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RESUMO

Acinetobacter baumannii € um importante patégeno envolvido em infecgdes
associadas a assisténcia a saude caracterizado por infecgdes em pacientes
imunossuprimidos, que podem causar, dentre outras complicagdes, pneumonia. O
tratamento € desafiador, devido a selegdo de microrganismos resistentes aos
medicamentos comumente utilizados. Uma alternativa sdo os peptideos
antimicrobianos, tal como LyeTx | mnAK, que apresenta atividade antimicrobiana
contra bactérias e fungos, além de demonstrar sinergia com outros antibioticos
utilizados clinicamente, como o meropenem. Portanto, nosso objetivo € caracterizar
0 genoma de uma nova linhagem de A. baumannii AC37 multirresistente e avaliar o
efeito antimicrobiano do peptideo LyeTx | mnAK, do meropenem e da combinagao
do peptideo com o meropenem através da analise do transcriptoma bacteriano.
Apds a montagem e anotacdo do genoma, com os programas Unicycler o pgap,
foram identificados 31 genes associados a resisténcia a antibiodticos através do RGI.
Adicionalmente, foram realizadas analises filogenéticas com outros 122 genomas de
A. baumannii e identificamos 3 genes exclusivos do isolado AC37. Através de
analises do mobiloma bacteriano, utilizando o TNCentral, identificamos 13 genes
associados a regides de elementos genéticos moveis, sendo 2 dos 3 genes
exclusivos de AC37, sugerindo eventos de transferéncia horizontal entre diferentes
espécies. Para as analises dos transcriptomas, o mapeamento e contagem dos
genes foram realizados com os programas Bowtie2 e FeatureCounts,
respectivamente. Foi observado que o tratamento com o peptideo gerou o maior
namero de genes diferencialmente expressos, seguido pelo sinergismo e, por ultimo,
o meropenem. Analisamos também a expressdo dos genes de resisténcia
identificados no genoma e observou-se a superexpressao de 2 operons relacionados
aos sistemas de efluxo ativo bacteriano. Através de andlises de enriquecimento
funcional, observamos ativacdo de processos celulares como a produgao,
exportagao e secrecao de proteinas; resisténcia a B-lactamicos no tratamento com o
LyeTx | mnAK, demonstrando a plasticidade da resposta bacteriana a estresses
externos. Este estudo ajuda na caracterizagdo de um novo isolado de A. baumannii
além da compreensdo da resposta bacteriana a um possivel novo alvo terapéutico.
Palavras-chaves: Acinetobacter  baumannii, peptideos antimicrobianos;

transcriptdmica; genémica



ABSTRACT

Acinetobacter baumannii is a major pathogen involved in healthcare-associated
infections, characterized by infections in immunosuppressed patients, which can lead
to complications such as pneumonia. Treating infections caused by these bacteria is
challenging, as the hospital environment favors the selection of microorganisms
resistant to commonly used drugs. An alternative is antimicrobial peptides, such as
the Toxin | peptide from Lycosa erythrognatha (LyeTx |), which exhibits antimicrobial
activity against bacteria and fungi. Its derived form, LyeTx | mnAK, composed of 16
amino acids, demonstrates synergy with other clinically used antimicrobials, such as
meropenem, in in vitro assays for the treatment of A. baumannii infections.
Therefore, our objective is to characterize the genome of a new multidrug-resistant A.
baumannii strain, AC37, and evaluate the antimicrobial effect of the LyeTx | mnAK
peptide, meropenem, and the combination of the peptide with meropenem through
bacterial transcriptome analysis. After genome assembly and annotation using the
Unicycler and PGAP programs, 31 genes associated with antibiotic resistance were
identified through RGI. Additionally, phylogenetic analyses were conducted with 122
other A. baumannii genomes, identifying three unique genes in the AC37 isolate.
Through bacterial mobilome analyses, we identified 13 genes associated with mobile
genetic element regions, with two of the three unique genes in AC37, suggesting
horizontal transfer events between different species. For transcriptome analyses,
gene mapping and counting were performed using Bowtie2 and FeatureCounts,
respectively. It was observed that treatment with the peptide resulted in the highest
number of differentially expressed genes, followed by the synergy treatment, and
lastly, meropenem. We also analyzed the expression of the resistance genes
identified in the genome and observed the overexpression of two operons related to
bacterial active efflux systems. Through functional enrichment analyses, we identified
cellular processes such as protein production, export, and secretion, as well as
B-lactam resistance activation during treatment with LyeTx | mnAK. This study
contributes to the identification of a new A. baumannii isolate and enhances the

understanding of bacterial response to a potential new therapeutic target.

