes de agir contra linhagens filogeneticamente distantes (COTTER,;
ROSS; HILL, 2013).

As bacteriocinas sintetizadas por bactérias Gram negativas sdo amplamente
estudadas. Destacam-se, dentre elas, as colicinas e as piocinas, sintetizadas por
Escherichia coli e Pseudomonas spp., respectivamente. Diferem daquelas
produzidas por bactérias Gram positivas em dois parametros principais: geralmente,
sao liberadas apods lise da célula produtora e sdo, na grande maioria das vezes,
dependentes de mecanismos de regulagdo do tipo SOS. Sao, habitualmente,
codificadas por genes plasmidiais, mas, podem possuir determinagao

cromossOmica, juntamente com os genes que codificam as proteinas de imunidade e
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de lise, sendo estes, organizados em clusters (RILEY; WERTZ, 2002). Apresentam,
ainda, espectro de acgao restrito, com algumas excegdes, como aquelas sintetizadas
por Pseudomonas, que atuam sobre diferentes géneros bacterianos (NAKAMURA et
al., 1981). Podem ser divididas em trés classes, sendo a classe | representada pelas
colicinas, a classe IlI, pelas microcinas e a classe Ill, pelas bacteriocinas
semelhantes a cauda de fagos, sendo a ultima pouco explorada (CHAVAN; RILEY,
2007).

As colicinas foram as primeiras bacteriocinas descritas, servindo como modelo para
bacteriocinas sintetizadas por outras bactérias. Apresentam tamanho em torno de 10
a 92 kDa e sao codificadas pelos pCol. Até 0 momento, ja foram relatados 25 tipos
diferentes de colicinas, todas isoladas de E. coli e amplamente caracterizadas. Em
2019, foi descrita a colicina Z, codificada pelo pColZ, previamente isolado de uma
amostra de E. coli envolvida em um processo infeccioso. A colicina Z apresenta
espectro de acao restrito, sendo ativa contra amostras de E. coli enteroinvasivas e
de Shigella (MICENKOVA et al., 2019).

Ja as microcinas apresentam tamanho inferior a 10 kDa, podem ser codificadas por
plasmidios ou pelo cromossomo, sao resistentes a proteases, valores extremos de
pH e temperatura. Diferentemente de outras bacteriocinas de bactérias Gram
negativas, a producao das microcinas nao é regulada pelo sistema SOS. Até agora,
15 microcinas ja foram descritas, entretanto, apenas oito foram elucidadas quanto a
estrutura. Em relacéo aos principais mecanismos de ac¢ao, atuam formando poros na
membrana da célula bacteriana e inibindo a DNA girase e a aspartil-tRNA sintetase
(BAQUERO et al., 2019).

Em termos biotecnolégicos, na industria alimenticia, as bacteriocinas podem ser
empregadas como conservantes naturais de alimentos, preservando os nutrientes,
bem como as caracteristicas organolépticas, agindo de forma a impedir ou combater
a multiplicacdo de microrganismos patogénicos que ameagam a saude e
comprometem a qualidade dos alimentos. O emprego das bacteriocinas contribui,
ainda, para a redugao do uso de conservantes quimicos que causam danos a saude
(GALVEZ et al., 2007). A primeira bacteriocina purificada e empregada como
conservante alimentar foi descrita em 1933, na Nova Zelandia. Nomeada nisina, foi

isolada a partir de Lactococcus lactis subsp. lactis. Atualmente, a nisina é autorizada
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como aditivo alimentar em 50 paises, sendo empregada em uma variedade de
alimentos. Além da nisina, diversas outras bacteriocinas, principalmente extraidas de
bactérias do acido lactico (BAL), ja foram caracterizadas e/ou purificadas (COTTER,
2012).

Acredita-se ainda que as bacteriocinas possam ser empregadas em substituicado aos
farmacos antimicrobianos classicos, de amplo espectro. Seu uso apresenta uma
vantagem importante, qual seja possuir espectro limitado de acéo, ou seja, agem
contra microrganismos especificos, reduzindo a probabilidade de selecédo de
resisténcia microbiana (RILEY; WERTZ, 2002).

Ainda que a relevancia pratica das substancias naturais seja reconhecida, o numero
de compostos antimicrobianos comercializados ainda é limitado. A principal razéo
para o fato € o longo periodo entre a descoberta do composto e a introdugdo no
mercado, que demora de 10 a 17 anos. Esse tempo esta diretamente relacionado as
dificuldades para produgao, estudos pré-clinicos e clinicos, e claro, a aprovagao dos
orgados competentes. Apesar disso, com o avango da resisténcia antimicrobiana,
abordagens envolvendo screening de novos compostos, assim como o
reaproveitamento de farmacos ja empregados na clinica, porém com outras fungoes,
vém sendo estimuladas (FARHA; BROWN, 2019).

1.2.3 DIFICULDADES E DESAFIOS INERENTES AOS PROCESSOS DE OBTENCAO E

PURIFICACAO DE AMPs

1.2.3.1  Aspectos gerais

A escassez de novos compostos antimicrobianos no mercado nao &,
necessariamente, ocasionada pela falta de estudos na area, pelo contrario, o
screening de novos AMPs tem se tornado cada vez mais comum, tanto pelas
possibilidades de aplicacao pratica dos mesmos, como pelos custos relativamente
acessiveis dos métodos de busca (BAMDAD et al., 2015).

Dentre as dificuldades encontradas durante a busca por novos compostos,
destacam-se as etapas iniciais do processo. Para isolamento e purificagcédo de uma

substancia, necessita-se de, no minimo, conhecimento basico sobre a molécula e o
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desenvolvimento de um protocolo eficiente, rapido e com custo-beneficio favoravel,
requisitos esses, dificeis de serem alcangados em conjunto e essenciais para a
aplicacdo industrial (PINGITORE et al., 2007).

Os métodos de extracdo apresentam-se como um processo inicial de purificacéo,
sendo que, algumas metodologias, como precipitagcdo com solugdo acida ou com
concentragdes crescentes de sulfato de amdnio e extragdo com solventes organicos,
entre outras, possibilitam extrair substancias especificas, com base em
caracteristicas fisico-quimicas, a partir de uma mistura de compostos (BURIANEK;
YOUSEF, 2000). As moléculas exibem caracteristicas unicas, sendo dificil empregar
protocolos especificos para substancias de natureza heterogénea (PINGITORE et
al., 2007; RODRIGUEZ et al., 2010).

Atualmente, as dificuldades do processo de purificacao pos-extracao tém estimulado
o desenvolvimento de novas metodologias para isolamento e identificacdo destes
compostos. Merecem destaque, as plataformas de sequenciamento de nova geragao
(NGS) associadas as ferramentas de bioinformatica, para busca e identificagdo, no
genoma bacteriano, de sequéncias génicas relacionadas a expressao de
substancias antimicrobianas (HOVER et al., 2018), como as bacteriocinas (JONG et
al., 2006), metodologias de isolamento de compostos a partir de amostras nao
cultivaveis (LING et al., 2015) e técnica de genética molecular, para clonagem e
expressao (JARI et al., 2015) ou alteragdo no design das moléculas (GRECO et al.,
2019).

1.2.3.2 Novas abordagens: Sequenciamento de Nova Geragcdao (NGS) e

clonagem

Desde o sequenciamento do genoma humano, em meados de 2003, o surgimento
de novas tecnologias de sequenciamento de DNA vem aumentando rapidamente. As
plataformas de NGS inovaram as tecnologias de sequenciamento ja propostas, por
permitirem o sequenciamento em paralelo de multiplos fragmentos de DNA, em um
curto periodo, com custo reduzido, alto rendimento de dados e precisdo na obtencao
das sequéncias (LEVY; MYERS, 2016).
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Diversas plataformas de NGS estdo disponiveis no mercado, distinguindo-se,
basicamente, pela metodologia proposta. A primeira plataforma de nova geragao
comercializada foi o Sequenciador 454 (Roche), em 2005 e, a partir de entdo, foram
surgindo novos sequenciadores, mais rapidos, que permitem o sequenciamento de
sequéncias maiores e a geracao de uma grande quantidade de dados. Séao
classificados como de segunda ou terceira geragdao. Dentre aqueles de segunda
geragao, merecem destaque o MiSeq e HiSeq, fabricados pela lllumina, amplamente

empregados em pesquisas cientificas (SLATKO et al., 2018).

Os sequenciadores MiSeq e HiSeq tém, como metodologia basica, o
sequenciamento por sintese, ou seja, a reagao de sequenciamento é realizada por
reacado de polimerizagdo em cadeia, empregando dNTPs marcados com diferentes
fluoréforos. Os nucleotidios sdo detectados a medida que sao incorporados na nova
fita de DNA (GRADA; WEINBRECHT, 2013). O surgimento dessas plataformas foi
acompanhado pela criagdo de inumeras ferramentas de bioinformatica, associadas,

principalmente, a montagem das sequéncias geradas (CHEN et al., 2017).

Logo, o desenvolvimento das tecnologias de NGS tem contribuido para o
conhecimento mais aprofundado dos microrganismos, permitindo a identificacao
taxondmica mais acurada e a caracterizacdo mais detalhada do genoma bacteriano
(CAO et al., 2017). As reads obtidas por NGS sao, muitas vezes, utilizadas para
predicdo de genes ou clusters génicos relacionados a biossintese de substancias
bioativas, por comparagdo com sequéncias bem caracterizadas depositadas em
bancos de dados (HOVER et al., 2018).

Diversas metodologias vém sendo criadas para descoberta e/ou isolamento de
novos antimicrobianos, principalmente oriundos de amostras ambientais. Hover e
colaboradores (2018) descobriram um novo antimicrobiano, a malacidina, por técnica
independente de cultivo, empregando plataformas de NGS, ferramentas de
bioinformatica e clonagem. A analise de similaridade das sequéncias obtidas por
NGS foi realizada em busca de clusters génicos associados a biossintese de
antimicrobianos dependentes de calcio, em amostras de DNA ambiental total,

isoladas do solo.

Como mencionado, novas ferramentas de bioinformatica vém sendo criadas para

analise in silico de sequéncias obtidas em plataformas NGS. O “BActeriocin
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GEnome mining tool” (BAGEL), por exemplo, € um algoritmo empregado para
buscar regides conservadas dos genes que codificam bacteriocinas em sequéncias
completas de genomas bacterianos, seja depositada em bancos de dados ou
sequenciada especialmente para a analise (JONG et al., 2006). Essas analises
computacionais fornecem dados importantes sobre possiveis microrganismos
produtores de substancias antimicrobianas, sendo uma alternativa atraente para
substituicdo de ensaios tradicionais, que sao extremamente laboriosos (BEGLEY et
al., 2009).

Além das ferramentas de busca e isolamento independentes de cultivo, plataformas
de prospecc¢ao de novos antimicrobianos a partir de microrganismos nao cultivaveis,
principalmente, oriundos de amostras ambientais, vém sendo desenvolvidas. Ling e
colaboradores (2015), por exemplo, descreveram o isolamento de uma nova classe
de antimicrobiano, a teixobactina, produzida por uma bactéria nao cultivavel, isolada
de amostras do solo, empregando a plataforma iChip. Essa tecnologia permite o
isolamento de microrganismos e compostos antimicrobianos empregando as

mesmas condigdes de cultivo e expressdo dos ambientes naturais de origem.

Grande parte das plataformas mais recentes propostas para prospeccédo de novos
antimicrobianos emprega técnicas de clonagem para expressao, purificacdo e/ou
producao em larga escala desses compostos para validacdo da sua funcdo e
aplicabilidade. As técnicas de clonagem permitem o isolamento e a propagacéo de
genes de interesse em vetores plasmidiais comerciais e transformagao em sistemas
hospedeiros. Essa metodologia tem trazido grandes avangos para a area de
biotecnologia, principalmente, no que diz respeito a praticidade de obtengdo e ao
alto rendimento do produto purificado, favorecendo a caracterizacdo bioquimica e o
uso posterior em processos industriais (SHINTANI; SANCHEZ; KIMBARA, 2015).

Para realizacdo das técnicas de clonagem e expressao génica duas etapas sao
cruciais, selecao do vetor plasmidial e do sistema hospedeiro mais adequado para
expressado da proteina. Os vetores rotineiramente utilizados apresentam multiplas
combinagdes, o que os tornam bons instrumentos para clonagem, como, diferentes
origens de replicacdo, promotores, marcadores de selecdo, sitios multiplos de
clonagem e varias estratégias para purificacdo da proteina, sendo, aqueles da



34

familia pET, os mais comumente empregados para expressao de proteinas em
procariotos (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Varios sistemas hospedeiros sdo empregados para produgdo de proteinas
recombinantes, incluindo bactérias, fungos e células. A escolha € baseada nas
caracteristicas da proteina de interesse. Por exemplo, proteinas que necessitam de
modificagdes pobs-traducionais, como, glicosilagdo, para serem funcionais,
necessitam de sistemas eucariotos, ja que sistemas de expressdo de procariotos
nao sao capazes de fazer tais modificagdes. E. coli € o organismo procarioto modelo
para sintese de proteinas, pois multiplica-se em meios de cultura e condigbes de
incubacao basicas, em um curto periodo, sendo facilmente transformado com DNA
exégeno (ROSANO; CECCARELLI, 2014).

Diversas linhagens de E. coli modificadas geneticamente vém sendo utilizadas para
expressao de proteinas recombinantes. Entre elas, E. coli BL21 (DE3) vem sendo
amplamente empregada. A amostra apresenta deficiéncia de duas proteases, OmpT
e a Lon, o que aumenta a estabilidade das proteinas expressas. Além disso, alberga
o gene que codifica a RNA polimerase T7, controlado pelo promotor LacUV5 (regido
DE3), o que permite a superexpressdo de proteinas recombinantes, previamente
clonadas em vetores contendo o protomor T7, geralmente da familia pET. A partir da
BL21 (DE3) diversas outras linhagens foram originadas, merecendo destaque a
Rosetta (DE3), eficiente na expressao de proteinas constituidas por coédons raros,
comumente de origem eucaridtica e a (DE3) pLysS, que codifica a lisozima T7,
indicada para expressao de proteinas téxicas. A lisozima inibe, de maneira
especifica a RNA polimerase T7 impedindo a expressao basal das proteinas toxicas
(KOPANIC et al., 2013).

A etapa de purificagao de proteinas € um dos processos mais dificeis e laboriosos. O
desenvolvimento das ‘“tags de afinidade”, descritas como sequéncias curtas de
aminoacidos com afinidade por componentes quimicos ou biolégicos especificos,
como a cauda de polihistidina, presente em vetores do tipo pET, tém permitido a
obtencao de grande quantidade de proteinas recombinantes, em um curto periodo e
de forma simples. Sitios de clivagem das tags estao presentes na sequéncia final da
proteina, favorecendo a remocao e a obtencdo de proteinas com a sequéncia

primaria preservada ou muito semelhante a proteina nativa, embora a obtencao de
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proteinas na forma funcional seja um processo complexo, que demanda um longo
tempo (ROCCO et al., 2008).

A descoberta de uma unica proteina bioativa pode dar origem a varias outras. Com a
aplicacéo de técnicas adequadas, € possivel a modificagdo quimica ou genética de
substancias recentemente descobertas, dando origem a novas proteinas,
biologicamente ativas, as vezes, mais estaveis e com espectro estendido de
atividade (ENNAHAR et al., 2000).
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2 JUSTIFICATIVA

Os altos indices de resisténcia bacteriana a farmacos antimicrobianos vém se
tornando um problema de saude publica grave e emergente, de proporgdes
mundiais. A auséncia de terapias eficazes para o combate e controle de bactérias
MDR e das doencas infecciosas associadas tem elevado as taxas de morbidade e

mortalidade em todo o mundo.

Dentre as bactérias resistentes mais frequentemente reportadas, A. baumannii,
membro do grupo ESKAPE, tem sido cada vez mais destacada, sendo considerada
um dos patdégenos nosocomiais de maior relevancia clinica, comumente associado a
etiopatogenia de doencgas infecciosas graves que acometem seres humanos.
Expressa, com frequéncia, resisténcia a diversas classes de antimicrobianos,

comprometendo, de maneira importante, a possibilidade de sucesso terapéutico.

A Organizagdo Mundial da Saude incluiu A. baumannii resistente aos
carbapenémicos na lista de patégenos que representam grande ameacga a saude
humana, com prioridade critica para o desenvolvimento de novos antimicrobianos.
Esse panorama de resisténcia a multiplos farmacos associados as altas taxas de
morbidade e mortalidade relacionadas a infec¢ao pela bactéria reforca ainda mais a
necessidade de estudos que visem a descoberta de novos agentes antimicrobianos,
principalmente, que atuem contra clones multirresistentes.