Key-words: Acinetobacter baumannii; antimicrobial peptides; transcriptomics;

genomics
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1. INTRODUGAO

1.1 Acinetobacter baumannii

O género Acinetobacter pertence a familia Moraxellaceae e a ordem
Pseudomonadales. Ele foi descrito pela primeira vez em 1954 por Brisou e Prévot,
que o separaram de outros grupos de bactérias gram-negativas (BRISOU; PREVOT,
1954). Este género é composto por bactérias estritamente aerdbicas, ndo moveis,
catalase-positivas, negativas para a produgdo de indole, desprovidas da enzima
citocromo oxidase, citrato-positivas e com conteudo GC variando entre 39-47%
(ALMASAUDI, 2018).

Atualmente, é composto por mais de 80 espécies distribuidas em uma ampla
diversidade de ambientes (PARTE et al., 2020). Essas incluem espécies de vida livre
e associadas ao solo, agua, esgoto, alimentos e animais incluindo, seres humanos,
e podem ser tanto bactérias patogénicas quanto ndo patogénicas (DOUGHARI et al.,
2011).

Espécies ndo patogénicas podem desempenhar papéis relevantes em
processos fermentativos, contribuindo para o sabor e a preservacao de alimentos
(UZEH; OHENHEN; ROJUGBOKAN, 2006; KOOHI et al., 2014). Além disso, estao
envolvidas na degradacdo de fendis, auxiliando na biorremediacdo de solos
contaminados (LIU et al., 2016, 2020). Por outro lado, espécies patogénicas estao
associadas a diversas comorbidades em seres humanos como pneumonia,
meningite, diarréia, hemdlise e bacteremia (MULESHKOVA et al., 2024).

Os isolados com relevancia clinica do género Acinetobacter podem ser
agrupados e classificados filogeneticamente no complexo Acinetobacter
calcoaceticus-baumannii  (Acb). Neste grupo estdo presentes 5 linhagens
patogénicas, A. baumannii, A. nosocomialis, A. pittii, A. seifert e A. dijkshoorniae
(também conhecida por A. lactucae), assim como uma linhagem nao patogénica, A.
calcoaceticus (HARDING; HENNON; FELDMAN, 2018). Dentre elas, A. baumannii é
a mais estudada devido a forte associacdo com infec¢gdes oportunistas em
ambientes hospitalares (RAMIREZ; BONOMO; TOLMASKY, 2020; IBRAHIM et al.,
2021).


https://www.zotero.org/google-docs/?2MmopA
https://www.zotero.org/google-docs/?2MmopA
https://www.zotero.org/google-docs/?MgexYl
https://www.zotero.org/google-docs/?MtNNGq
https://www.zotero.org/google-docs/?Qbqagc
https://www.zotero.org/google-docs/?Qbqagc
https://www.zotero.org/google-docs/?45unuE
https://www.zotero.org/google-docs/?qBphWT
https://www.zotero.org/google-docs/?DktHg5
https://www.zotero.org/google-docs/?gSd4tj
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A. baumannii pode colonizar diferentes tecidos, incluindo a pele, trato urinario,
feridas e até o sistema nervoso central. Contudo, as infecgcdes mais frequentes e
associadas aos maiores indices de mortalidade envolvem a colonizagdo dos vasos
sanguineos e, principalmente, dos pulmdes, o que resulta em pneumonia severa
(ANTUNES; VISCA; TOWNER, 2014; LEE et al., 2017).

As infecgdes por essa bactéria sdo frequentemente facilitadas em pacientes
recém-operados ou que apresentam infeccbes concomitantes. Em ambientes
hospitalares, ela é facilmente introduzida no organismo através de feridas, cateteres
intravasculares e ventiladores pulmonares (ANTUNES; VISCA; TOWNER, 2014)

Aproximadamente 45% dos isolados de A. baumannii séo classificados como
multirresistentes a antimicrobianos, uma das maiores porcentagens entre as
bactérias do grupo ESKAPE (GIAMMANCO et al., 2017). Este grupo inclui
Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, A.
baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. Em regides
subdesenvolvidas, os valores podem chegar a 70% dos isolados identificados como
multirresistentes (IBRAHIM et al., 2021).

1.2 Mecanismos de resisténcia em Acinetobacter baumannii

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos (do inglés, AMR - Antimicrobial
Resistance) representa um desafio a saude publica global (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017). O tratamento de infecgdes causadas por bactérias
gram-negativas € desafiador devido a impermeabilidade da membrana externa, que
atua como uma barreira protetora contra diversos agentes antimicrobianos. Superar
essa barreira € necessario para aumentar a concentragao intracelular do antibi6tico,
potencializando sua eficacia e melhorando o progndstico das infecgbes (Whittle et
al., 2021).

Bactérias apresentam alta plasticidade genética, em especial sob estresse,
permitindo-lhes desenvolver ou adquirir uma ampla gama de mecanismos de
resisténcia, como enzimas capazes de degradar ou alterar farmacos, bombas de
efluxo, alteragdo da permeabilidade celular e diversos outros mecanismos
(GORDON; WAREHAM, 2010; CERCEO et al.,, 2016). Os genes de resisténcia
podem ser intrinsecos, ja presentes no genoma e sujeitos a mutagdes, ou adquiridos

por meio de elementos genéticos moveis (do inglés MGE - Mobile Genetic
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Elements), como plasmideos, transposons e integrons. (DIJKSHOORN; NEMEC;
SEIFERT, 2007; RUMBO-FEAL et al., 2013).

A aquisicao de material genético em bactérias esta representada na Figura 1
e pode ocorrer por 3 vias classicas: transformacgado, transdugdo e conjugagao
(OLIVEIRA et al., 2017). A transformacao consiste na captagdo de fragmentos de
DNA disponiveis no ambiente; a transducédo ocorre por meio da transferéncia de
material genético mediada por bacteriéfagos; e a conjugagcdo envolve o contato
direto entre duas bactérias, permitindo a transferéncia de plasmideos ou outros
elementos genéticos moéveis. Além das vias classicas, a transferéncia de material
genético pode ocorrer por mecanismos alternativos, como vesiculas membranares,
estruturas semelhantes ao pilus (nanotubos), ou por agentes que mimetizam a
transferéncia mediada por fagos (do inglés, GTA - phage-like gene transfer agents)
(ARNOLD; HUANG; HANAGE, 2022).
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Figura 1. Mecanismos de aquisigdo de material genético. Os mecanismos classicos assim como
as formas “ndo candnicas” estao representadas no painel. Depois de adentrar a célula, o material
genético pode se integrar ao genoma bacteriano. A integragdo pode ocorrer dependente de RecA,
proteina que se associa ao material genético exdgeno e busca por homologia no DNA bacteriano.
Também pode ocorrer a integragdo independente de RecA, onde o material genético exdégeno poderia
hibridizar em locais de ndo homologia. Fonte: Arnold, B. J.; Huang, |.-T.; Hanage, 2022.

Os MGEs podem carregar genes de resisténcia a antibidticos e metais
pesados, viruléncia e catabodlicos, sendo essenciais para a disseminacdo de
fendtipos de resisténcia entre diferentes espécies de bactérias (TOKUDA;

SHINTANI, 2024). Os principais elementos genéticos méveis em A. baumannii séo
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as sequéncias de insergao (do inglés, IS - Insertion sequences), 0s transposons e 0s
integrons e estao representados na Figura 2.