Assim, considerando a relevancia do tema, a escassez de substancias
antibacterianas produzidas por A. baumannii e ativas contra amostras clinicas MDR
da bactéria e a experiéncia prévia do grupo na area de “Substancias antagonistas
sintetizadas por bactérias”, resolveu-se dar continuidade ao estudo iniciado durante
o0 meu mestrado, intitulado “Atividade antagonista de Acinetobacter baumannii contra
amostras de Acinetobacter resistentes a drogas antimicrobianas”. A identificagao da
substancia antimicrobiana tem como intuito uma possivel aplicagéo biotecnoldgica
futura, envolvendo, principalmente, o tratamento de pacientes com doencas
infecciosas associadas ao microrganismo e o controle da disseminagao de amostras
da bactéria resistentes a farmacos antimicrobianos classicos, o que, considerando
sua prevaléncia, tem grande impacto clinico. Além disso, contribui para a

compreensao dos mecanismos de patogenicidade do microrganismo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar uma substancia antimicrobiana sintetizada por A. baumannii ativa contra

amostras clinicas multidroga resistentes da bactéria.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Confirmar a localizagdo cromossdmica ou plasmidial do gene que codifica a

substancia antimicrobiana.
o Sequenciar, montar e analisar a sequéncia do DNA do plasmidio selvagem.

o Identificar o gene que codifica a substancia antimicrobiana por técnicas de

clonagem e expressao génica.
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4 MATERIAL E METODOS

Este projeto deu continuidade a um estudo prévio que avaliou a expressdo de
substancia antimicrobiana por A. baumanni, intitulado “Atividade antimicrobiana de
A. baumannii contra amostras multirresistentes da bactéria”. Os resultados
promissores alcangados estimularam-nos a dar prosseguimento a investigagao,
visando a identificacdo da substancia antimicrobiana, o que permitira compreender
melhor seu potencial de aplicagéo pratica (APENDICE A) (GUIMARAES, 2016).

As dificuldades inerentes ao processo de purificagdo da substancia antimicrobiana
associadas a descoberta de um plasmidio selvagem carreado pela amostra
produtora, A. baumannii 397, modificaram os objetivos iniciais da proposta doutoral.
Desse modo, esse projeto descreve a localizagdo do gene que codifica a substancia
antimicrobiana (plasmidial ou cromossOmica), o sequenciamento do plasmidio
selvagem e a clonagem e expressao das janelas abertas de leitura (ORFs) que

possivelmente corresponde a substancia antimicrobiana.

4.1 Amostras Bacterianas

A. baumannii 397 foi a unica, dentre o grupo de amostras testadas, a expressar
atividade antimicrobiana. A amostra A. baumannii 294 foi a mais suscetivel (halo de
inibicdo maior e mais limpido) a acéo da amostra produtora (APENDICE B), projeto
desenvolvido durante o mestrado (GUIMARAES, 2016).

A identificacdo das amostras foi confirmada, por métodos bioquimico-fisiolégico e de
genética molecular, empregando-se o cartdo! de identificagdo de bactérias Gram
negativas (GN) do sistema automatizado VITEK 2%2 e reagdo de polimerizagdo em
cadeia (PCR) (GUIMARAES, 2016) (APENDICE C). A identificacdo das amostras
397 e 294 ainda foi confirmada em espectréometro de massas MALDI-TOF/TOF3.

Além das amostras de Acinetobacter, foram empregadas, ainda, trés linhagens de E.
coli (BL21 star, DH5a e BL21 DE3), pertencentes a bacterioteca do Laboratorio de
Microbiologia Oral e Anaerdbios (Departamento de Microbiologia, ICB, UFMG).

' BioMérieux, Marcy-IEtoile, Franca
2 BioMérieux
3 Bruker Daltonics
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Todas as amostras vém sendo mantidas em freezer -80 °C, em Brucella Broth*

acrescido de glicerol® a concentragdo de 10%.

411 AVALIACAO DO PERFIL DE SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS

As dezenove amostras de A. baumannii foram avaliadas quanto ao perfil de
suscetibilidade a agentes antimicrobianos® (ceftazidima, cefepime, imipenem,
meropenem, tetraciclina, ampicilina-sulbactam, piperacilina-tazobactam,
levofloxacina, ciprofloxacina, gentamicina, amicacina e tobramicina) pelo método de
disco-difusdo. Os antimicrobianos, a metodologia e os critérios para interpretacéo
dos resultados foram definidos de acordo com o Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI, 2019) (APENDICE D). Os perfis de suscetibilidade de algumas
amostras foram comparados empregando o One-Way ANOVA, teste Kruskal-Wallis,
usando o GraphPad Prism 5.01 (item 5.2.2, FIG.11).

4.2 Localizagao do Gene

4.2.1 EXTRACAO DE DNA PLASMIDIAL (MINIPREP CASEIRA)

A amostra de A. baumannii 397 foi submetida a extracdo de DNA plasmidial por lise
alcalina, conforme descrito por BIRNBOIM; DOLY (1979), com adaptagdes, em
duplicata. A amostra foi cultivada em Luria-Bertani - LB (1% de Bacto Triptona’,
0,5% de extrato de levedura® e 1% de cloreto de sodio - NaCl®), sob agitagéo
constante (120 rpm), em aerobiose, a 37 °C, por 24 h. A cultura foi centrifugada a
15000 x g, por 10 min e o pellet lavado com agua destilada. As células foram
homogeneizadas em tampao de ressuspensio pH 8,0 (1 mg/uL de RNase'?, 50 mM
de glicose', 25 mM de Tris'>-HCI'® e 10 mM de EDTA'), incubadas por 5 min a

4 Difco, Sparks, MD, EUA

5 Sciavicco, Belo Horizonte, MG, Brasil

6 Cecon, S&o Paulo, SP, Brasil

7 Difco

8 Difco

9 Vetec Quimica Fina, Rio de Janeiro, RJ, Brasil
0 Promega, Madison, EUA

1 Vetec Quimica Fina

12 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA

3 Quimex, Sao Paulo, SP, Brasil
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temperatura ambiente e lisadas pela adicdo de um tampao de lise alcalina (1M de
NaOH", 10% SDS'6). Em seguida, adicionou-se um tampao de neutralizagado (5M
acetato de potassio'?, acido acético glacial'®) e homogeneizou-se por inversdo até a
formacédo de um precipitado esbranquigcado. O sobrenadante contendo o plasmidio
foi transferido para outro microtubo e precipitado com isopropanol’® gelado (1:1), a -
20 °C, por 20 min. O material foi centrifugado a 17530 x g, por 10 min, a 4 °C. Em
seguida, adicionou-se etanol?® 70% gelado e centrifugou-se novamente, por 30 s. O
pellet contendo o plasmidio foi armazenado em estufa, a 37 °C, por 10 min, para

evaporacao do etanol residual, e ressuspenso em agua livre de DNase e RNase.

O DNA plasmidial foi quantificado em espectrofotdmetro NanoDrop 10002' e a
integridade do plasmidio foi avaliada por eletroforese em gel de agarose?? a 1% em
tampao TBE (0,89 M de Tris base??, 0,89 M de acido bdrico?*, 0,02 M de EDTA), pH
8,0. A corrida foi realizada a 86 V, por, aproximadamente, 1 h. As bandas foram
coradas com GelRed?® (1uL de GelRed, 100 mL de TBE 1X) e visualizadas em Gel
Doc Ez System?°.

4.2.2 TRANSFORMAGCAO BACTERIANA

Células quimiocompetentes de E. coli BL21 foram preparadas inoculando 50 yL da
amostra bacteriana congelada em 5 mL de LB. A cultura foi incubada a 37 °C, sob
agitacdo constante (120 rpm), por 24 h. Todo o volume do pré-inoculo (5 mL) foi
vertido em 150 mL de LB e o material foi incubado a 37 °C, sob agitacdo (120 rpm),
por aproximadamente 3 h, até atingir uma densidade Optica entre 0,3 e 0,5, em
absorbancia de 600 nm. A seguir, a cultura foi submetida a banho de gelo, por 30

min e, em seguida, aliquotas foram centrifugadas a 1250 x g, por 8 min, a 4 °C. O

4 Promega

5 Quimica Moderna, Barueri, SP, Brasil

6 Promega

7 Labsynth, Diadema, SP

18 |sofar, Duque de Caxias, RJ

19 Ecibra, Santo Amaro, SP

20 Ecibra

21 Thermo Scientific, Massachussets, EUA
22 Kasvi, Sao José dos Pinhais, PR

23 Sigma-Aldrich

24 Dinamica Quimica Contemporanea, Diadema, SP
25 Thermo Scientific

26 Bjo-Rad, Santo Amaro, SP
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sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em 0,1 M de MgCl2?” (cloreto de
magnésio) gelado. O material foi novamente centrifugado, nas mesmas condi¢des
descritas acima, e os pellets ressuspensos em 0,1 M de CaCl2?® (cloreto de calcio)
gelado. As amostras foram incubadas em banho de gelo por 20 min, centrifugadas e
os pellets ressuspensos em CaCl2 com glicerol (64:10 v/v) gelado. As amostras

foram aliquotadas e armazenadas em freezer a -80 °C (LIM et al., 2015).

Para transformacdo, empregou-se protocolo proposto por LIM et al. (2015), com
modificagdes. Um total de 200 ng do DNA plasmidial isolado da amostra de A.
baumannii 397 foi adicionado a uma aliquota de 200 pL de células
quimiocompetentes e o material foi incubado em banho de gelo, por 30 min. A
amostra foi submetida a choque térmico (banho maria a 42 °C, por 1 min e 30 seg e,
em seguida, banho de gelo por 2 min). Posteriormente, acrescentou-se 600 pL de
SOC (5 g de extrato de levedura, 20 g de Bacto triptona, 0,584 g de NaCl, 0,186 g
de KCI?°, 2,4 g de MgS04%°, 1 L de agua, 20 mL de solugdo de glicose filtrada a
20%) e o conteudo foi incubado a 37 °C, por 1 h e 30 min, sob agitagdo constante
(120 rpm). As células transformadas foram inoculadas em agar LB3' contendo
diferentes antimicrobianos (canamicina3?, cloranfenicol®® e ampicilina®*), para

selecao dos clones que receberam o plasmidio.

Apos cultivo, os clones foram inoculados em LB contendo o antimicrobiano de
interesse, nas condigbes descritas acima, acrescido de glicerol e as culturas foram
criopreservadas a -80 °C. O DNA plasmidial dos clones transformados foram
extraidos por miniprep caseira e sua presenca foi confirmada por eletroforese em gel

de agarose a 1%, conforme descrito no item 4.2.1.
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4.2.3 AVALIACAO DA EXPRESSAO HETEROLOGA

Os clones transformados foram submetidos as técnicas de sobrecamada e
precipitagdo acida, para verificacdo da presenga do gene que codifica a substancia
antimicrobiana estava presente no plasmidio selvagem, conforme explicado nos

itens a segquir.

4.2.3.1 Pesquisa de atividade antimicrobiana — Técnica de sobrecamada

Para realizagao da técnica de sobrecamada (BOOTH; JOHNSON; WILKINS, 1977),
as amostras bacterianas foram previamente cultivadas em Tryptic Soy Broth® (TSB)
(incubadas em aerobiose, a 37 °C, por 24 h) e gotejadas em diferentes meios de
cultura [Brain Heart Infusion Agar®®, suplementado com 0,5% de extrato de levedura
(BHIA-S), Tryptic Soy Agar®” (TSA) e agar LB com e sem extrato de levedural],
acrescidos ou nao de 50 ug /mL de canamicina, 100 pg /mL de ampicilina ou 30 ug
/mL de cloranfenicol. O material foi incubado em aerobiose, a 25 °C e 37 °C, por 24
h. A seguir, as culturas foram expostas a vapor de cloroformio®, por 30 min, e, em
seguida, as placas foram entreabertas, por 30 min, para evaporagao do cloroférmio
residual. A amostra reveladora (A. baumannii 294) foi cultivada nas mesmas
condi¢cbes descritas previamente para os transformantes. Uma aliquota da amostra
reveladora foi inoculada em agar semissélido (0,75% de agar®®) e, entdo, o volume
foi vertido sobre os meios soélidos contendo os transformantes mortos pela acédo do
cloroférmio (FARIAS et al., 1992). O material foi incubado a 37 °C, por 20 h. Apds
incubacao, avaliou-se a presenca ou auséncia de halo de inibicdo da amostra

reveladora.

Como controle negativo de atividade, a linhagem de E. coli BL21 nao transformada
foi cultivada nas condi¢cbes descritas acima, para verificar se a mesma nao produzia
algum composto capaz de inibir a amostra reveladora (A. baumannii 294). Como

controle positivo de atividade, empregou-se a amostra produtora, A baumannii 397.

35 Difco
36 Difco
37 Difco
38 VVetec Quimica Fina
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4.2.3.2 Extragao Proteica — Técnica de Precipitagao acida

Os clones transformados foram, ainda, submetidos a precipitacdo acida com HCI 2N,
conforme descrito por COOPER et al. (1981) e NAKANO; MARAHIEL; ZUBER
(1988), com modificagbes. Trés colbénias de cada amostra foram inoculadas em
diferentes frascos contendo LB e TSB e incubadas em aerobiose, sob agitacédo
constante (120 rpm), a 37 °C, por 24 h. Uma suspensao de 10% (v/v) do pré-inoculo
foi inoculada nos mesmos meios, e incubado nas mesmas condigcdes descritas

acima, com excecao da temperatura, que foi alterada para 25 °C.

Apos incubagéao, as culturas foram centrifugadas a 7.826 x g, por 15 min, a 4 °C. O
sobrenadante (referente a cada clone) contendo ou ndo a substéncia antimicrobiana
foi coletado e submetido a precipitacdo com HCI 5 N, pH 2,0. Apds incubacgao
overnight, a 4 °C, o sobrenadante foi centrifugado a 7.826 x g, por 30 min, a 4 °C. Os
precipitados foram solubilizados em agua destilada esterilizada e o pH ajustado para
7,0 com NaOH 2 N. Os extratos foram aliquotados, liofilizados e armazenados a -80
°C.

A atividade antimicrobiana dos extratos brutos foi mensurada pela técnica de spread
plate, conforme descrito por SILVA et al. (2014). A amostra de A. baumannnii 294 foi
previamente ajustada para 0,5 da escala de McFarland e semeada em Mueller
Hinton Agar*® (MHA) (CLSI, 2019). A seguir, o meio de cultura foi perfurado
(didametro de aproximadamente 5 mm) com auxilio de um canudo esterilizado e
aliquotas do extrato bruto diluido em agua destilada esterilizada foram aplicadas nos
pocos (titulagdo). A placa foi incubada overnight, a 4 °C, para difusdo da substancia
antimicrobiana, sendo, em seguida, incubada em condicdo adequada para a

multiplicacdo da amostra reveladora, conforme descrito acima (item 4.2.3.1).

Apos incubacgao, foi realizada a leitura, avaliando-se a presenca de halo limpido de
inibicao da amostra reveladora. Este teste foi realizado para todos os extratos.

40 Acumedia, Michigan, EUA
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424 PURIFICACAO PARCIAL DA SUBSTANCIA ANTIMICROBIANA

Com base nos resultados de atividade antimicrobiana, foi selecionado um clone

transformado, a ser empregado nas etapas subsequentes do estudo.

Os extratos brutos (TSB e LB caldo) oriundos da amostra selecionada, sabidamente
ativos, foram submetidos a etapas de cromatografia de fase reversa para purificagao
da substancia. Apos cada etapa de purificacdo, as fragdes foram submetidas a teste

de atividade antimicrobiana, como descrito no item 4.2.3.2.

4.2.4.1  Cromatografia em Colunas de Fase Reversa

Os extratos brutos ativos foram submetidos a High-performance liquid
chromatography (HPLC) em coluna LC-8 Supelcosil (4,6 mm x 25 cm, 5 um)*'. A
coluna foi equilibrada com solugdo A (acido trifluoroacético - TFA*? 0,1% v/v em
agua Milli-Q®) e eluida com solugdo B (acetonitrila*® - ACM 80% v/v acrescida de
TFA 0,1%). As fragbes eluidas foram monitoradas, empregando-se comprimento de
onda de 220 e 280 nm. As fragdes foram coletadas, concentradas por liofilizagao,
solubilizadas em 40 uL de agua destilada esterilizada e testadas quanto a expressao
de atividade antimicrobiana. Os pools das fragcbes ativas foram submetidos a
“recromatografia” em coluna de fase reversa C-18 Sephasil™ Peptide** (4,6 mm x 25
cm, 5 ym) sob as mesmas condi¢cées descritas anteriormente. As fragdes obtidas
foram avaliadas quanto a atividade antimicrobiana (item 4.2.3.2) e analisadas por

espectrometria de massas.
4.2.5 ESPECTROMETRIA DE MASSAS
As fragGes ativas oriundas da “recromatografia” de fase reversa (coluna Sephasil™

Peptide) foram avaliadas por espectrometria de massas. As fragbes foram

liofilizadas, ressuspensas em solu¢cao de TFA 0,1 % e dissolvidas em matriz DHB
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(acido 2,5-di-hidroxibenzoico)*®, na proporgao de 1:1 (v/v). Um volume de 1 uL/spot
foi transferido para uma placa de dados MALDI (MTP AnchorChips 400 x 384)% e
mantida em temperatura ambiente. A massa molecular foi determinada empregando-
se AutoflexTM® Il MALDI-TOF/TOF4” operado em modo linear positivo. A calibragédo
linear foi obtida utilizando-se o padrdao de calibragdo proteico (Peptide Calibration
Standard mono, Protein | Calibration Standard e Protein Calibration Standard I1)*® e o
software de coleta de dados Flex Control 2.4.30.0*°. Para analise dos dados,

empregou-se o programa Flex Analysis®.

4.3 Sequenciamento do DNA plasmidial

4.3.1 EXTRACAO DE DNA

A amostra selecionada para as etapas subsequentes do estudo foi cultivada em LB
acrescido de 30 ug /mL cloranfenicol e incubado a 37 °C, sob agitagdo constante
(120 rpm), por 24 h. O DNA plasmidial foi extraido e purificado empregando o
Geneaid™ Midi Plasmid kit (Endotoxin Free)®', de acordo com as recomendagdes do

fabricante.