Os elementos de insercao (do inglés IS - Insertion Elements), sao os menores
e mais simples elementos transponiveis, com cerca de 1 kb. Apresentam duas
sequéncias invertidas terminais e uma ou duas ORFs (Open Read Frame) que
codificam transposases, enzimas responsaveis pela excisdo e integracdo desses
elementos no genoma (NOEL; PETREY; PALMER, 2022). Ja os transposons
apresentam uma estrutura semelhante aos IS, mas se diferenciam pela capacidade
de carrear genes passageiros, especialmente genes de resisténcia a antibidticos
(PARTRIDGE et al., 2018). No caso dos integrons, sdo elementos genéticos moéveis
capazes de adquirir pequenos cassetes génicos, geralmente associados a
resisténcia antimicrobiana. Sua estrutura é composta por trés regides principais, um
gene que codifica a integrase (intl1), um sitio de recombinagado (attl), onde os
cassetes génicos sdo inseridos e um promotor (Pc), responsavel pela expressao dos
genes adquiridos (TOKUDA; SHINTANI, 2024).
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Figura 2. Principais classes de elementos genéticos moéveis que contribuem para a resisténcia
a antimicrobianos em Acinetobacter baumannii. Representacdo de mecanismos de aquisi¢do de
genes de resisténcia através de elementos moveis. Painel A: sequéncias de insergao representadas
pelas sequéncias invertidas terminais e os genes codificadores de transposases; Painel B:
representacao geral de um transposon de DNA, similar as IS, mas carregando genes passageiros em
sua estrutura primaria; Painel C: outro tipo de transposon onde os genes passageiros agora sdo
flanqueados por uma IS e ndo apenas por sequéncias invertidas terminais; Painel D: representagao
da estrutura de um integron e a insercdo de um cassete génico a sua sequéncia. Adaptado de: Noel;
Petrey; Palmer, 2022.

A Figura 3 resume os principais mecanismos de resisténcia em bactérias. A
inativagdo de antibidticos ocorre por meio de enzimas que degradam ou modificam
suas moléculas. No caso da degradacdo enzimatica, ha hidrolise de grupos
funcionais especificos do antibidtico, tornando-o ineficaz. Ja as enzimas
modificadoras transferem grupos quimicos, como acetil, fosforil ou adenil, para a
molécula do antibidtico, bloqueando sua interagdo com o alvo. A alteracdo do
sitio-alvo envolve mudancgas estruturais no alvo do antibiético que reduzem sua
afinidade de ligagdo. Durante o desvio de alvo, uma nova proteina funcional, ndo
inibida pelo antibidtico, assume a fungao do alvo original, tornando este ultimo
redundante e o antibidtico ineficaz. A redugdo no influxo ocorre devido a
modificagdes na membrana bacteriana, como a regulagdo negativa de porinas,
proteinas transmembranares responsaveis pelo transporte passivo de compostos
hidrofilicos menores que 600 Da, incluindo alguns antibiéticos. Ja o efluxo ativo é
mediado por bombas de efluxo transmembranares, que exportam os antibiéticos
para fora da célula. Por fim, a protecdo do alvo envolve a interacao de proteinas de
protecdo com o alvo do antibidtico, mitigando a inibicdo causada por ele e
preservando sua funcao celular (ARZANLOU; CHAI; VENTER, 2017; DARBY et al.,
2023; DE PASCALE; WRIGHT, 2010).
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Figura 3. Mecanismos moleculares da resisténcia a antibiéticos. Representagéo das principais
categorias dos genes associados a resisténcia a antibiéticos. Fonte: Darby et al., 2023.

O tratamento das infec¢gbes causadas por A. baumannii multirresistente foi,
inicialmente, baseado no uso de carbapenémicos, como Meropenem e Imipenem.
Esse grupo de farmacos, introduzido em 1985, representou um avango no controle e
tratamento de infecgdes por A. baumannii (MICHALOPOULOQOS; FALAGAS, 2010). O
Meropenem €& um [-lactdmico pertencente a classe dos carbapenémicos, cujo
mecanismo de acdo envolve a inibicdo da sintese de parede celular bacteriana,
através da ligagdo a proteinas de ligacdo a penicilina (do inglés PBPs -
Penicillin-binding  proteins), impedindo a formacdo de ligagdbes entre os
peptidoglicano, e, consequentemente, ha a formagédo da parede celular defeituosa
(ZHANEL et al., 2007; STEFFENS et al., 2021).