O DNA plasmidial foi quantificado usando espectrofotémetro NanoDrop 1000 e a
qualidade do material foi avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%, em
tampao TBE, pH 8,0. A corrida foi realizada a 86 V por, aproximadamente, 1 h. As
bandas foram coradas por GelRed e visualizadas em Gel Doc Ez System. O DNA

plasmidial foi encaminhado para sequenciamento.
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4.3.2 CONSTRUCAO DAS BIBLIOTECAS E SEQUENCIAMENTO

Para montagem das bibliotecas, o DNA plasmidial foi quantificado com Qubit 2.0
fluorometer®? usando o Qubit® dsDNA HS assay kit>3. Para sequenciamento, foram
construidas bibliotecas paired-end com Nextera XT DNA Library Preparation Kit®.
Os fragmentos foram sequenciados no sequenciador /llumina MiSeq®® com o
cartucho V3 600 ciclos®®.

4.3.3 MONTAGEM E ANOTACAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL

A qualidade das reads geradas foi analisada utilizando-se o software FASTQC
(http://www.bioinformatics.bobraham.ac.uk/projects/fastqc). As reads que
apresentaram valor de qualidade inferior a phred 30 foram eliminadas do conjunto de
dados (script fastq_quality filter do pacote FASTx Toolkit). A montagem de novo foi

realizada utilizando o algoritmo SPAdes 3.10.1.

A busca por regides codificadoras de proteinas foi realizada empregando-se o
Programa Artemis®’. A busca por similaridade do plasmidio foi realizada utilizando o
algoritmo BLAST (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e o banco de dados
secundario de familias de proteinas, pfam 31.0 (http://pfam.xfam.org/). A busca por
genes de resisténcia a antimicrobianos foi realizada empregando o ResFinder 3.0
(www.genomicepidemiology.org) (ZANKARI et al., 2012). O desenho esquematico do
plasmidio foi realizado no SnapGene® Viewer 2.8.1

(http://www.snapgene.com/products/feature _comparison/).

4.3.4 ANALISE DA MONTAGEM

A montagem do DNA plasmidial foi analisada por PCR de algumas ORFs anotadas

(MINDLIN et al., 2016). Além disso, foi realizada a digestdo do plasmidio selvagem
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com duas enzimas de restricdo®® que apresentam sitio Unico de clivagem na
sequéncia, Xhol e Spel, avaliada na NEBcutter V2.0 da New England BioLabs
(http://nc2.neb.com/NEBcutter2/), conforme recomendagbes do fabricante. A

digestéo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 1%.

4.3.4.1 Construgao dos oligonucleotideos e amplificagao dos genes por PCR

A partir da sequéncia das ORFs foram desenhados (Oligo Explorer 1.4) e
sintetizados pares de iniciadores (www.idtdna.com®®) que flanqueavam as
extremidades 3’ e 5’ de oito das doze ORFs anotadas. Os primers forward e reverse
apresentam sitios de restricdo para as enzimas Ndel e Xhol, respectivamente, nas

extremidades 5’, para facilitar a subclonagem em vetor de expressdo (QUADRO 1).

58 Promega
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QUADRO 1 - Sequéncias dos primers e condigées da PCR para analise da montagem do plasmidio selvagem e clonagem

Gene Sequéncia dos primers (5' - 3') Amplicon (pb) CondicOes da reacdo

sell CATATGGCTTTAGGAGTTTGCCT 543

CTCGAGCTAATTTTCAGACTTATCCCACC
hp1 CATATGGACGCAAGTAAAGCCTTT 534
CTCGAGCTAACCATAAGGAAGGAAAAAACG

CATATGTTAGGGATGGTTTCCC

hp2 CTCGAGTTATAAATTAAAAAGCTTTCGGTCAC 306 Desnaturacdo inicial: 94 °C, 5 min

hp3 CATATGGAAGATCCAACACTTAATGAG 432 30 ciclos: 94 °C por 25 s (desnaturagdo)
CTCGAGTTACATACCAACTTTAACCACATTG °C* por 40 s (anelamento)

Sep CATATGAAATTAGCAGAAGCTCTCTT 462 72 °C por 50 s (extensdo)
CTCGAGTTAGGCTTCAATCAAATCAATTTTCC 72 °C por 6 min (extensdo final)

brnT CATATGTTTTTTATGGAACAGTATTTTGAATG 297

CTCGAGCTAACCATGCTCATATTTGTTTCG

brnA CATATGATGGTTAGATACTCACACAAAGA 309

CTCGAGTTATTGATGATTTTTTAATTCTTTTAGCAT

CirA** CATATGATGCTAAATAAAAGTAAACTATTTTTAGC 2412

CTCGAGCTAGAAATTAAGATTTAAGCCTAAACT
*, gradiente de temperatura de anelamento utilizado para amplificagdo dos genes: 50 °C; 50,3 °C; 50,9 °C; 51,8 °C; 53,1 °C; 54,4 °C; 55,6 °C; 56,9 °C; 58,2 °C;
59,1 °C; 59,7 °C; 60 °C; azul, sitio de restricdo para a enzima Ndel; vermelho, sitio de restricdo para a enzima Xhol; sel1, gene que codifica a proteina de
repeticdo da familia SEL1; hp1, 2 e 3, genes que codificam as proteinas hipotéticas 1, 2 e 3; sep, gene que codifica a septicolisina; brnT, gene que codifica a
toxina brnT; brnA, gene que codifica a antitoxina brnA, cirA, gene que codifica um receptor de membrana dependente de TonB; **extensédo final de 3 min. O
sistema BrnT-BrnA foi amplificado com primer F (BrnT) e o R (BrnA).

OBS: A segunda trinca do sitio de restricado da enzima Ndel (ATG) foi deletada, sendo utilizado o ATG do préprio gene. Apés ligagdo no vetor de expresséo, o
sitio sera reconstituido, ndo ocorrera comprometimento do cédon de iniciagao, reduzindo uma metionina na constituigao final de cada proteina.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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O par de primers empregado para amplificagdo da integrase (int1), int1 forward 5'-
ACGAGCGCAAGGTTTCGGTGAA - 3 e reverse 5- AGGTCTGGTCATACATG - 3,

e as condigdes de reacdo foram aquelas descritas por SU et al. (2006).

A extracdo do DNA plasmidial da amostra selecionada foi realizada conforme
descrito no item 4.3.1. O DNA foi quantificado empregando-se espectrofotdmetro
NanoDrop 1000.

A PCR foi realizada para amplificacdo de alguns dos genes previamente anotados
no plasmidio selvagem. O procedimento foi realizado empregando-se nove pares de

iniciadores, conforme descrito anteriormente.

O volume final da reacéao foi de 20 pL e a composicao do mix era 20 ng/uL de DNA
plasmidial, 1,5 mM de MgCl2%°, 0,8 mM de dNTPs®', 0,4 mM de cada primer®?, 2U de
Taq DNA polimerase®, tampao e agua Milli-Q® esterilizada. As sequéncias dos
primers forward e reverse, as condicbes de amplificagdo e o tamanho dos
fragmentos amplificados encontram-se no Quadro 1. Como controle positivo foi

usado o plasmidio selvagem.

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%, em
tampao TBE. A corrida foi realizada a 100 V, por aproximadamente 1 h e 30 min. As

bandas foram coradas com GelRed e visualizadas em Gel Doc Ez System.

Para cada reacao de amplificacdo foi empregado um gradiente de temperatura de
anelamento, como apresentado no Quadro 1. A temperatura que permitiu uma
amplificagdo mais eficiente (bandas de interesse evidentes e auséncia de bandas

inespecificas) foi empregada nas etapas subsequentes do projeto.
4.4 Clonagem e Expressao Génica
As etapas de clonagem e expressao génica foram realizadas para todos os genes

que pudessem codificar ou estar relacionados a expressdo da substancia com

atividade antimicrobiana.
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441 AMPLIFICACAO DOS GENES DE INTERESSE

A PCR foi realizada empregando-se os pares de iniciadores e as condigbes de

amplificacdo descritos anteriormente (item 4.3.4.1 e QUADRO 1).

442 CLONAGEM DOS PRoODUTOS DE PCR EM SISTEMA TOPO E TRANSFORMACAO

O sistema TOPO® TA Cloning®* é um kit de subclonagem composto por um
plasmidio linear que apresenta residuos de desoxitimidina (T) nas extremidades 3’ e
uma Topoisomerase | (Vaccinia virus) ligada covalentemente ao DNA de fita dupla.
Este sistema permite a ligagdo direta de produtos de PCR adenilados (a Taq
polimerase insere uma desoxiadenosina, “A”, no final da extremidade 3’ do produto
de PCR, independente de um molde) (SHUMAN, 1994). A inser¢cao do produto de
PCR promove a circularizagao do sistema TOPO e, consequentemente, a formagao
de um vetor recombinante. A reacao de ligacao foi realizada segundo instru¢des do

fabricante.

O vetor recombinante foi inserido em células quimiocompetentes de E. coli DH5a por
choque térmico, conforme descrito no item 4.2.2. A selecdo dos clones
transformantes foi realizada em meio agar LB acrescido de 50 mg/mL de canamicina
ou 100 mg/mL ampicilina e 40 mg/mL de 5-bromo-4chloro-3-indolyl-beta-D-
galactopiranosideo® (X-Gal). Apos 24 h de incubagdo, a 37 °C, avaliou-se a

presenca de colbnias brancas, possiveis transformantes.

4.4.2.1 Andlise dos transformantes - Triagem por PCR de colbnia

Para verificar se o inserto foi clonado, os possiveis clones positivos (colénias
brancas) foram submetidos a PCR de colbdnia, conforme descrito pelo fabricante do
sistema TOPO® TA Cloning, com modificagdes. O par de primers usado, M13
forward 5° - GTAAAACGACGGCCAG - 3’ e reverse 5 - CAGGAAACAGCTATGAC -
3’, flanqueiam as extremidades 3’ - 5’ do sitio multiplo de clonagem do vetor TOPO e
permite a amplificacdo dos genes clonados associados a duas regides do vetor, que

64 Invitrogen
65 |_udwig Biotecnologia
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antecede (112 pb) e sucede (90 pb) o sitio multiplo de clonagem, sendo observadas

bandas com tamanho equivalente ao INSERTO + 202 pb.

Para isso, foram selecionadas no maximo 5 colénias positivas e estas foram
submetidas individualmente a PCR (item 4.3.4.1). As condigbes de amplificacdo
foram desnaturagao inicial a 94 °C por 10 min (lise celular e inativagao de
proteases), seguida por 30 ciclos a 94 °C por 25 s (desnaturagao), 55 °C por 40 s
(anelamento) e 72 °C por 50 s (extensao) (tempo variou de acordo com o tamanho
de cada gene) e extenséo final a 72 °C por 6 min, conforme descrito pelo fabricante,

com adaptagdes.

A banda compativel com a regidao amplificada foi verificada por eletroforese em gel
de agarose a 1%. Como controle positivo foi empregado a amostra de DNA

fornecida pelo fabricante (952 pb) e, como controle negativo, agua.

4.4.2.2 Extracado dos vetores recombinantes

Os transformantes contendo o inserto foram cultivados, individualmente, em 5 mL de
caldo LB contendo 50 pg/mL canamicina ou 100 pg/mL ampicilina, sob agitacao
constante (180 rpm), por 24 h, a 37°C. Uma aliquota de 900 uL da cultura foi

acrescida de 100 uL de glicerol esterilizado e armazenado a -80 °C.

Outra aliquota da cultura foi submetida a miniprep caseira, para extracdo do vetor
recombinante, conforme descrito no item 4.2.1. Os vetores foram ainda submetidos

a PCR empregando o par de iniciadores especifico para cada gene (item 4.3.4.1).

Nessa etapa, a regiao M13 néao foi sequenciada. Geralmente, o sequenciamento tem
duas finalidades basicas, confirmar a integridade da sequéncia e verificar se o
inserto foi inserido no sentido correto no vetor. Quando os sitios de restricao do vetor
sao utilizados para clivagem do inserto e subclonagem no sistema de expressao, o
sentido correto € essencial. No nosso estudo, os sitios para as enzimas de restricao

estao presentes nos primers.
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4.4.2.3 Digestao enzimatica e purificagao dos vetores recombinantes

Como descrito previamente, as sequéncias dos iniciadores eram constituidas por
sitios de enzimas de restricdo, compativeis com aqueles presentes no vetor de
expressao (item 4.4.3), entdo, para obtencdo de extremidades coesivas, o vetor
TOPO recombinante foi submetido a digestdo dupla, empregando as enzimas de
restricdo Ndel e Xhol. A reacédo de digestdo foi realizada utilizando 1 uL Xhol (10
U/uL), 0,5 uL Ndel (10 U/uL), 3 pL do tampéo D 10X, 1 ug do vetor plasmidial e
quantidade de agua suficiente para volume final de 30 uL e incubada por 4 h a 37
°C, conforme recomendacbes do fabricante. A digestdo foi confirmada por
eletroforese em gel de agarose 1%. O fragmento de DNA digerido relacionado ao
inserto foi excisado do gel e purificado utilizando o PureLink™ Quick Gel Extraction
and PCR Purification Combo kit¢’, conforme sugerido pelo fabricante. A purificagcdo

da banda foi confirmada novamente por eletroforese em gel de agarose 1%.

4.4.3 CONSTRUCAO DOS VETORES DE EXPRESSAO - SISTEMA PET 28A-TEV

Para expressdo dos genes amplificados e purificados, foi empregado um vetor
plasmidial comercial modificado do sistema pET 28a (TEV)® (CARNEIRO et al.,
2006) especializado na clonagem e expressao de proteinas recombinantes e uma

linhagem competente de E. coli BL21 (DE3).

O sistema pET 28a (TEV) difere do vetor comercial pET 28a% pela presenga de um
sitio de clivagem para uma protease isolada do Tabacco etch virus (TEV) no lugar
do sitio de clivagem da trombina, localizada logo apds uma sequéncia de
nucleotidios que codifica seis residuos de histidinas (6 x His tag), na extremidade N-
terminal da proteina de interesse, o que facilita a purificagdo da proteina
recombinante, por cromatografia de afinidade em resina de niquel (COITINHO et al.,
2012).

O vetor pET 28a-TEV foi previamente digerido com as enzimas Xhol e Ndel,

conforme descrito para o vetor TOPO recombinante, e a digestdo confirmada por
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eletroforese em gel de agarose 1%. A banda correspondente ao vetor digerido foi
excisada do gel e purificada, empregando-se o PureLink™ Quick Gel Extraction and
PCR Purification Combo kit (item 4.4.2.3).

Os fragmentos de interesse purificados foram ligados no vetor pET 28a-TEV digerido
por reagdo de ligagcdo, empregando a enzima T4 DNA ligase’®, conforme
recomendado pelo fabricante: 2 yL do tampéo de ligacdo 10X, 1 yL da enzima T4
DNA ligase, aproximadamente 3 uL do inserto (300 ng), 1 yL do vetor (100 ng) e

quantidade de agua suficiente para volume final de 20 L.

4.4.4 TRANSFORMACAO EM E. coL/BL21(DE3)

O vetor pET 28a-TEV recombinante foi introduzido em wuma linhagem

quimiocompetente de E. coli BL21 (DE3), por choque térmico (item 4.2.2).

A reacao de transformacdo foi inoculada em agar LB acrescido de 50 ug/mL de
canamicina e 100 mM de isopropil-B-D-tiogalactosidase’’ (IPTG). Apds 24 h de

incubacao, a 37 °C foi avaliada a presenca de coldnias, possiveis transformantes.

A insercdo da sequéncia de interesse foi confirmada por PCR de col6nia dos
transformantes, empregando-se, um par de iniciadores’?, T7 Promoter forward, 5’ -
TAATACGACTCACTATAGGG - 3’ e reverse 5 - GCTAGTTATTGCTCAGCGG - 3,
que flanqueiam o sitio multiplo de clonagem do pET 28a-TEV e amplificam
fragmentos com tamanhos proximos aos dos genes clonados (INSERTO + 268 pb)
(COITINHO et al., 2012).

Foram selecionadas até 5 colénias e estas foram submetidas individualmente a PCR
de colbénia (item 4.3.5.1). As condigdes de amplificacdo foram iguais aquelas
descritas para o vetor TOPO (item 4.4.2.1).

Além disso, o vetor recombinante foi extraido e submetido novamente a PCR,
conforme descrito nos itens acima (4.3.5.1 e 4.4.2.1), porém empregando o par de

primer especifico de cada gene (Quadro 1).
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4.4.41 Sequenciamento dos insertos clonados

Foi realizado sequenciamento do sitio multiplo de clonagem dos vetores pET28aTEV
recombinantes, utilizando os iniciadores T7 promoter forward e T7 promoter reverse.
Os vetores foram extraidos por miniprep caseira (item 4.2.1) e a regiao foi
amplificada conforme descrito no item 4.4.4. Os produtos gerados foram purificados
com solugao de polietilenoglicol (PEG8000)7® 20% p/v e NaCl 2,5 M e sequenciados
por eletroforese capilar em sequenciador automatico ABI 3130 pela Myleus
Biotechnology (empresa destinada a fornecer servico de sequenciamento de DNA).
As sequéncias foram analisadas no programa SeqTrace 0.9.0 e os contigs formados
foram comparados com sequéncias montadas manualmente dos vetores
pET28aTEV recombinantes no algoritmo Blastn (alinhamento de duas sequéncias).
A fase de leitura da proteina foi verificada no programa ExPASy — Translate tool

(Expert Protein Analysis System) (http://web.expasy.org/translate/).