No entanto, o uso inadequado e indiscriminado desses antibioticos,
associados a falta de diagndstico rapido, contribuiram para o aumento de bactérias
resistentes a carbapenémicos (DOI, 2019). Atualmente, os polipeptideos da classe
das polimixinas, como a colistina, sdo os principais farmacos utilizados para o
tratamento das infecgbes por A. baumannii. Apesar de sua eficacia, esses
medicamentos estdo associados a efeitos colaterais, incluindo nefrotoxicidade e
neurotoxicidade, o que limita sua aplicacdo clinica e ressalta a necessidade de
alternativas terapéuticas (KYRIAKIDIS et al., 2021; NORDMANN; POIREL, 2019).
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Conforme dados da Rede de Vigilancia Antimicrobiana da China (CHINET -
Antimicrobial Surveillance Network China), a porcentagem de isolados resistentes ao
Meropenem aumentou significativamente, passando de aproximadamente 31% em
2005 para cerca de 77% em 2022 (HU et al., 2016; YANG et al., 2023). No Brasil, de
acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), cerca de 83% dos
isolados clinicos de A. baumannii apresentam resisténcia a carbapenémicos em
2023 (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [ANVISA], 2023).

De acordo com o Centers for Disease Control (CDC), as infecgbes por A.
baumannii estdo associadas a periodos prolongados de hospitalizagao,
especialmente em pacientes do género masculino e de idade avangada. Dessa
forma, a CDC classificou A. baumannii resistente a carbapenémicos (do inglés,
CRAB - Carbapenem Resistant Acinetobacter baumannii) como prioridade maxima
na busca por novos tratamentos (Center for Disease Control and Prevention [CDC],
2021; World Health Organization [WHO], 2017).

1.3 Peptideos antimicrobianos

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos (AMR) é um fendmeno que confere
insensibilidade aos tratamentos devido ao uso amplo de antibiéticos. Esse fenbmeno
€ especialmente critico em ambientes hospitalares e estima-se que, até 2050, as
infeccbes por bactérias resistentes poderdo causar cerca de 10 milhdes de oébitos
(XUAN et al., 2023). Nesse cenario, a busca por novas alternativas terapéuticas se
mostram necessarias

Peptideos antimicrobianos (do inglés, AMPs - Antimicrobial peptides) surgem
como uma promissora solugdo terapéutica. Esses peptideos sado pequenas
moléculas, geralmente menores que 100 residuos de aminoacidos, encontradas
naturalmente no sistema imune inato de diversos organismos (MALLAPRAGADA;
WADHWA; AGRAWAL, 2017). Os AMPs sao caracterizados por apresentarem carga
positiva e estrutura anfifilica, que permitem interagdes especificas com componentes
hidrofébicos da parede e membrana celulares de microrganismos (LI et al., 2022).

A superficie externa da membrana dos microrganismos € geralmente
carregada negativamente, o que decorre das por¢des externas de seus fosfolipideos
(MATSUZAKI, 2001). Em contraste, as membranas de células de eucariotos
superiores sao compostas, predominantemente, por lipideos neutros, enquanto

lipideos carregados encontram-se, em sua maioria, voltados para o citoplasma
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celular. Essa diferenca na composicdo das membranas possibilita que os AMPs
interajam com as membranas de microrganismos por meio de interagbes
eletrostaticas e hidrofébicas. Por outro lado, a interagdo com as membranas de
eucariotos superiores ocorre principalmente por interagdes hidrofébicas (ZASLOFF,
2002).

Além de sua eficacia na eliminagdo de uma ampla gama de microrganismos,
incluindo bactérias, fungos, protozoarios unicelulares e virus, os AMPs
desempenham um papel imunomodulador. Eles sdo capazes de potencializar a
resposta imune do hospedeiro e contribuindo significativamente para o controle de
infecgdes (BIN HAFEEZ et al., 2021).