445 EXPRESSAO E PURIFICACAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

As etapas de expressao e purificagdo da proteina recombinante foram realizadas
conforme descrito por Coitinho e colaboradores (2012), com modificagbes. Para
expressao, os transformantes foram inoculados em 50 mL de LB caldo acrescido de
50 ug/mL de canamicina, incubados a 37 °C, sob agitagdo constante (180 rpm),
overnight. Posteriormente, o pré-inoculo foi transferido para outro frasco contendo
500 mL de caldo LB acrescido de 50 ug/mL de canamicina e a incubacao foi feita
nas mesmas condi¢des descritas acima, até que uma ODsoo entre 0,6 e 0,8 fosse
atingida. Em seguida, a expressao foi induzida por adicdo de IPTG na concentragéo

final de 1mM, por, aproximadamente, 4 h.

A cultura foi centrifugada (16.200 g, a 4 °C, por 25 min), o pellet foi ressuspenso em
tampao fosfato-salino - PBS (10 mM de NazHPO4"4, 18 mM KH2PO4"®, 27 mM KCl e
1,4 M de NaCl) e submetido a sonicagao’®, por 10 ciclos de 1 min, a 40 Hz, com

intervalos de 1 min, em banho de gelo.
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Para avaliar a solubilidade, o material sonicado foi centrifugado (16.200 g, a 4 °C,
por 25 min), o sobrenadante correspondeu a porgao soluvel e o pellet (ressuspenso
em PBS 1X), a porgéo insoluvel. O sobrenadante contendo a proteina de interesse
foi coletado, submetido a analise em gel de poliacrilamida e a purificagdo conforme
descrito nos itens 4.4.5.1 € 4.4.5.3.

As massas moleculares das proteinas recombinantes foram estimadas no programa
ProtParam tool presente no servidor proteémico ExPASy
(https://web.expasy.org/protparam/). Cada proteina apresentou 16 aminoacidos (aa)
(2000,15 Da) a mais em sua estrutura, relacionados a regidao do vetor que foi

traduzida (cauda de histidina e o sitio de clivagem da enzima TEV) (TAB. 6).

4451 Eletroforese em gel de poliacrilamida - SDS

Para avaliar a expressao e a solubilidade da proteina, uma aliquota da cultura nao
induzida (tempo zero), induzida por 4 h (apo6s adi¢gao de IPTG), a porgéo soluvel e a
porcao insoluvel foram submetidas a SDS-PAGE, a 12,5% e 15%, de acordo com o
tamanho da proteina (SHAGGER; VON JAGOW, 1987).

Os géis foram feitos em duplicata, as amostras foram acrescidas de tampao de
amostra (Tris-HCI 0,5 M, SDS 10X, glicerol, betamercaptoetanol’’, azul de
bromofenol”® e agua MilliQ), aquecidas a 95 °C, por 5 min. A corrida eletroforética foi
realizada a 100 V, 90 min, um dos géis foi corado por Coomassie Brilliant Blue R-
2507° e o outro submetido a técnica de western blotting (item 4.4.5.2). Foram
empregados quatro padrbes de massa molecular, um nao-corado, Unstained Protein
MW?®0 (14,4 a 116 kDa) e trés pré-corados, Prestained Protein MW Marker®! (6,5 a
266 kDa e 20 a 120 kDa) e Prestained Protein Kaleidoscope®? (10 a 250 kDa).

7 VVetec Quimica Fina
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4.4.5.2 Western blotting

Para realizacado da técnica de western blotting, as proteinas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose®?® (60 V, 400 mA, por 1h), empregando um sistema
de transferéncia semisseco (Semi Dry Blotter Horitz8). Em seguida, a membrana foi
bloqueada com solugdo de bloqueio [5% de leite em p6?® solubilizado em TBS 1x T
(PBS 1X + 0,05% de Tween 2086)], overnight, a 4°C. Apos bloqueio, a membrana foi
lavada 3X com TBS 1X T (5 min/ lavagem), e tratada com o anticorpo primario, Anti-
6-his Mouse 1gG1%" (diluido 1:5000 em TBS 1x T), por 2 h. A membrana foi
novamente lavada, conforme descrito anteriormente, e, entdo, submetida ao
tratamento com o anticorpo secundario, Anti-lgG de camundongo conjugado com
peroxidase®® (diluido 1:10.000 em TBS 1X T) por 2 h. Posteriormente, o anticorpo
conjugado foi descartado e a membrana lavada. A formagado do complexo antigeno-
anticorpo foi revelada por método colorimétrico (50 mM de Tris-HCI pH 7,6, 10 mg de
DAB- tetracloridrato de 3,3-diaminobenzidina® e 10 yL de H202a 30%). A reagéo
foi visualizada rapidamente e interrompida pela adicdo de agua (KOPANIC et al.,
2013; FAVACHO et al., 2006).

Apos confirmacao da expressao das proteinas, as proximas etapas foram realizadas
apenas com a proteina que exibiu atividade antimicrobiana e/ou que apresentou

evidéncias de ser a molécula ativa contra amostras MDR de A. baumannii.

4.4.5.3 Purificacdo das Proteinas Recombinantes

A purificagdo das proteinas foi realizada conforme descrito por Torres (2011), com
algumas alteragdes. O sobrenadante foi filtrado em membrana 0,45 pm?®’, diluido em
tampao de ligagdao (20 mM de fosfato de sddio, 500 mM de NaCl, 20 mM de
imidazol®?, pH 7,4, filtrado) e aplicado em uma coluna de afinidade HisTrap® HP de

83 Sigma-Aldrich

84 Bio-Rad

85 Bio-Rad
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89 Sigma-Aldrich

% Exodo Cientifica, Sumaré, Sdo Paulo, Brasil
91 Millipore
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1 mL (previamente equilibrada com tampéo de ligagéo), conectada ao sistema AKTA
Purifier UPC-10%. Posteriormente, foi realizado um gradiente linear (0-100%) com
tampao de ligagao e eluigdo (20 mM de fosfato de sddio, 500 mM de NaCl e 500 mM
de imidazol, pH 7,4, filtrado), vazdo de 1,0 mL/min, para eluigdo da proteina ligada a
coluna. O perfil cromatografico foi monitorado empregando-se comprimento de onda
de 280 nm.

As fragdes eluidas da coluna de afinidade contendo a proteina recombinante foram

dialisadas contra PBS 1X, em membrana 1000Da®% para remogé&o do imidazol.

As concentragdes das proteinas foram determinadas conforme metodologia descrita
por Bradford (1976). Como padréo, foi utilizada solugao de soroalbumina bovina (1
mg/mL) e, como corante, o Coomassie Brilliant Blue G-250%. O ensaio foi realizado
em microplaca de 96 pocos. A curva padrao foi construida utilizando 0,1, 0,5, 1,0,
1,5 e 2,0 ug da solucdo padrao. A concentragcado de proteinas foi determinada pela

leitura de absorbancia a 595 nm, realizada em leitor de Elisa (Multiskan Spectrum)?”.

Em seguida, as fracbes foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida
12,5% e 15% (SDS PAGE), de acordo com o tamanho da proteina (item 4.4.5.1) e

avaliadas quanto a atividade antimicrobiana (itens 4.2.3.1 € 4.5.1).

4.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada usando o GraphPad Prism, versdo 5.01. Valores de

p < 0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

A busca por substancias antimicrobianas vem crescendo de forma marcante nos
ultimos anos, tanto pela possibilidade de aplicagdo pratica (NASCIMENTO;
MORENO; KUAYE, 2008), como para o melhor entendimento da ecologia
microbiana, visto que é plausivel admitir a existéncia de relacdo entre a
predominéncia de determinadas amostras e expresséo destas substancias (O’'SHEA
et al., 2012). A emergéncia de microrganismos resistentes bem como de doencgas
associadas aos mesmos ressalta ainda mais a necessidade de estudos para
descoberta de novas substancias antimicrobianas, oriundas das mais diversas
fontes (AMRAOUI et al., 2014).

A capacidade de sintetizar substancias antimicrobianas parece ser uma propriedade
amplamente disseminada entre bactérias. Tanto membros da microbiota indigena
(DOBSON et al., 2012), como amostras exdgenas isoladas de processos infecciosos

(SOUSA et al., 2010) ou amostras ambientais, podem expressar esta capacidade.

A selegdo do(s) microrganismo(s) para o0 screening de substancia(s)
antimicrobiana(s) € a primeira etapa para desenvolvimento de um projeto dessa
natureza. Algumas vezes, essa escolha pode estar relacionada ao tipo de
“substancia” que se tem interesse em isolar e/ou ao tipo de microrganismo que se
quer inibir. Neste estudo, a busca por substancias antimicrobianas a partir de
amostras clinicas de A. baumannii foi baseada tanto no interesse em se encontrar
uma bacteriocina, sintetizada pela bactéria, como na importancia clinica de A.
baumannii, principalmente no que diz respeito a escassez de antimicrobianos
eficazes para terapia de pacientes com infeccbes associadas a amostras MDR da
bactéria. Como mencionado anteriormente, bacteriocinas s&o substancias que
normalmente atuam contra amostras filogeneticamente relacionadas a amostra
produtora (BENMECHERNENE et al., 2013), ou seja, o screening de novas
substancias a partir de amostras de A. baumannii poderia levar a descoberta de
alguma bacteriocina, que, provavelmente, inibiria amostras da mesma espécie ou

género da bactéria.

O género Acinetobacter foi isolado, pela primeira vez, de amostras do solo
(HENRIKSEN, 1973), mantendo-se viavel em temperatura ambiente, em torno de 25

°C. A competigcao por nutrientes e espaco, em habitats densamente habitados, como
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0 solo, estimulam os microrganismos a sintetizar diversos produtos naturais, com
potencial antimicrobiano (LING et al., 2015). Entretanto, com a migracéo de espécies
do género para o ambiente clinico, a bactéria passou a ser exposta a pressdes
seletivas diversas, entre elas, concentracdes elevadas de uma ampla variedade de
antimicrobianos e desinfetantes. Assim, €& plausivel supor que, neste “novo”
ambiente, a expressao de outras propriedades tenha passado a ser mais relevante
para o organismo. Mas, admite-se que a capacidade de produgdo de substancias
antimicrobianas tenha sido preservada e sua expressao possa ser detectada em
condicdes adequadas, semelhantes aquelas do ambiente de origem (GUIMARAES,
2016).

Poucos estudos abordam a busca por novas substancias antimicrobianas
produzidas por A. baumannnii. Ao estudarem microrganismos marinhos, Amraoui e
colaboradores (2014) isolaram uma amostra de A. baumannii e avaliaram seu
potencial farmacéutico, quanto a expressao de antagonismo. Os autores observaram
que a bactéria expressava atividade antagonista contra todas as amostras
reveladoras testadas, incluindo bactérias e fungos, relatando a possivel sintese de
substancia(s) antimicrobiana(s) pela bactéria. Entretanto, o isolamento e a

purificacao da(s) substancia(s) responsavel(is) pelo fenébmeno nao foram realizados.

Além deste estudo, a expressao de antagonismo pelo género Acinetobacter também
foi evidenciada por Andrews (1986). Segundo esta investigagédo, dentre as 176
amostras de Acinetobacter spp. identificadas e testadas, 116 de 154 amostras
anteriormente designadas como A. anitratus e 1 de 22 amostras de A. Iwoffi foram
capazes de produzir bacteriocinas. Em relacdo a sensibilidade as substancias
produzidas, 18 amostras de Acinetobacter foram inibidas pelas bacteriocinas
produzidas por 10 amostras de A. Iwoffi e oito amostras de A. anitratus. Além disso,
o estudo associou a producao de bacteriocinas com resisténcia a gentamicina; 96%

das amostras resistentes a gentamicina produziram bacteriocinas.

Conceigéao e colaboradores (2018) avaliaram dezesseis amostras do Complexo Acb
quanto a produgao de substancias com potencial antimicrobiano e, dentre todas, trés
apresentaram atividade antimicrobiana contra patdégenos alimentares de relevancia.
Uma dessas amostras foi, ainda, capaz de inibir quinze amostras de Acinetobacter,
sendo 12 MDR. Entretanto, as amostras produtoras e reveladoras pertencentes ao

género nao foram identificadas no nivel de espécie, assim como a(s) substancia(s)
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responsavel pelo fendbmeno. Diferentemente do que foi descrito por Guimaraes
(2016), a producao da(s) substancia(s) foi detectada em maior propor¢gédo quando a
amostra do Complexo Acb foi cultivada a 37 °C, em agar Casoy (meio simples).
Quanto ao espectro de acdo, observou-se atividade contra amostras
filogeneticamente distintas, como Bacillus cereus, Salmonela enterica Typhi,
Klebsiella pneumoniae e Proteus vulgaris. Similarmente ao nosso estudo, a espécie
produtora ndo foi inibida pela acdo da prépria substancia, sendo hipotetizado, por
Conceigéo et al. (2018), a presenga de um mecanismo de imunidade semelhante

aquele observado em bem bactérias produtoras de bacteriocinas.

Assim, a expressao de antagonismo ja foi descrita para o género Acinetobacter.
Porém, estudos que abordem a identificacdo e a caracterizacao das substancias
antimicrobianas nao estdo disponiveis na literatura, o que parece estar associado,
principalmente, as dificuldades relacionadas aos processos de obtencado e

purificacao.

No presente estudo, a produg¢ao de substancia antimicrobiana por A. baumannii 397
em concentragdes significativas (atividade antimicrobiana até 1:16) ocorreu apos
trés repiques semanais sucessivos da amostra produtora em TSA (GUIMARAES,
2016). O uso de uma amostra no terceiro repique armazenada ha sete semanas a
temperatura de 4 °C demonstrou um aumento significativo na atividade
antimicrobiana, passando de 1:16 (FIG. 1a) para 1:128 (FIG. 1b). Acredita-se que
essa alteracdo esteja relacionada ao estimulo a sintese da substancia como
resposta ao estresse imposto a amostra produtora pelo longo periodo de

armazenamento a temperatura de 4 °C.
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FIGURA 1 — Alteracao da atividade antimicrobiana de Acinetobacter baumannii 397
pelo longo periodo de armazenamento da cultura em baixa temperatura
(4°C)

A EB 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128

21 dias @ - S i. = ‘
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Atividade antimicrobiana de A. baumannii 397, método de spread plate, em Mueller Hinton Agar -
MHA, extrato bruto diluido (1:2 a 1:128) em agua MilliQ, incubado a 37 °C, por 20 h. A, atividade
antimicrobiana do extrato bruto obtido apés 21 dias de armazenamento a 4°C (atividade até 1:16); B,
atividade antimicrobiana do extrato bruto obtido apds 49 dias de armazenamento a 4°C (atividade até
1:128). EB, extrato bruto, amostra reveladora, A. baumannii 294.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.1 Localizagao do gene

A nossa primeira hipotese foi de que o0 gene que codifica a substancia
antimicrobiana estivesse localizado em um plasmidio, visto que grande parte das
substancias antagonistas sao codificadas por genes plasmidiais (CASCALES et al.,
2007; CHAVAN, M. A.; RILEY, M. A, 2007; MICENKOVA, L. et al., 2019). Como a
amostra produtora é resistente a varias classes de antimicrobianos (APENDICE 1) e
grande parte dos genes de resisténcia sao carreados por plasmidios (CARATTOLI,
2013), a hipdétese de que ela albergue plasmidio(s) é plausivel. Para verificar esta
hipétese, a amostra de A. baumannii 397 foi submetida a miniprep caseira, para

extracao do possivel plasmidio.

5.1.1 EXTRACAO PLASMIDIAL, TRANSFORMACAO E EXPRESSAO HETEROLOGA EM
SISTEMA E. coli BL21

A amostra A. baumannii 397 foi submetida a extracdo plasmidial por lise alcalina e
durante a andlise do gel de agarose a 1%, observou-se a presenga de uma banda
com altura proxima a banda de 12 kb do padrédo de massa molecular (FIG. 2a),

revelando a presenca de um plasmidio. Entretanto, apenas esta confirmagao nao
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seria suficiente para responder a pergunta sobre a localizagdo do gene que codifica

a substancia antimicrobiana.

Apos comprovagao de que a amostra A. baumannii 397 albergava um plasmidio
selvagem, uma linhagem de E. coli (BL21 star) sabidamente resistente a substancia
e incapaz de produzi-la (FIG. 3) foi transformada com o plasmidio selvagem. A
reacao de transformacgao foi semeada em agar LB contendo, individualmente, trés
diferentes antimicrobianos, canamicina, ampicilina e cloranfenicol. O emprego de
trés antimicrobianos deve-se a auséncia de informacdes relacionadas ao(s) gene(s)

associado(s) a resisténcia antimicrobiana carreado(s) pelo plasmidio selvagem.

Apods incubagcdo nas condigdes necessarias para se avaliar a eficiéncia da
transformacao, observou-se a presenca de colénias em todas as placas. Na placa
contendo canamicina (FIG. 2b1), foram recuperadas seis coldénias e nas placas
contendo cloranfenicol e ampicilina (FIG. 2b2 e 2b3), recuperou-se apenas uma
colénia em cada. Dentre todas as colbnias isoladas, foram selecionadas duas
colbnias recuperadas do meio com canamicina para os testes subsequentes, sendo
denominadas de clone 1 (C1) e clone 2 (C2) (FIGURA 2c).

Os clones C1 e C2 expressaram atividade antimicrobiana em todos os meios de
cultura empregados, a temperatura de 25 °C (FIG.3), caracteristica condizente com
aquela descrita em trabalho prévio conduzido pelo nosso grupo (GUIMARAES,
2016). Esse resultado confirma que o gene que codifica a substancia antimicrobiana

esta localizado no plasmidio selvagem.

Dentre todos os meios de cultura empregados, BHIA-S permitiu a formagao de halos
de inibigdo maiores e mais limpidos. Porém, € um meio de cultura rico do ponto de
vista nutricional, o que dificultaria as etapas posteriores de purificacdo da

substancia. Por esta razado, nao foi empregado nas etapas subsequentes do estudo.

A canamicina inibiu a amostra reveladora (A. baumannii 294), sendo excluida do
estudo. Os testes de atividade foram realizados com meios de cultura contendo
cloranfenicol, com excecao do BHIA-S. Resultados satisfatérios foram obtidos em
TSA e agar LB. Assim, estes meios de cultura foram selecionados para emprego nas
etapas posteriores do estudo (FIG.3).
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FIGURA 2 - Extracdo plasmidial e transformacdo em sistema E. coli BL21

quimiocompetente

B
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DNA plasmidial isolado da amostra A. baumannii 397 e transformacdo em sistema E. coli BL21
quimiocompetente. A e C, gel de agarose a 1%, corado com GelRed, visualizado em Gel Doc Ez
System. A, miniprep caseira realizada em duplicata, presenga de uma banda com peso molecular
préximo a 12 kb, sugestiva de um plasmidio. P1, padrao de massa molecular 1kb plus DNA ladder
(100 a 12000 pb, Invitrogen); Plas, amostras de DNA em duplicata extraidas de A. baumannii 397 por
lise alcalina; pb, pares de base. B, BL21 transformada com plasmidio selvagem por choque térmico,
semeada em agar LB com diferentes antimicrobianos, b1, reacdo de transformagdo semeada em
agar LB agar com canamicina, onde € possivel observar a presencga de seis colonias; b2 e b3, reacéo
de transformagdo semeada em agar LB com cloranfenicol e ampicilina, respectivamente, com a
presenca de uma coldnia em cada placa. C1 e C2, colbnias selecionadas para emprego nas proximas
etapas do estudo. C, presenca de bandas com massa molecular superior a 10 kb, semelhante aquela
observada na imagem A. P2, padrdao de massa molecular 1kb DNA Ladder (250 a 10000 pb,
Promega); C1 e C2, DNA plasmidial extraido dos clones C1 e C2, respectivamente, por lise alcalina.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Dentre as substancias antimicrobianas codificadas por plasmidios, merecem
destaque as bacteriocinas produzidas por bactérias Gram negativas, codificadas por
pCol, ja tendo sido relatadas em diversos géneros bacterianos clinicamente
relevantes, como Escherichia, Pseudomonas, Klebsiella, Serratia, Shigella e
Enterobacter, dentre outros (CASCALES et al., 2007).

Damaceno e colaboradores (2015), associaram a produgdo de substancias
antimicrobianas por bactérias resistentes a antimicrobianos a presenga de
plasmidios. Os autores estudaram quinze amostras de bactérias Gram negativas
isoladas de queijo, dessas, quatro foram identificadas como pertencentes ao
Complexo Acb e albergavam pequenos plasmidios, sendo trés MDR. Todas as
amostras foram ativas contra Salmonella entérica ATCC 19214 e E. coli ATCC

25922. Os resultados do presente estudo corroboram esses dados, com excegao do
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espectro de acao, ja que A. baumannii 397 e E. coli transformada séo ativas apenas

contra amostras de A. baumannii.

FIGURA 3 — Atividade antimicrobiana dos clones C1 e C2 em diferentes meios de

cultura

Meios de cultura sem e com CLO 1 Controles

BHIA-5 TSA L BremEL LBsemi LB TSACC E BHIA-5
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Atividade antimicrobiana dos clones C1 e C2, em diferentes meios de cultura, com e sem a adigao de

cloranfenicol. Presenca de halos de inibicdo da amostra reveladora (A. baumannii 294) em todas as
placas. Técnica de sobrecamada, incubacgéo a 25 °C, por 20 h. C1, clone C1; C2, clone C2; BHIA-S,
Brain Heart Infusion Agar suplementado com extrato de levedura; TSA, Tryptic Soy Agar; LBcom EL,
Luria Bertani com extrato de levedura; LBse™ EL [ uria Bertani sem extrato de levedura; LBCC, Luria
Bertani com cloranfenicol; TSACLO, Tryptic Soy Agar com cloranfenicol. Controles, teste de
sobrecamada em BHIA-S, 397 (C+), controle positivo, A. baumannii 397 contra A. baumannii 294; E.
coli BL21 nédo transformada (C-), controle negativo, E. coli BL21 nao transformada contra A.
baumannii 294; A. baumannii 397 (C-), controle negativo, A. baumannii 397 contra BL21 nao
transformada.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os clones C1 e C2 foram, entdo, submetidos a técnica de precipitacdo acida,
empregando-se os meios TSB e caldo LB com e sem cloranfenicol. Os extratos
brutos obtidos a partir do clone C1 (FIG. 4a) foram mais ativos, quando comparados
com aqueles obtidos pelo clone C2 (FIG. 4b). O extrato bruto obtido a partir do clone
C2 cultivado em LB sem cloranfenicol ndo apresentou atividade detectavel, o que
pode ser decorrente da baixa concentragao da substancia.
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FIGURA 4 — Titulacdo dos extratos brutos obtidos a partir do cultivo dos clones C1 e

C2 em TSB e LB caldo, com e sem cloranfenicol
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Titulagdo da atividade antimicrobiana dos extratos brutos obtidos a partir dos clones C1 e C2
cultivados em caldo LB e TSB com e sem cloranfenicol, técnica de spread plate. A titulacéo foi
realizada em meio MHA, incubado a 37 °C, por 20 h, amostra reveladora A. baumannii 294. C1, clone
C1; C2, clone C2; CLO, cloranfenicol. A, atividade antimicrobiana de C1: caldo LB, 1:4, caldo LB com
cloranfenicol, 1:16; TSB, 1:16; TSB com cloranfenicol, 1:8. B, atividade antimicrobiana de C2: caldo
LB com cloranfenicol, 1:2; TSB, 1:2; TSB com cloranfenicol, 1:4.

Fonte: Elaborado pelo autor.

A expressao da substancia pelo sistema E. coli BL21 transformado apresentou
algumas vantagens quando comparado com a expressao por A. baumannii 397, tais
como, maior rendimento, baixo risco de manipulagao, ja que A. baumannii expressa
diferentes mecanismos de patogenicidade (HARDING; HENNON; FELDMAN, 2017),

e sintese da substancia em meios de cultura basicos. Com base no rendimento e
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titulagdo dos extratos brutos, optou-se por dar continuidade ao estudo empregando-

se apenas o clone C1.

51.2 PURIFICACAO DA SUBSTANCIA ANTIMICROBIANA E ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Os extratos brutos sabidamente ativos obtidos a partir da amostra C1, previamente
cultivada em TSB e caldo LB com e sem cloranfenicol, foram submetidos a etapas
de cromatografia de fase reversa. Para cada meio de cultura, foram realizadas duas
corridas cromatograficas em coluna LC-8 Supelcosil™ (TAB. 1), sendo geradas 11
fracdes ativas para caldo LB com e sem antibidtico (fracoes 32 a 42) (FIG. 5a e b), e

14 fragdes ativas para TSB com e sem antibidtico (fragbes 32 a 45) (FIG. 6 a e b).

Os pools das fragdes ativas (TAB. 2) foram encaminhados para “recromatografia” de
fase reversa, em coluna C-18 Sephasil™ Peptide. A partir dessas corridas, foram
recuperadas as seguintes fragdes ativas: fracao 37 (LB com e sem cloranfenicol)
(FIG. 7) e fragbes 36 a 39 (TSB com e sem cloranfenicol) (FIG. 8). Pools foram
gerados em decorréncia do baixo rendimento do processo, sendo necessaria a
obtencdo de um volume consideravel para aplicagdo na etapa cromatografica

subsequente.

TABELA 1 — Primeira sequéncia de purificacdo em coluna de fase reversa LC-8

Supelcosil™: fragdes ativas e pools correspondentes

FRAGOES ORIGINADAS DA FRACOES POOLS GERADOS E ENCAMINHADOS
CORRIDAS CROMATOGRAFIA DE FASE ATIVAS PARA “RECROMATOGRAFIA” DE FASE
REVERSA COLUNA C-8 REVERSA COLUNA C-18
1 (LB) Fracdes 1 a 60 32342 Pool 1
2 (LB + CLO) Fracdes 1a 61 32a42 Pool 2
3 (TSB) FragcOes 25 a 50 32a45 Pool 3
4 (TSB + CLO) Fragdes 25 a 50 32a45 Pool 4

LB, caldo Luria Bertani; CLO, cloranfenicol; TSB, Tryptic Soy Broth

Fonte: Elaborado pelo autor.
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FIGURA 5 — Atividade antimicrobiana e perfil cromatografico das fracbes 32 a 42,
representadas pelas corridas: 1 (LB) e 2 (LB + CLO) obtidas por

cromatografia de fase reversa, coluna LC-8 Supelcosil™
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Atividade antimicrobiana e perfil cromatografico das fragdes 32 a 42, aqui representadas pelas
corridas: 1, LB e 2, LB + CLO, obtidas por cromatografia de fase reversa, coluna LC-8 Supelcosil™.
Amostra reveladora A. baumannii 294. Técnica de spread plate, meio base MHA, pH 7,2, incubagao
em aerobiose, a 37 °C, por 20 h. LB, caldo Luria Bertani; CLO, cloranfenicol; TSB, Tryptic Soy Broth,
MHA, Muller Hinton Agar. A, a1, atividade antimicrobiana das fragées obtidas em LB; a2, perfil
cromatografico em coluna de fase reversa LC-8 Supelcosil™ da corrida 1; fragdes ativas 32 a 42,
eluidas com solugéo B (acetonitrila - acrescida de acido trifluoroacético - TFA 0,1%) e equilibrada com
solugdo A (TFA 0,1% v/v em agua Milli-Q®). As fragbes eluidas foram monitoradas, empregando-se
comprimento de onda de 220 (rosa) e gradiente de acetonitrila 0 a 100% (verde), a 25 °C. B, b1,
atividade antimicrobiana das fragbes obtidas em LB + CLO; b2, perfil cromatografico em coluna de
fase reversa LC-8 Supelcosil™ da corrida 2; fragoes ativas 32 a 42, eluidas nas mesmas condigdes
descritas em a2. Presenga de um pequeno pico entre as fragdes 33 a 35.

Fonte: Elaborado pelo autor.



68

FIGURA 6 — Atividade antimicrobiana e perfil cromatografico das fracbes 32 a 45,
representadas pelas corridas: 3 (TSB) e 4 (TSB + CLO), obtidas por

cromatografia de fase reversa, coluna LC-8 Supelcosil™
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Atividade antimicrobiana e perfil cromatografico das fragdes 32 a 45, aqui representadas pelas

corridas: 3, TSB e 4, TSB + CLO, obtidas por cromatografia de fase reversa, coluna LC-8
Supelcosil™. Amostra reveladora Acinetobacter baumannii 294. Técnica de spread plate, meio base
MHA, pH 7,2, incubagéo em aerobiose, a 37 °C, por 20 h. CLO, cloranfenicol; TSB, Tryptic Soy Broth,
MHA, Muller Hinton Agar. A, a1, atividade antimicrobiana das fragdes obtidas em TSB; a2, perfil
cromatografico em coluna de fase reversa LC-8 Supelcosil™ da corrida 3; fragdes ativas 32 a 45,
eluidas com solug&o B (acetonitrila - acrescida de acido trifluoroacético - TFA 0,1%) e equilibrada com
solugdo A (TFA 0,1% v/v em agua Milli-Q®). As fragGes eluidas foram monitoradas, empregando-se
comprimento de onda de 220 (rosa) e gradiente de ACM 0 a 100% (verde), a 25 °C. B, b1, atividade
antimicrobiana das fragbes obtidas em TSB + CLO; b2, perfil cromatografico em coluna de fase
reversa LC-8 Supelcosil™ da corrida 4; fragdes ativas 32 a 45, eluidas nas mesmas condigcdes
descritas em a2.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 2 — Segunda sequéncia de purificacdo: fracbes ativas originadas da

“recromatografia” em coluna de fase reversa LC-18 Sephasil™ Peptide

FRAGOES ORIGINADAS DA

POOLS/ )
“RECROMATOGRAFIA” DE FASE FRACOES ATIVAS
CORRIDAS
REVERSA COLUNA C-18

Pool 1 Fracbes 1 a 60 37

Pool 2 Fracdes 1 a 61 37

Pool 3 Fragdes 25 a 45 36a39
Pool 4 Fragbes 25 a 45 36 a 38

Fonte: Elaborado pelo autor.

FIGURA 7 — Atividade antimicrobiana e perfil cromatografico das fragdes 37, pools
1 (LB) e 2 (LB + CLO), obtidas por “recromatografia” de fase reversa

em coluna C-18 Sephasil™ Peptide
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Atividade antimicrobiana e perfil cromatografico das fragdes 37, obtidas por “recromatografia” em
coluna C-18 Sephasil™ Peptide. Amostra reveladora Acinetobacter baumannii 294. Técnica de
spread plate, meio base MHA (Muller Hinton Agar), pH 7,2, incubagdo em aerobiose, a 37 °C, por 20
h. A, pool 1, fracdo ativa 37; B, pool 2, fragao ativa 37. As fragbes foram eluidas com solugdo B
(acetonitrila - acrescida de &cido trifluoroacético - TFA 0,1%) e equilibrada com solugdo A (TFA 0,1%
v/v em agua Milli-Q®). As fragdes eluidas foram monitoradas, empregando-se comprimento de onda
de 280 nm (preto), 220 (rosa) e gradiente de acetonitrila 0 a 100% (verde), a 25 °C.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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FIGURA 8 — Atividade antimicrobiana e perfil cromatografico das fragbes 36 a 39,
pool 3 (TSB) e 36 a 38, pool 4 (TSB + CLO) obtidas por

“recromatografia”, em coluna C-18 Sephasil™ Peptide
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Atividade antimicrobiana e perfil cromatografico das fragdes das fragdes 36 a 39, pool 3; e 36 a 38,
pool 4, obtidas por “recromatografia” em coluna C-18 Sephasil™ Peptide. Amostra reveladora
Acinetobacter baumannii 294. Técnica de spread plate, meio base MHA (Muller Hinton Agar), pH 7,2,
incubagéo em aerobiose, a 37 °C, por 20 h. A, pool 3, fragbes ativas 36 a 39; B, pool 4, fragdes ativas
36 a 38. As fragbes foram eluidas com solugdo B (acetonitrila - acrescida de acido trifluoroacético -
TFA 0,1%) e equilibrada com solugdo A (TFA 0,1% v/v em agua Milli-Q®). As fragdes eluidas foram
monitoradas, empregando-se comprimento de onda de 280 nm (preto), 220 (rosa) e gradiente de
acetonitrila 0 a 100% (verde), a 25 °C.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As fragdes ativas contra A. baumannii 294 recuperadas durante todo o processo de
cromatografia apresentaram maior tempo de retengdo em coluna de fase reversa,
tendo sido eluidas com altas concentragées de acetonitrila (80 a 100%), sugerindo

carater hidrofébico da molécula ativa.

Como nao existe uma padronizacao especifica para o processo de purificacdo de
proteinas “desconhecidas”, o procedimento foi realizado as escuras, de acordo com
algumas caracteristicas da substancia, desvendadas ao longo do estudo. O método
de extracdo foi o primeiro pardmetro analisado. Acredita-se que a técnica de
precipitacdo acida represente uma etapa preliminar de purificagao, partindo-se do
pressuposto de que poucas substdncias manteriam-se estaveis em pH 2. A

sequéncia de purificacdo empregando diferentes tipos de cromatografia nao foi
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seguida. Como estratégia de purificagao, realizou-se apenas a cromatografia liquida
de fase reversa, empregando-se duas colunas distintas, a LC-8 Supelcosil™ e a C-
18 Sephasil™ Peptide.

Apesar dos perfis cromatograficos obtidos na ultima etapa de cromatografia n&o
sugerirem a presencga de fragdes purificadas, optou-se, mesmo assim, por analisa-
las em espectrometria de massas e compara-las com os espectros recuperados nas
mesmas condi¢cdes durante purificacdo do extrato bruto de A. baumannii 397 por
Guimaraes (2016).

Durante analise por espectrometria de massas em matriz DHB, a fragdo 37 (pool 1)
nao apresentou nenhum ion. Ja a fracdo 37 (pool 2), apresentou trés ions, de
5427,702, 8137,971 e 16277,971 Da (FIG.9a).

As fragdes obtidas a partir do pool 3, apresentaram os seguintes ions: fragdo 36, ion
de 1672 Da; fracdo 37, ions de 1694 Da e 1333,74 Da e fragcdo 38, ions de
1674,522; 6273 e 12649 Da (FIG.9b). As fracbes 36 a 38, pool 4, ndo apresentaram
nenhum ion. fons inferiores a 1 kDa, provavelmente, estdo relacionadas a sinais da

matriz empregada para analise (SMIRNQV et al., 2004).