A Figura 4 mostra um diagrama esquematico da estrutura, metodologias e

desafios enfrentados na sintese e tratamento com peptideos antimicrobianos em

infecgbes microbianas.
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Figura 4. Diagrama esquematico dos peptideos antimicrobianos no combate a infecgdes
bacterianas resistentes a medicamentos. (A) Estrutura e classificagdo dos AMPs. (B) Metodologias
utilizadas para a sintese de AMPs. (C) Mecanismos de geracdo de bactérias resistentes. (D)
Mecanismo de acdo dos AMPs em bactérias resistentes. (E) Exemplos do uso de AMPs no
tratamento de infec¢des bacterianas. (F) Desafios da utilizagdo de AMPs como método terapéutico.
(G) Novas abordagens e estratégias disponiveis para o tratamento de infec¢des bacterianas
resistentes a medicamentos. Fonte: Xuan et., 2023.

1.4 LyeTx | e seus derivados

O peptideo antimicrobiano LyeTx | foi originalmente isolado do veneno da
aranha Lycosa erythrognatha e possui uma estrutura primaria composta por 25
aminoacidos (H-IWLTALKFLGKNLGKHLAKQQLAKL-NH2) e pode ser visualizada na
Figura 5. Sua estrutura secundaria, predominantemente formada por a-hélices, é
uma caracteristica comum aos AMPs. LyeTx | demonstrou atividade antimicrobiana
contra uma ampla gama de microrganismos, incluindo bactérias Gram-positivas,
como Staphylococcus aureus, bactérias Gram-negativas como Escherichia coli; e
leveduras, como Candida krusei e Cryptococcus neoformans. No entanto, o peptideo
apresentou atividade hemolitica em altas concentragdes in vitro, o que limita seu
potencial como candidato para novos tratamentos terapéuticos. (SANTOS et al.,
2010).

Figura 5. Estrutura obtida por RMN do peptideo LyeTx l. A estrutura primaria do LyeTx | é
composta pela sequéncia: H-IWLTALKFLGKNLGKHLAKQQLAKL-NH2. Residuos hidrofébicos estao
representados em creme enquanto residuos carregados estdo em laranja. Visualizagdo realizada com
o Mol*(WebGL) no PDB. PDB: 7MMM.

Na tentativa de minimizar os efeitos hemoliticos, diminuir o custo da sintese
dos peptideos, aumentar sua estabilidade in vivo e, possivelmente, reduzir os efeitos
colaterais, foram sintetizados derivados menores do peptideo LyeTx | (Tabela 1). Os
novos peptideos foram submetidos a uma série de experimentos, incluindo avaliagao

da atividade antimicrobiana contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e
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alguns fungos, além de testes de atividade hemolitica e citotoxica em células de
mamiferos, bem como ensaios in vivo. Entre os derivados, o peptideo LyeTx | mnAK
destacou-se por apresentar as melhores propor¢gdes entre as médias geométricas
das atividades antimicrobiana e hemolitica, além de apresentar menor toxicidade
celular, redugdo da carga bacteriana e diminuigao da inflamagao em experimentos in
vivo (FUSCALDI et al., 2021).

Tabela 1 - Comparagao dos peptideos derivados de LyeTx I. Adaptado de: Shortened derivatives
from native antimicrobial peptide LyeTx I: In vitro and in vivo biological activity assessment. (Fuscaldi
et al., 2021).

Peptideo Massa Estrutura primaria pH tedrico
molecular
(Daltons)
LyeTx | 2830.7 H-IWLTALKFLGKNLGKHLAKQQLAKL-NH2 10.6
LyeTx | mn 1700.0 H-IWLTALKFLGKNLGK-NH2 10.3
LyeTx | mnAK 1828.1 H-IWLTKALKFLGKNLGK-NH2 10.5
LyeTx | mnAKAc 18711 Ac-IWLTKALKFLGKNLGK-NH2 10.5

O derivado LyeTx | mnAK foi testado no tratamento de linhagens de A.
baumannii resistentes a carbapenémicos, demonstrando efeito antimicrobiano contra
todas as linhagens avaliadas. Além disso, esse peptideo apresentou redugdo na
formacgao de biofilmes e n&o exibiu aumento na concentragdo minima inibitéria (MIC,
do inglés Minimum Inhibitory Concentration) ao longo de um periodo de tratamento
de 14 dias. Adicionalmente, foi observado que LyeTx | mnAK possui efeito sinérgico
com dois antimicrobianos amplamente utilizados, a Colistina e o Meropenem (LIMA
et al., 2021).