Dentre todos os espectros analisados, € possivel verificar a presengca de uma fragao
purificada, a fragdo 37, oriunda do pool 2 (LB + CLO). Os ions de 8137,971 e
5427,702 Da sao dicarga (+2) e tricarga (+3), respectivamente, do ion de 16277,971
Da (monocarga, +1). Entretanto, a intensidade de sinal desfavoravel impossibilitou a
fragmentagcdo e o sequenciamento em espectrdmetro de massa. Perfis de ions
semelhantes foram observadas durante expressdao em A. baumannii 397, sendo,
6.232,067; 8445,047; 12466,319 e 16890,599 Da. Neste momento, todas os ions
estavam presentes em uma mesma fragdo (GUIMARAES, 2016) (APENDICE Eb2).
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FIGURA 9 — Espectro de massas em matriz DHB das fragbes ativas obtidas por

cromatografia de fase reversa em coluna C-18 Sephasil™ Peptide
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Espectros de massas em matriz DHB (acido 2,5-di-hidroxibenzoico) das fragbes obtidas na ultima
etapa de cromatografia em coluna C-18 Sephasil™ Peptide. A, fragcdo 37 (pool 2), presenga de trés
ions de 5427,702; 8137,971 e 16277,971 Da. B, fragdo 38 (pool 3), presenga dois ions, 6273,710;
12649 Da (esquerda) e 1674,522 Da (direita). Intensidade relativa versus fungdo massa sobre carga
(m/z).

Fonte: Elaborado pelo autor.

Apesar da producgao da substancia em E. coli BL21 C1 ter sido possivel em meios
de cultura basicos e o rendimento ter sido significativo, o que favoreceria a obtencao
de uma fracdo pura, a baixa concentragdo da fragcao purificada comprometeu o
sequenciamento e a identificacdo da substancia por espectrometria de massas. O
baixo rendimento do protocolo de purificagdo pode ser atribuido a uma questao

técnica.

Além disso, o baixo rendimento da fragdo purificada impossibilitaria a caracterizacao
futura da substéncia, o que inviabilizou o emprego do sistema E. coli BL21
transformado com o plasmidio selvagem nas etapas posteriores do estudo. A partir
desses resultados, optou-se por sequenciar o plasmidio em busca do gene que

codifica a substancia.




73

5.2 Sequenciamento

521 MONTAGEM DE NOVO

O sequenciamento do plasmidio selvagem, isolado inicialmente de uma amostra
clinica de A. baumannii, empregando o sequenciador lllumina MiSeq, gerou 8004
reads, com comprimento de 301 pb/cada (2 x 301), totalizando 4.818.408 pares de
bases, com cobertura estimada em 436 vezes (numero de vezes, em meédia, que
cada base foi sequenciada). A montagem de novo originou um unico contig de
11.060 pb, com conteudo de G+C de 36,2%. O calculo de cobertura foi realizado
empregando-se o total de pares de bases sequenciados dividido pelo tamanho do

genoma.

A sequéncia plasmidial apresentou 100% de identidade com uma regido de 6809 pb
de uma outra sequéncia plasmidial de A baumannii (19808 pb) depositada no
GenBank (numero de acesso MK323042). Essa sequéncia foi depositada por
pesquisadores do Laboratério Nacional de Computacao Cientifica, de Petrépolis, Rio

de Janeiro, mas os dados ainda nao foram publicados.

Normalmente, plasmidios isolados de A. baumannii apresentam conteudo GC de,
aproximadamente, 40% (DORTET et al., 2016; JONES et al., 2015), concentracao

préxima aquela encontrada no plasmidio selvagem sequenciado nesse estudo.

5.2.2 ANOTACAO ESTRUTURAL E FUNCIONAL

Plasmidios isolados de A. baumannii sao amplamente estudados. Diversas
sequéncias plasmidiais sdo depositadas rotineiramente em bancos de dados, mas,
os estudos abordam a busca de novos genes associados a resisténcia a
antimicrobianos e/ou possiveis variantes de genes ja caracterizados. Como
mencionado, poucos estudos exploram a anotagdo funcional dos genes
encontrados, principalmente daqueles cuja fungdo é desconhecida (HAMIDIAN;
AMBROSE; HALL, 2016), comprometendo, assim, a descoberta de novas
substéancias bioativas.

Foram anotadas 12 ORFs no plasmidio selvagem sequenciado (TAB. 3 e FIG. 10).

Trés ORFs codificam proteinas hipotéticas, nomeadas proteina hipotética 1 (HP1),
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proteina hipotética 2 (HP2) e proteina hipotética 3 (HP3). Duas ORFs codificam
proteinas essenciais para a manutengao do plasmidio, uma proteina que inicia a
replicacdo do DNA plasmidial, da familia RepB, e uma proteina de mobilizacao
(mobA/mobL). Duas ORFs estdo relacionadas a sistemas versateis de aquisicéo e
dispersao de genes, transposase e integrase. Além dessas, foram identificadas duas
ORFs relacionadas a patogenicidade, cirA e septicolysin, uma ORF que codifica uma
proteina de repeticdo, sel1, e duas ORFs envolvidas no sistema de segregacao

plasmidial eficiente (sistema toxina antitoxina BrnT/BrnA).

Pequenos plasmidios carreados por A. baumannii apresentam tamanho e anotacao
estrutural e funcional similares, com pequenas modificagcbes. Por exemplo, o
plasmidio pAB52, isolado por Chang e colaboradores (2015) de uma amostra da
bactéria identificada em um hospital na China, apresenta 8893 pb, 10 ORFs, sendo
todas semelhantes aquelas encontradas nesse estudo. O que as diferem séo as
proteinas hipotéticas e o tipo de sistema toxina-antitoxina (SplIT/SplA). Resultados
semelhantes também foram obtidos por Lean e colaboradores (2015 e 2016),

relativos aos plasmidios pAC12, pAC29a e pAC30a.

Nao foi detectado nenhum gene que codifica resisténcia a antimicrobianos no
plasmidio selvagem. Em contraste, a amostra de E. coli BL21 transformada (C1) foi
resistente a quase todas as classes de antimicrobianos testadas, padrao muito
discrepante daquele da amostra ndo transformada, E. coli BL21 (p < 0,05), que
apresenta perfil de suscetibilidade semelhante a amostra de A. baumannii 397 que
alberga naturalmente o plasmidio (FIG. 11 e APENDICE D).

A auséncia de gene(s) que codificam resisténcia antimicrobiana em plasmidios
selvagens carreados por amostras de A. baumannii foi reportada por Lean e
colaboradores (2016). Dois pequenos plasmidios, pAC29a e pAC30a, ambos do
mesmo tamanho, isolados de duas amostras nosocomiais de A. baumannii, de
diferentes pacientes, nao apresentaram genes associados a resisténcia a
antimicrobianos. Eram constituidos por nove ORFs, na grande maioria, similares as

descritas no presente estudo.
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FIGURA 10 — Representagao esquematica do plasmidio selvagem, linear e circular
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Representagdo esquematica do plasmidio selvagem, circular (A) e linear (B), com os respectivos
sitios para enzimas de restricdo (em preto). Setas finas alaranjadas, ORFs preditas sentido 5 - 3’;
setas finas verdes, ORFs preditas sentido 3’ - 5’; setas espessas coloridas, genes e/ou sistemas
anotados; tragos cinzas, sequéncias ndo codificadoras de proteinas; o nome dos genes e o0s
respectivos produtos encontram na tabela 3. Desenhos do plasmidio foram realizados no SnapGene®
Viewer2.8.1.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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FIGURA 11 — Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das amostras de
Escherichia coli BL21 transformada (C1) e nao transformada e de

Acinetobacter baumannii 397
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Perfil de suscetibilidade a antimicrobianos das amostras de E. coli BL21 transformada (C1) e nédo

oAz
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397

C1

transformada com o plasmidio selvagem e de A. baumannii 397 que alberga naturalmente a
molécula. A, a1, comparagdo do didmetro das zonas de inibicdo das amostras contra diferentes
antimicrobianos. Eixo y, didametro (mm) das zonas de inibicdo das amostras; eixo x, antimicrobianos
de seis diferentes classes utilizados para avaliar do perfil de suscetibilidade, ceftazidima (CAZ),
cefepime (CPM), imipenem (IMP), meropenem (MER), ampicilina-sulbactam (ASB), piperacilina-
tazobactam (PPT), tetraciclina (TET), levofloxacina (LVX), ciprofoxacina (CIP), gentamicina (GEN),
amicacina (AMI), tobramicina (TOB). A auséncia de barras indica zona de inibi¢&do igual 0,00 mm; **
representa a diferenga estatistica observada entre a amostra de E. coli BL21 transformada (C1) e E.
coli BL21 (One-way ANOVA, p <0,01, GraphPad Prism 5.01). a2, resistente (R, vermelho); sensivel
(S, verde). A amostra de E. coli ndo transformada foi sensivel a todos os antimicrobianos testados, ja
as amostras que albergam o plasmidio foram sensiveis apenas a TET e ASB. B, ilustra a similaridade
do perfil de suscetibilidade das amostras de A. baumannii 397 e E. coli transformada (C1) no teste de
disco difuséo.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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TABELA 3 — Caracterizagao parcial do plasmidio selvagem: localizagéo, tamanho e predigao funcional das ORFs

n° de acesso

Comprimento Produto n° de acesso
pfam e cd query

Nome do Gene (nt/aa) subject

Localizagao (nt)

Transposase da familia ISAba125,

tra8 8 - 1033 1026/341 clemento como o 1S30 WP_079284757 .1 pfam13936
int1 211 -438 228/75 Integrase (Superfamilia rve) WP_079284757 .1 pfam00665
sel1 1191 - 1733 543/180 Proteina de repeticdo da familia Sel1 ~ WP_001988126.1 pfam08238
orf 1 1997 — 2530 534/177 Proteina hipotética’ WP_033107830.1 Adc
Proteina iniciadora da replicagcéo de
repB 2615 - 3538 924/307 plasmidios da familia Rep-3 WP_033107831.1 pfam01051
mobA/mobL 4114 — 5550 1437/478 Proteina de mobilizagéo (nickase) WP_033107832.1 pfam03389
orf 2 5721 — 6026 306/101 Proteina hipotética? WP_000901332.1 Adc
orf 3 6044 — 6475 432/143 Proteina hipotética® WP_000390052.1 Adc
Sep 6792 — 7253 462/153 Septicolisina (Familia de citolisinas —\yp 45784638 1 cd12208
dependentes de colesterol) - '
CirA 7558 — 9969 2412/803 Receptor dependente de TonB WP_012754356.1 pfam00593
brnA antitoxin 10097 — 10405 309/102 Componente antitoxina BmA (sistema  \vo (887741421 pfam14384
toxina-antitoxina) - '
bmT toxin 10398 — 10694 297/98 Toxina da familia BT (sistema toxina- - \vp 0004658361  pfam04365

antitoxina)

a, analise por similaridade em BlatP (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov); nt, nucleotidio; aa, aminoacido; subject, sequéncia com identidade superior a 90%,
depositada no BlastP; adc, auséncia de dominio conservado; ', proteina hipotética 1; 2, proteina hipotética 2; 3, proteina hipotética 3; cd, Conserved Domains

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd); pfam, Protein Families Database (http://pfam.xfam.org). Fonte: Elaborado pelo autor.


http://pfam.xfam.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=pfam00665
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cddsrv.cgi?ascbin=8&maxaln=10&seltype=2&uid=pfam00665
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Plasmidios de A. baumannii tém sido classificados de acordo com a proteina
iniciadora da replicacéo (Rep), ja tendo sido descritos 19 grupos (GR1 a GR19).
Grande parte dos plasmidios isolados albergam proteinas da familia Rep3, algumas
codificadas por repB. O gene, geralmente, € precedido por trés a seis sequéncias de
repeticdo (aproximadamente 19 a 22 nt). Em enterobactérias, essas regides atuam
como origem de replicacdo (BERTINI et al., 2010; LEAN; YEO, 2017). Plasmidios da
superfamilia Rep3 tém constituicdo similar, apresentando todos os genes

previamente descritos nesse estudo.

Em A. baumannii e outras bactérias, receptores dependentes de TonB estdo
associados com aquisicao de ferro, infeccdo e persisténcia da bactéria na corrente
sanguinea, apresentando papel fundamental na patogenicidade da bactéria (HUJER
et al., 2017). O plasmidio selvagem foi recuperado de uma amostra de A. baumannii
isolada de hemocultura de um paciente internado em UTI; a presenga da bactéria

nesse sitio pode ser favorecida pela expressao desses receptores.

Outro gene relacionado a patogenicidade e que vem sendo reportado
frequentemente em plasmidios da espécie € o sep, que codifica a septicolisina,
toxina formadora de poros, membro da familia das citolisinas dependente de
colesterol, tendo sido bem estudada em Clostridium septicum, Bacillus anthracis e
Streptococcus pneumoniae (LEAN et al., 2016), sendo prevalente em amostras
clinicas. Chang e colaboradores (2015) sugerem que esse sistema favorega a

presenca e a viabilidade da bactéria na corrente sanguinea e nos pulmdes.

Sequéncias de aproximadamente 3.000 pb, constituidas pelos genes que codificam
os receptores dependentes de TonB e a septicolisina, foram evidenciadas em mais
de 30 sequéncias plasmidiais de A. baumannii depositadas, com mais de 99% de
identidade. Essas sequéncias s&o, geralmente, encontradas em plasmidios que
albergam genes associados a resisténcia aos carbapenémicos (blaoxa) (HUJER et
al., 2017).

O sistema BrnT/BrnA € constituido por dois genes que codificam uma toxina e uma
antitoxina, associados a manutencao do plasmidio, o que garante uma segregacgéao
eficiente. Apenas a célula filha que recebe o plasmidio mantém-se viavel. Caso a
progénie nao receba o plasmidio, a antitoxina € rapidamente degradada, devido a
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sua instabilidade. Ja a toxina, que é altamente estavel, permanece e causa a morte
celular. O ¢peron que codifica esse sistema tem sido descrito em mais de 40% dos
plasmidios de Acinetobacter spp. (HUJER et al., 2017; LEAN; YEO, 2017). HEATON
e colaboradores (2012) relataram, pela primeira vez, esse sistema, em amostra de
Brucella abortus, caracterizando-o quanto a estrutura, bioquimica e funcdo. E
classificado como pertencente ao sistema toxina-antitoxina (TA) tipo Il. Apresenta-se
como um complexo tetramérico, que autorregula a expressao, mediado por estresse.
Exibe organizacdo génica peculiar, com o gene da toxina upstream a antitoxina,
apresentando ou nao sobreposi¢ao de nucleotideos, com fungao ribonucleasica in

vitro e controle da bacteriostase in vivo.

O papel dos sistemas TA em bactérias patogénicas ainda ndo foi elucidado,
acredita-se que esteja relacionado com a persisténcia da bactéria na infeccéo e a
tolerancia ao tratamento com farmacos antimicrobianos e mudancas ambientais
(ACOSTA et al., 2011). Plasmidios que albergam esse sistema contribuem para a
evolugdo da resisténcia a antimicrobianos, principalmente, em patdégenos

oportunistas, como A. baumannii.

LEAN et al. (2016) descreveram a presenca do gene que codifica a proteina de
repeticido Sel1l em dois plasmidios isolados de amostras de A. baumannii. Em
ambos, a proteina era flanqueada por sitios de recombinacdo XerC/XerD, em uma
formacao repetida invertida. Proteinas necessarias para essa recombinagédo séo,
geralmente, observadas intrinsecamente em A. baumannii e podem promover a
mobilizacdo de genes especificos, como sel/7, no mesmo plasmidio ou entre
plasmidios. Apesar dessas evidéncias, a funcao de Sel1 ainda é desconhecida.
Entretanto, autores apontam algumas fungdes bioldgicas distintas para a proteina,
relacionando-a com a montagem de complexos macromoleculares e com a interagao

entre as células do hospedeiro e o patégeno (LEAN; YEO, 2017).

Os genes mobA/mobL codificam proteinas relacionadas a mobilizagcao do plasmidio,
como a nickase, reportada frequentemente em pequenos plasmidios. Essas
proteinas sao necessarias para o reconhecimento e a clivagem do sitio nic,

direcionando o transferossoma por um elemento conjugativo (BERTINI et al., 2010).
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As principais p-lactamases reportadas em A. baumannii pertencem a classe D de
Ambler, as oxacilinases. Os genes que codificam essas enzimas vém sendo
associados a sequéncias de insercdo (IS), principalmente do tipo ISAbai,
localizadas flanqueando esses genes em posi¢cdes opostas (HUJER et al., 2017).
Sequéncias de insergao upstream a genes associados a resisténcia podem atuar
como promotores fortes, promovendo a superexpressdo da enzima e,
consequentemente, resisténcia (DORTET et al.,, 2016; LEAN et al., 2016). As IS
podem ser encontradas em elementos transponiveis, facilitando sua disseminacao

(HUJER et al., 2017), conforme demonstrado nesse estudo.

Dentre as doze ORFs anotadas e analisadas, cinco sdo sugestivas da substancia
antimicrobiana, quais sejam, as ORFs que codificam proteinas hipotéticas (1, 2 e 3),
toxina BrnT e a septicolisina. Essas hipoteses sdo baseadas em analise funcional da
ORFs anotadas e resultados anteriores de espectrometria de massas (item 5.1.2)
(GUIMARAES, 2016).

5.2.3 CONFIRMACAO DA MONTAGEM DO DNA PLASMIDIAL

A montagem do DNA plasmidial foi confirmada por amplificagdo de nove das 12
ORFs anotadas, sendo, sel1, hp1, hp2, hp3, sep, brnT, brnA, cirA, int1 e um sistema,
brnT-brnA. Foi realizado um gradiente de temperatura de anelamento para cada par
de iniciador, com intervalo entre 50 e 60 °C (12 diferentes temperaturas). A
temperatura 6tima de amplificacdo para cada gene foi aquela onde foi possivel
visualizar uma banda nitida e auséncia de bandas inespecificas, sendo, sel71 (56,9
°C), hp1 (59,1°C), hp2 (55,6°C), hp3 (54,4°C), sep (55,6 °C), brnA (55,6 °C), brnT
(51,8 °C), cirA (54,4 °C), int (65 °C), e brT+bmA (54,4 °C). Os produtos de
amplificagdo gerados estao demonstrados na FIG. 12a.