O sinergismo entre o peptideo LyeTx | mnAK e o Meropenem apresenta
potenciais beneficios, como o aumento da eficacia terapéutica, reducdo da
concentracido necessaria de ambos os farmacos, diminuicdo da resisténcia ao
antibidtico e prolongamento da vida util desses agentes antimicrobianos. Além disso,
essa combinagcdo pode contribuir para a redugdo da formacdo de biofilmes,
diminuicdo da toxicidade e menores custos de sintese e produgdo (HILL; COWEN,
2015; MHLONGO et al., 2023).
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1.5 Gendmica e transcriptomica no estudo de microrganismos

Apesar dos mais de 34 mil genomas de A. baumannii depositados no NCBI, a
caracterizagao de um novo isolado permanece importante devido aos processos de
microevolugcdo e mutagdes que ocorrem nessa espécie, os quais podem influenciar
diretamente o fendtipo de resisténcia, viruléncia e patogenicidade (ARTUSO et al.,
2022). As linhagens de A. baumannii exibem elevada plasticidade gendmica,
caracterizada pela facilidade em adquirir ou perder material genético. Esse
fendmeno é evidenciado pelo elevado numero de genes exclusivos, sem ortélogos
identificados em outras linhagens (Wijers et al., 2021).

Bactérias possuem uma notavel capacidade de adaptacdo a novas condicoes
ambientais por meio de alteragcbes rapidas na expressao génica. Essa resposta é
determinante em situacdes de estresse, como mudang¢as no ambiente extracelular,
reducdo na disponibilidade de nutrientes e exposicdo a antibidticos. Notavelmente,
essas adaptacbes podem ocorrer em questdo de minutos apds a exposicao as
condi¢cbes adversas, permitindo as bactérias sobreviverem em ambientes adversos
(AHMED, 2020; COLGAN; CAMERON; KROGER, 2017).

Neste contexto, a montagem, anotagao e identificacdo de genes relacionados
aos mecanismos de viruléncia e resisténcia sdo fundamentais para o entendimento
das particularidades de um novo isolado bacteriano. De forma complementar, a
analise do transcriptoma dessas bactérias sob tratamento com uma possivel nova
alternativa terapéutica apresenta-se como estratégia promissora para a

compreensao da resposta bacteriana.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o genoma do isolado multirresistente de Acinetobacter baumannii
AC37 e avaliar o efeito antimicrobiano do peptideo LyeTx | mnAK, isolado e em
combinagao com Meropenem, por meio da analise dos transcriptomas das bactérias

tratadas.

2.2 Objetivos especificos

1. Montar, anotar e avaliar a qualidade do genoma do isolado AC37;

2. Identificar genes de resisténcia, viruléncia e elementos genéticos moveis no
genoma montado e comparar com outros genomas de A. baumannii
depositados no NCBI;

3. Analisar o efeito dos tratamentos com o peptideo LyeTx | mnAK, Meropenem
e a combinagao dos antimicrobianos na expressao diferencial de genes;

4. Identificar vias metabodlicas moduladas pelos tratamentos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Geno6mica

3.1.1 Fluxo de trabalho resumido

O fluxo de trabalho resumido utilizado na se¢éo de genémica neste trabalho é
apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Representagao esquematica do pipeline utilizado para as analises de genémica.