Além disso, o DNA plasmidal foi clivado com Xhol e Spel, enzimas que apresentam
sitio unico de clivagem no plasmidio selvagem quando analisadas na NEBcutter
V2.0. Para ambas as enzimas, observou-se a presenga de duas bandas, uma
equivalente ao plasmidio digerido e a outra ao plasmidio n&do digerido (localizada na
mesma altura da banda de uma das isoformas do plasmidio nao clivado) (FIG.12b).
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FIGURA 12 — Confirmagdo da montagem do plasmidio selvagem por PCR e

digestdo com enzimas de restrigao

A B

P1kb 1 2 3

braT+brnA

250 pb

Confirmagdo da montagem do plasmidio selvagem por PCR e digestdo com duas enzimas de
restricdo. A, amplificagdo de nove ORFs e um sistema anotados no plasmidio selvagem, sel1 (543
pb), hp1 (534 pb), hp2 (306 pb), hp3 (432 pb), sep (462 pb), brnA (309 pb), brnT (297 pb), brnT+brnA
(598 pb), cirA (2412 pb), int1 (563 pb); P, padrdo 100 pb. B, digestdo do plasmidio com duas enzimas
de restricdo, Xhol e Spel, que apresentam sitio Unico de clivagem no plasmidio selvagem. P, padrdo
de 1kb plus (250 pb a 10000 pb); 1, plasmidio ndo digerido; 2, reacdo de digestao do plasmidio com
Xhol; 3, reagao de digestdo do plasmidio com Spel, andlise em gel de agarose a 1%.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Clonagem e Expressao Génica

Dentre os nove genes amplificados e o sistema, BrnT-BrnA (FIG. 12a), foram
submetidas as técnicas de clonagem aqueles que foram sugestivos de codificar a
substancia antimicrobiana, quais sejam, hp1, hp2, hp3, sep, brnA, brnT e brnT+brnA.

O sistema brnT+brnA foi selecionado para clonagem porque a toxina BrnT apresenta
funcdo ribonucleasica e, assim, sua expressao isoladamente poderia vir a

comprometer a viabilidade da célula hospedeira (HEATON et al., 2012). Os
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resultados obtidos na etapa de clonagem foram descritos para todos os genes

concomitante.

5.3.1 CLONAGEM DOS GENES EM VETORES DO TIPO TOPO E PET28ATEV

Todos os produtos de PCR foram clonados em vetores do sistema TOPO
linearizados. A enzima Tag DNA polimerase adiciona uma desoxiadenosina (A) na
extremidade 3’ do produto de PCR apds amplificacdo. Assim, os produtos sio
capazes de interagir com as desoxitimidina (T) livres presentes na extremidade 3’ do
vetor TOPO linear, circularizando-o, formando assim, o vetor recombinante
(SHUMAN, 1994).

O sistema TOPO foi utilizado nesse estudo com finalidade de aumentar o numero de
copias de cada inserto e, consequentemente, facilitar a etapa de dupla digestao.

Ainda, ele serviria como sitio de ancoragem para as enzimas de restrigao.

Os vetores TOPO recombinantes foram utilizados para transformacédo de E. coli
DH5a por choque térmico. Apds incubacdo das reagdes de transformagao, foram
recuperados varios transformantes de E. coli DH5a, alguns azuis e outros brancos.
Os clones brancos foram selecionados e submetidos a PCR de colbnia, empregando
o par de primers M13. A presenca dos insertos nos vetores foi confirmada pelo
tamanho dos produtos da PCR (FIG. 13a e 14a) conforme descrito na tabela 4.
Produtos de PCR de 202 pb representam a amplificacdo da regido do sitio multiplo

de clonagem (SMC) sem a presencga do inserto.

Uma colbnia positiva para cada gene foi cultivada e os vetores TOPO recombinantes
extraidos e submetidos a dupla digestdo com Xhol e Ndel. A clivagem permitiu obter
insertos com extremidades coesivas, facilitando a posterior subclonagem em vetores
de expressao do tipo pET28aTEV. Em todos os géis de agarose analisados, foi
possivel visualizar duas bandas, uma de aproximadamente 3,9 kb, condizente com o
vetor TOPO linearizado, e outra do tamanho do gene de interesse. A banda
relacionada ao gene foi excisada e purificada. A pureza e integridade dos insertos foi

analisada por eletroforese em gel de agarose (FIG. 13b e 14b).
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TABELA 4 — Amostras de E. coli DH5a transformadas com vetores TOPO

recombinantes

Genes N" de coldnia(s) Prndlu‘tn da PCR
Azul(is) Branca(s) (primer M13)

P 4 6 664 pb
hp1 - 2 736 pb
hp2 1 21 508 pb
hp3 - 28 634 pb
brnT - 3 499 ph
brnA 36 71% 511 ph
brnT-brnA 1 335 800 pb

N° de colbnia (s), numero de colbnias; *Colbnias brancas com o centro azul

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os insertos purificados foram ligados a vetores pET 28aTEV previamente digeridos
com as mesmas enzimas de restricdo (extremidades coesivas complementares) e
transformados em E. coli DE3 quimiocompetentes. Os transformantes recuperados
foram analisados por PCR de colbénia, empregando o par de primers T7 promoter. O
numero de colénias e o tamanho dos produtos da PCR (FIG. 13c e 14c) obtidos
estdo descritos na tabela 5. Produtos de PCR de 268 pb equivalem a amplificacéo
do SMC do pET28aTEV sem o inserto.

Os vetores pET28aTEV recombinantes extraidos dos clones positivos foram
submetidos a PCR, empregando os pares de primers especificos de cada gene
(FIG. 13d e 144d).
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TABELA 5 — Amostras de E. coli DE3 transformadas com vetores pET28aTEV

recombinantes

Produte da PCR

Genes N° de colénia(s) (primerT7)
sep 2 730 pb
hp1 224 802 pb
hp2 3 574 pb
hp3 3 700 pb
brnT 18 565 pb
brnA 16 577 pb

brnT-brnA 5 866 pb

N° de colbnia(s), numero de colbnias.

Fonte: Elaborado pelo autor.



FIGURA 13 — Etapas da clonagem de sep, hp1, hp2 e hp3 em vetores do tipo TOPO
e pET28aTEV
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Etapas da clonagem de sep, hp1, hp2 e hp3 em vetores do tipo TOPO e pET28aTEV. As colunas de
A a D representam as etapas da clonagem e as linhas, os genes. P, padrdo de 100 pb; C+, controle
positivo; C-, controle negativo; P1, padrao de 1 kb plus (250 pb a 10 kb); P2, padrao de 100 pb (100
pb a 2 kb); A1, TOPO recombinante clivado com Xhol e Ndel; A2, inserto excisado, eluido e
purificado do gel de agarose a 1%. A, PCR das colbnias de E. coli DH5a brancas transformadas com
vetores TOPO recombinantes, empregando o par de primers M13. Gene sep: C+1, TOPO+hp1 (736
pb); C+2, fornecido pelo fabricante (952 pb); C-1, colénia azul (TOPO sem inserto, 202 pb); C-2,
agua; 1 a 5, colbnias brancas positivas (664 pb). Gene hp1: C+, fornecido pelo fabricante (952 pb); C-
, agua; 1 e 2, colbnias brancas positivas (736 pb). Gene hp2: C+1, TOPO+hp1 (736 pb); C+2,
TOPO+hp3 (634 pb); C+3, fornecido pelo fabricante (952 pb); C-1, colénia azul (TOPO sem inserto,
202 pb); C-2, agua; 1 a 5, coldnias brancas positivas (508 pb), com exceg¢éo da colbnia 3, presencga
do TOPO vazio (202 pb). Gene hp3: C+1, fornecido pelo fabricante (952 pb); C+2, TOPO+hp1 (736
pb); C-, agua; 1 a 5, colbnias brancas positivas (634 pb). B, Reagédo de dupla digestdo dos vetores
TOPO recombinantes (esquerda) e confirmagéo da purificagdo dos insertos (direita). Gene sep: A1,
bandas de 3,9 kb (TOPO) e 462 pb (sep); A2, banda purificada, 462 pb. Gene hp1: A1, bandas de 3,9
kb (TOPO) e 534 pb (hp1); A2, banda purificada, 534 pb. Gene hp2: A1, bandas de 3,9 kb (TOPO) e
306 pb (hp2); A2, banda purificada, 306 pb. Gene hp3: A1, bandas de 3,9 kb (TOPO) e 432 pb (hp3);
A2, banda purificada, 432 pb. C, PCR das colénias de E. coli DE3 transformadas com vetores
pET28aTEV recombinantes, empregando o par de primer T7 promoter. C+, pET28aTEV vazio (347
pb); C-, agua. Gene sep: 1 e 2, coldnias positivas (730 pb). Gene hp1: 1 a 5, colbnias positivas (802
pb). Gene hp2: 1 a 3, colbnias positivas (574 pb). Gene hp3: 1 a 3, colbnias positivas (700 pb). D,
PCR dos vetores pET28aTEV recombinantes, empregando o par primer especifico de cada gene. C+,
plasmidio selvagem; C-, agua. Gene sep: 1 e 2, colbnias positivas (462 pb). Gene hp1: 1 a 5, colbnias
positivas (534 pb). Gene hp2: 1 a 3, colbnias positivas (306 pb). Gene hp3: 1 a 3, colbnias positivas
(432 pb).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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FIGURA 14 — Etapas da clonagem de brnT, brnA e sistema brnT-brnA em vetores do
tipo TOPO e pET28aTEV
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Etapas da clonagem de brnT, brnA e sistema brnT-brnA em vetores do tipo TOPO e pET28aTEV. As
colunas de A a D representam as etapas da clonagem e as linhas, os genes. P, padrdo de 100 pb;
C+, controle positivo; C-, controle negativo; P1, padrao de 1kb plus (250 pb a 10kb); P2, padrédo de
100 pb (100pb a 2kb); A1, TOPO recombinante clivado com Xhol e Ndel; A2, inserto excisado, eluido
e purificado do gel de agarose a 1%. A, PCR das colbnias de E. coli DH5a brancas transformadas
com vetores TOPO recombinantes, empregando o par de primer M13. Gene brnT: C+1, TOPO+hp1
(736 pb); C+2, fornecido pelo fabricante (952 pb); C-, agua; 1 a 3, coldnias brancas positivas (499 pb).
Gene brnA: C+1, fornecido pelo fabricante (952 pb); C+2, TOPO+hp1 (736 pb); C-, agua; 1 a 4,
colbnias brancas positivas (511 pb). Sistema brnT-brnA: C+, fornecido pelo fabricante (952 pb); C-,
agua; 1 a 5, colbnias brancas positivas (800 pb). B, Reagédo de dupla digestdo dos vetores TOPO
recombinantes (esquerda) e confirmagéo da purificacdo dos insertos (direita). Gene brnT: A1, bandas
de 3,9 kb (TOPO) e 297 pb (brnT); A2, banda purificada, 297 pb. Gene brnA: A1, bandas de 3,9 kb
(TOPO) e 309 pb (brnA); A2, banda purificada, 309 pb. Sistema brnT-brnA: A1, bandas de 3,9 kb
(TOPO) e 598 pb (brnT-brnA); A2, banda purificada, 598 pb. C, PCR das colbnias de E. coli DE3
transformadas com vetores pET28aTEV recombinantes, empregando o par de primer T7 promoter.
C+, pET28aTEV vazio (347 pb); C-, agua. Gene brnT: 1 a 5, colbnias positivas (565 pb). Gene brnA: 1
a 5, colbnias positivas (577 pb). Sistema brnT-brnA: 1 a 3, coldnias positivas (866 pb). D, PCR dos
vetores pET28aTEV recombinantes, empregando o par primer especifico de cada gene. C+,
plasmidio selvagem; C-, agua. Gene brnT: 1 a 5, colbnias positivas (297 pb). Gene brnA: 1 a 5,
colbnias positivas (309 pb). Sistema brnT-brnA: 1 a 3, colbnias positivas (598 pb).

Fonte: Elaborado pelo autor.

As sequéncias de nucleotidios da regiao T7 dos vetores pET28aTEV recombinantes
foram sequenciadas e comparadas com as sequéncias moldes (regiao T7 do vetor
contendo as ORFs, previamente montadas no processador de texto Microsoft Word)
no algoritmo Blastn, para avaliar a integridade do gene clonado e a presenca da

cauda de histidina para purificacdo. Nas regides T7 clonadas com sep, hp1, hp2,
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hp3 e brmA nao foram encontradas delegdes, insergcbes e/ou alteragbes de
nucleotidios. Entretanto, na regido T7 contendo brnT observou-se a inser¢ao de uma
guanina (G) entre a posicdo 60 a 62 da sequéncia obtida (a sequéncia ja era
composta por duas G sequenciais, ndo sendo possivel afirmar o local exato da
insercao), alterando a fase de leitura da proteina, gerando um stop cdédon precoce e,
consequentemente, uma proteina de 24 aminoacidos (aa), ao invés de 114 aa (TAB.
6). Essa mutacéo foi visualizada na sequéncia dos cinco clones recuperados (FIG.
15). O gene brnT foi novamente clonado, trés clones foram selecionados e
sequenciados, porém todos apresentaram alteragdes e/ou dele¢des de nucleotideos
e, consequentemente, alteracdo da sequéncia de aminoacidos (dados néo

apresentados).

FIGURA 15 — Anadlise da sequéncia da regidao T7 do vetor recombinante

(PET28aTEVP™T)
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Analise da regido T7 do vetor recombinante pET28aTEV®™T isolado da amostra de E. coli DE3 clone
1. A, analise de qualidade e montagem do contig equivalente a sequéncia de nucleotidios da regiao
T7 do vetor pET28aTEVP™T" em Programa SeqTrace. Destaque em amarelo (posigdo 60), marcagéo
ilustrativa do possivel sitio de insercdo de uma G na sequéncia de nucleotidios. B, alinhamento entre
a sequéncia molde e a sequéncia da regido T7 do vetor pET28aTEV®"". Abaixo da sequéncia de
nucleotideos encontram-se os residuos de aminoacidos correspondentes a cada coédon. A insergéao
de uma G alterou a fase de leitura da proteina, gerando um stop cddon precoce e,
consequentemente, uma proteina truncada de apenas 24 residuos de aa. Destaques: em vermelho,
codon que origina a metionina inicial; em laranja, cauda de histidina N-terminal; em azul, sitio de
clivagem da enzima TEV; em verde, stop cddon precoce. Seta, provavel sitio de insercdo da G; trés
pontos, continuidade da sequéncia. Fonte: Elaborado pelo autor.
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A regido T7 do vetor recombinante contendo o sistema brnT-brnA, quando
analisada, evidenciou (i) substituicdo dos primeiros nucleotidios da sequéncia do
gene brnT, (ii) quinze delegcdes ao longo da sequéncia e (iij) auséncia da regiao que
codifica a tag, alterando por completo a sequéncia de aa do sistema, sendo

descartado do estudo.

5.3.2 EXPRESSAO DAS PROTEINAS RECOMBINANTES

Dentre as cinco proteinas recombinantes clonadas, apenas quatro foram expressas,
HP1, HP2, HP3 e SEP. Todos os clones de DE3 albergando o pET28aTEV ™
apresentaram mutagdes significativas, sendo inviavel a utilizagdo. Novas
transformacdes serdo realizadas posteriormente, porém, empregando-se E. coli DE3

pLysS, especifica para expressao de produtos toxicos.

Todas as proteinas recombinantes expressas apresentaram aumento de 2.000,15
Da (16 aa) da massa molecular (TAB. 6), condizente com a regido do vetor expressa

juntamente com a proteina.

As células transformadas com os vetores pET28aTEV albergando hp1, hp2, hp3 e
sep foram lisadas apés indugao por 4 h com IPTG. Em corrida eletroforética em gel
de poliacrilamida-SDS corado pelo Comassie blue, e foi possivel verificar a presenca
de bandas com massas moleculares equivalentes a todas as quatro proteinas. A
proteina hipotética 1 apresentou banda apenas na porgcdo insoluvel, sendo
totalmente solubilizada com 8M de ureia (imagem nao apresentada). As outras
proteinas foram visualizadas nas fragcdes soluvel e insoluvel, apesar da menor

intensidade da banda na fragéo soluvel (FIG. 16).

Para confirmar a expressao das proteinas recombinantes, as culturas induzidas com
IPTG por 4 h foram submetidas a técnica de western blotting. As proteinas contendo
a cauda de histidina apresentaram interacées especificas com o anticorpo primario

anti-6-his, sendo possivel visualizar bandas nas alturas esperadas (FIG. 17).
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TABELA 6 — Massas moleculares das proteinas nativas e recombinantes

Proteinas nativas Proteinas recombinantes
Genes

n®aa MM (Da) n® aa MM (Da)

sep 153 17536,08 169 15536,23
hpl 177 2022263 193 2222278
hp2 101 1165349 117 1365364
hp3 143 1631867 159 1831882
b T g8 11729 26 114 13725,41
brmA 102 11990 57 118 13990,71

n° aa, ndmero de aminoacidos, MM, massa molecular; Da, daltons. O
tamanho das proteinas foi estimado no programa ProtParam tool presente
no servidor protedmico ExPASy Fonte: Elaborado pelo autor.

FIGURA 16 - Perfil eletroforético das proteinas recombinantes em gel de

poliacrilamida corado pelo Comassie blue

A c
P NI ah

s
18.4kDa S <— 1831882Da
< 2222278Da bl .

Proteina hipotética 1 (HP1) Proteina hipotética 3 (HP3)

20kDa

B D
P NI 4h s 1 o
15 kDa «— 19.536,23Da
* <— 1365364Da 184k | B
10k0a T 144k0a |
Proteina hipotética 2 (HP2) Septicolisina (SEPT)

Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 12,5 (A, C e D) e 15% (B) das proteinas recombinantes
HP1, HP2, HP3 e septicolisina, corado por Comassie blue. P, padrao de massa molecular (pré-corado
10 a 250 kDa — A e B e n&o corado 14,4 a 116 kDa — C e D); kDa, massa molecular em KiloDaltons;
NI, cultura ndo induzida com IPTG; cultura induzida por 4 h com 1 mM de IPTG; S, sobrenadante
obtido apds sonicagdo da cultura induzida por 4 h com 1 mM de IPTG (fragcdo soluvel); |, pellet da
cultura obtido apos sonicagéo da cultura previamente induzida com 1 mM de IPTG (fracéo insoluvel).
A, Gel de poliacrilamida da proteina hipotética 1 evidenciando a presenca de uma banda de
22.222,78 Da, presente apenas na porgéo insolivel. B, Gel de poliacrilamida da proteina hipotética 2
evidenciando a presenga de uma banda de 13.653,64 Da, presente nas porg¢des soluvel e insolivel.
C, Gel de poliacrilamida da proteina hipotética 3 evidenciando a presenga de uma banda de
18.318,82 Da, presente nas porgdes soluvel e insoluvel. D, Gel de poliacrilamida da septicolisina,
evidenciando a presenga de uma banda de 19536,23 Da, presente nas porgdes soluvel e insollvel.
Fonte: Elaborado pelo autor.
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FIGURA 17 - Perfil eletroforético das proteinas recombinantes em gel de
poliacrilamida revelado pela técnica de Western blotting

A B

P HPL  HPZ HP3  SEPT

26,6 kDa 26,6 kDa
17 kDa 17 kDa
14,2 kDa 14,2 kDa
6,5 kDa 6,5 kDa

Perfil eletroforético em gel de poliacrilamida 12,5% das proteinas recombinantes HP1, HP2, HP3 e
septicolisina, corado por comassie blue (A) e revelado pela técnica de western blotting (B). Bandas
obtidas a partir das culturas induzidas por 4 h com 1 mM de IPTG. Para técnica de western blotting,
as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, incubada com anticorpo anti-6-
his Mouse IgG1 e com um anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado com uma
peroxidase, revelado por método colorimétrico (DAB). A e B, proteina hipotética 1, banda de
22.222,78 Da; proteina hipotética 2, banda de 13.653,64 Da; proteina hipotética 3, banda de
18.318,82 Da; septicolisina, banda de 19536,23 Da. P, padrdo de massa molecular pré-corado de 6,5
a 266 kDa; kDa, massa molecular em KiloDaltons.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os clones para os quais a expressao da proteina foi confirmada foram submetidos a
teste para avaliacdo de atividade antimicrobiana, empregando-se o método de
sobrecamada, conforme descrito no item 4.2.3.1. A partir dessa etapa, foram
empregados apenas os clones que apresentaram atividade antimicrobiana ou cuja
proteina apresentava evidéncias de ser a substancia (baseado em funcdo e

resultados prévios), tendo em vista o curto prazo para apresentagéo da tese.
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5.3.2.1 Teste de atividade antimicrobiana dos clones recombinantes

As amostras de E. coli DE3 albergando os plasmidios pET28aTEV recombinantes
foram submetidas a teste de atividade pela técnica de sobrecamada, conforme
descrito no item 4.2.3.1, com algumas modificagdes. Os testes foram realizados em
agar LB, sem adicao de antibidtico, porém acrescido de 40 uL de IPTG a 100 mM,
incubado a 25 e 37 °C.

Dentre as 4 amostras testadas (HP1, HP2, HP3 e SEP), apenas o clone carreando o
gene que codifica a proteina hipotética 3 foi capaz de inibir a amostra reveladora A.
baumannii 294, a 25 e 37 °C (FIG. 18). Porém, os halos gerados foram bem

menores se comparados com os demais observados ao longo do estudo.

A sequéncia da proteina hipotética 3 nativa, analisada no preditor ProtParam,
apresenta massa molecular de 16318, 76 Da, valor muito semelhante aquele da
fracdo 37 purificada a partir do extrato bruto obtido a partir da amostra de E. coli
BL21 transformada (C1), de 16277,971 Da, com variagao relativa 0,25%.

FIGURA 18 — Atividade antimicrobiana da amostra E. coli BL21 albergando o
pET28aTEVhr3

397
(C+)

HF3

Atividade antimicrobiana da amostra E. coli BL21 albergando o pET28aTEV/"*3 em LB agar a 37 e
25°C, com IPTG. Presenca de halos de inibicdo da amostra reveladora A. baumannii 294 nas placas
incubadas a 25°C e 37°C. Técnica de sobrecamada, incubacdo por 20 h. C+, controle positivo,
amostra de A. baumannii 397 cultivada em BHIA-S, Brain Heart Infusion Agar suplementado com

extrato de levedura, a 25°C, por 20 h, contra A. baumannii 294. Fonte: Elaborado pelo autor.
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5.3.3 PURIFICACAO DA PROTEINA HIPOTETICA 3 POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

O sobrenadante obtido apds sonicacdo da cultura de DE3 + pET28aTEV"r3induzida
foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna HisTrap constituida por grupos
quelantes carregados com ions Ni%*, com afinidade pela cauda de histidina presente
na proteina recombinante. A proteina foi eluida com gradiente linear de imidazol até
500 mM, sendo coletadas 10 fragbes de 1mL cada (FIG. 19a).

As fragdes coletadas apresentam banda correspondente a proteina HP3
recombinante (aproximadamente,18 kDa) em gel de poliacrilamida-SDS a 12,5%
corado pelo Comassie blue. As fragbes purificadas (8 a 10) foram eluida com 100%
de imidazol (FIG. 19b).

FIGURA 19 — Purificagao da proteina HP3 por cromatografia de afinidade a niquel

116 kDa

~ | 66.2 kDa

45 kD=

35 kDa
4 25 kDa

A h,

13.4 kDa

14.4 kDa

Perfil cromatografica (A) e eletroforético (B) da proteina hipotética 3 (HP3) purificada (A). A, perfil
cromatografico em coluna de afinidade a niquel (HisTrap de 1 mL), amostra injetada na coluna (linha
em azul,), fragbes de 1 a 10 (linha vermelha) eluidas com concentragbes crescentes de imidazol
(linha verde). B, gel de poliacrilamida - SDS a 12,5%, presenca de uma banda de aproximadamente
18 kDa condizente com a proteina HP3 recombinante (18.318,82) P, padrdo de massa molecular ndo-
corado de 14,4 a 116 kDa; kDa, massa molecular em KiloDaltons;

Fonte: Elaborado pelo autor.

Foi realizado um pool das fragdes 8 a 10 (FIG. 19b). O pool, dosado pelo método de
Bradford apresentou concentragdo proteica de 177,3 mg/mL. Entretanto, quando
dialisada contra PBS 1X nenhuma proteina foi detectada. Nao temos explicacéao
para a perda total da proteina purificada.
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5.3.3.1 Teste de atividade das proteinas purificadas

A fracdo purificada contendo imidazol foi submetida a avaliacdo da atividade
antimicrobiana, mas, ndo houve a formacdo de halo de inibicdo da amostra
reveladora A. baumannii 294. Dentre as hipoteses levantadas, cita-se: (i) alta
concentracado de imidazol (sal) e (ii) presengca de 16 residuos de aa relacionados a
expressado de uma regido do vetor pET, que n&o fazem parte da estrutura nativa da

proteina.

O mecanismo de acédo e a seletividade dos AMPs sao influenciados diretamente
pela constituigdo de aa e estrutura. Dentre as propriedades que mais afetam essas
caracteristicas, destacam-se a natureza catibnica e o grau de hidrofobicidade. Os
AMPs geralmente apresentam carga liquida de +2 a +13, relacionado a presencga de
residuos de lisina (Lys) e arginina (Arg) e, algumas vezes, de histidina (His). A carga
desses compostos tem sido correlacionada com a atividade antimicrobiana,
demonstrando que o aumento da carga de um AMP de +3 para +5 aumenta
significativamente a atividade antimicrobiana, porém, o aumento de +6 ou +7
promove perda da atividade antimicrobiana e reducédo da seletividade (aumento da
atividade hemolitica). Acredita-se que o comprometimento da atividade possa estar
relacionado a forte interacdo entre o peptidio e os fosfolipidios de membrana,
dificultando a translocagdo do peptidio para o interior da membrana (KUMAR;
KIZHAKKEDATHU; STRAUS, 2018).

Conforme mencionado anteriormente, a proteina hipotética 3, quando expressa em
pET28aTEV, adquire 16 residuos novos de aa, dentre esses, sete residuos de
histidina, o que poderia comprometer sua estrutura e, consequentemente, a

atividade antimicrobiana da proteina.

Como perspectivas, sera realizada dialise da proteina purificada e clivagem com a
protease TEV, o0 que resultara em uma proteina semelhante a nativa, com apenas
um residuo de glicina complementar, que, provavelmente, nao afetara a estrutura

primaria e fungao bioldgica.
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6 CONCLUSOES

o Os resultados confirmam que o gene que codifica a substancia
antimicrobiana ativa contra amostras MDR de A. baumannii possui

localizagao plasmidial.

o A descoberta de um plasmidio selvagem modificou a proposta inicial, criando
perspectivas para identificagcdo e caracterizagcdo mais detalhada da
substancia. Entretanto, a baixa concentracdo da substancia purificada
impossibilitou o0 sequenciamento e identificagdo da substancia
antimicrobiana expressa pelo sistema E. coli BL21 transformado, tendo sido

necessario o sequenciamento do plasmidio selvagem.

o A analise de similaridade da sequéncia do plasmidio permitiu classificar o
plasmidio na superfamilia Rep3, evidenciou doze regides que codificam
proteinas, das quais cinco foram sugestivas da proteina antimicrobiana,
sendo, trés proteinas hipotéticas, uma toxina (BrnT) e uma citolisina

(septicolisina).

o A auséncia de genes que codificam resisténcia antimicrobiana no plasmidio
parece estar em desacordo com resultados de testes de suscetibilidade
antimicrobiana das amostras que albergavam o plasmidio selvagem. A
elucidacdo dessa questdo podera ser obtida a partir do sequenciamento

completo do genoma de A. baumannii 397 .

o Estudos de clonagem e expressdao génica permitem-nos sugerir que a
proteina hipotética 3 esteja relacionada com a atividade antimicrobiana
contra amostras MDR de A. baumannii. Entretanto, novos experimentos séo

necessarios para confirmacgao desta hipotese.
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APENDICE A - Fluxograma do projeto realizado durante o mestrado

A Screening
¢ 19 amostras A. baumannii

B Precipitacdo dcida

* 1 amostra produtora (A. baumanmnii 397)
Testes deatividade Caracterizagdo Purificacéo parcial
antimicrobiana D i E
| Natureza proteica; 3 etapas de cromatografia de fase
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Representacdo esquematica das etapas do projeto realizadas durante o mestrado: screening (A),
extracdo (B), espectro de agdo (C), caracterizagdo (D) e purificacdo parcial (E) de substancia
antimicrobiana produzida por A. baumannii e ativa contra amostras MDR da mesma espécie. A, o
screening foi realizado com 19 amostras de A. baumannii, em diferentes condigbes de cultivo,
empregando, como reveladoras, as proprias amostras produtoras (teste de sobrecamada). Dentre as
19 amostras testadas, apenas uma produziu algo que inibiu, no primeiro momento, algumas amostras
de bactéria, em Brain Heart Infusion Agar suplementado com extrato de levedura, a 25 °C. Dentre
todas as amostras sensiveis, foi selecionada aquela que apresentou halo de inibigdo maior e mais
limpido. B, a producéo da substancia foi otimizada e, em seguida, a amostra produtora foi submetida
a precipitagao acida com HCI 5 N, até pH 2,0, obtendo extrato ativo até 1:16. C, os testes de atividade
antimicrobiana com o extrato bruto foram realizados contra 37 clones de A. baumannii, sendo 35
MDR e 38 amostras de referéncia de bactérias de importancia clinica. Observou-se atividade contra
todas as 37 amostras de A. baumannii (halos grandes e limpidos). D, a substancia ativa presente no
extrato bruto foi caracterizada quanto a natureza proteica (inativada por diferentes enzimas
proteoliticas - tripsina, proteinase K, pepsina, papaina e a-quimiotripsina), estabilidade ao tratamento
com solventes orgénicos por 3 h (acetona, acetonitrila, alcool isopropilico, metanol, etanol e hexano),
uma ampla faixa de pH (2 a 12) (tempo maximo dos testes, 2 meses) e temperatura (-80 a,
aproximadamente, 100 °C), com variagdo do periodo de estabilidade para cada temperatura. Merece
destaque a estabilidade por 7 dias a 25 °C (temperatura de produgao) e 37 °C (temperatura de cultivo
das amostras suscetiveis). E, o extrato bruto, sabidamente ativo e parcialmente caracterizado, foi
submetido a 3 etapas de cromatografia de fase reversa, usando colunas C8 (uma etapa) e C18 (2
etapas), as fragdes ativas obtidas na ultima etapa de cromatografia foram analisadas no espectro de
massas € observou-se a presenga de duas massas, dificeis de serem separadas e
consequentemente, identificadas (GUIMARAES, 2016). Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE B - Seleciao da amostra reveladora de Acinetobacter baumannii
empregada nas etapas de caracterizagao e purificagao parcial da substancia

antimicrobiana

Q00000

Suscetibilidade das amostras de A. baumannii contra A. baumannii 397 (produtora da substancia
antimicrobiana), avaliada em meio Brain Heart Infusion Agar, suplementado com extrato de levedura,
a 25°C, por 20 h. Dentre as 19 amostras testadas como reveladoras, nessa ilustragdo, sao
apresentadas apenas aquelas cujos halos puderam ser mensurados, sendo, ATCC 19606 (10,07
mm), 294 (15,84 mm), 162 (10,52 mm), 238 (13,09 mm), 7 (12,37 mm) e 27 (11,08 mm). A amostra A.
baumannii 294 foi a mais suscetivel (GUIMARAES, 2016).

Fonte: Elaborado pelo autor.

APENDICE C - Identificagdo genotipica das 19 amostras de Acinetobacter

baumannii por PCR do gene blaoxas1

P wr  zm 1028 187 205 z78 e = o [
P TR 100a 2048 1Y 3m aaa e 1gm  mE

Deteccao de blaoxasi, gene intrinseco de A. baumannii, por PCR; amplicons de 353 pb observados em
todas as amostras. C+, controle positivo: A. baumannii ATCC 19606; C -, controle negativo: agua. P,
padrao de massa molecular (100 pb); pb, pares de bases (GUIMARAES, 2016).

Fonte: Elaborado pelo autor.



APENDICE D - Perfil de suscetibilidade das amostras de Acinetobacter baumannii e Escherichia coli
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APENDICE E - Espectros de massas da fragdo C6 em matriz DHB

Al A2
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Espectro de massas da fragdo C6, oriunda das corridas 40 (A) e 41 (B) obtida da ultima etapa de
cromatografia do extrato bruto isolado de A. baumannii 397. A1 e BA1, perfis cromatograficos em
coluna de fase reversa C-18 Sephasil™ Peptide, corrida 40 (A) e 41 (B), eluidas com solugdo B
(acetonitrila - ACM 80% v/v acrescida de acido trifluoroacético - TFA 0,1%) e equilibrada com
solugdo A (TFA 0,1% v/v em agua Milli-Q®). As fragdes eluidas foram monitoradas, empregando-se
comprimento de onda de 220 (rosa), 280 nm (azul) e gradiente de acetonitrila 0 a 100% (verde), a
25 °C. A2 e B2, espectros de massas em matriz DHB da fracdo C6, corrida 40 (A2) e corrida 41
(B2). A2, presenca de trés ions moleculares, sendo, 6.231, 583; 8.379, 025 e 12464,265 Da. B2,
presenga de quatro ions, sendo, 6.232,067; .8445, 047; 12466,319 e 16890,599 Da. Intensidade
relativa versus fungdo massa sobre carga (m/z) (GUIMARAES, 2016).

Fonte: Elaborado pelo autor.
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APENDICE F - Teste de suscetibilidade a antimicrobianos dos clones
recombinantes em busca do gene de resisténcia relacionado ao plasmidio

selvagem

Para verificar se a resisténcia antimicrobiana estava relacionada a uma das quatro
proteinas recombinantes, os clones de DE3 que expressaram as proteinas
hipotéticas 1, 2 e 3 e a septicolisina foram avaliados quanto ao perfil de
suscetibilidade a agentes antimicrobianos, conforme descrito previamente no item
4.1.1, com diferencas apenas nos critérios usados para interpretacdo dos resultados.
Foram utilizados os valores fornecidos para bactérias da familia Enterobacteriaceae
(CLSI, 2019).

Os clones foram suscetiveis a todos os antimicrobianos testados, com exce¢ao da

canamicina, marcador de sele¢cdo do pET28aTEV.