3.1.2 Aquisicao dos dados de sequenciamento de DNA gendmico (gDNA)

O sequenciamento do DNA da linhagem de A. baumannii AC37 isolado de um
cateter venoso central foi realizado no equipamento lllumina NextSeq 1000. O
cultivo, preparagao, construgao das bibliotecas e sequenciamento foram realizados
por colaboradores do Laboratério de Genética e Bioquimica em associagao ao
Laboratério de Microbiologia aplicada, Instituto de Ciéncias Bioldgicas, UFMG.

A busca de dados de sequenciamento de DNA (DNA-Seq) de A. baumannii
foi realizada na segdo de genomas no NCBI (National Center for Biotechnology
Information) a partir da sua interface web a fim de selecionar genomas completos
para as analises filogenéticas. Os critérios para a sele¢céo das bibliotecas para este
estudo foram: dados depositados entre o intervalo de 1 de janeiro de 2024 a 14

setembro de 2024, genomas completos, exclusdo de genomas provenientes de
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dados de metagendmica e exclusdo de genomas atipicos. Além disso, foi adicionado
0 genoma de referéncia de A. baumannii ATCC 19606 (assembly ASM903584v1) e
de Acinetobacter nosocomialis (assembly XH1679), espécie proxima utilizada como
outgroup para as analises filogenéticas conforme descrito por Migliaccio et al., 2023.

O download dos arquivos foi realizado utilizando o  script
genbank_assembly _downloader.py disponivel em:

https://github.com/thiagomaframg/bioinfo/, utilizando uma lista dos codigos de

montagem (assembly) dos 124 genomas selecionados.
As linhagens foram classificadas como resistentes e n&o resistentes de

acordo com as informagdes depositadas na pagina web de cada montagem.

3.1.3 Montagem, anotagao e completude

A montagem do genoma do isolado AC37 foi realizada utilizando o programa
Unicycler v. 0.5.1 (WICK et al.,, 2017). Esse programa é utilizado de maneira
exclusiva para a montagem de genomas bacterianos e utiliza short-reads (< 500 pb)
geradas pela plataforma Illumina. O Unicycler é utilizado, principalmente, como um
otimizador do SPAdes (BANKEVICH et al., 2012). Em resumo, o Unicycler aprimora
as montagens geradas pelo SPAdes, incorporando metodologias que melhoram a
qualidade final da montagem, além de aprimoragdo da resolugdo de estruturas
extracromossdmicas, como os plasmideos.

Para comparagao das melhores métricas de montagem, também foi utilizado
o programa SPAdes v. 4.4.0 e PEAR (Paired-end reAd mergeR) (ZHANG et al.,
2014), o ultimo tendo a fungcédo de unir as leituras paired-end que apresentam
sobreposi¢cdao. As montagens realizadas com o Unicycler foram utilizadas os
parametros: --nominiasm, --spades_options “--isolate”, --no_simple_bridges e
--no_long_read_aligment. Nas montagens realizadas com o SPAdes, foram
utilizadas as tags: --isolate ou --careful, --cov-cutoff 80 ou auto e -s, -1 e -2 para as
montagens utilizando as reads do output do PEAR.

A visualizacdo das métricas de montagem foi realizada com o script
scaffold_stats.pl (disponivel em:

https://github.com/sujaikumar/assemblage/blob/master/scaffold_stats.pl). As

melhores montagens foram selecionadas de acordo com o numero de contigs, N50 e
L50. O N50 indica o tamanho do menor contig necessario para cobrir pelo menos

50% do genoma montado. Dessa forma, um valor alto de N50 indica que o genoma


https://www.zotero.org/google-docs/?NUQdCn
https://github.com/thiagomaframg/bioinfo/blob/main/genbank_assembly_downloader.py
https://www.zotero.org/google-docs/?4ZZo33
https://www.zotero.org/google-docs/?YPDZc6
https://www.zotero.org/google-docs/?0QtAC8
https://www.zotero.org/google-docs/?0QtAC8
https://github.com/sujaikumar/assemblage/blob/master/scaffold_stats.pl
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estd pouco fragmentado e com contigs grandes. O L50 é a soma dos contigs
necessarios para cobrir 50% do genoma. Um valor baixo de L50 indica que a
montagem apresenta esta contigua e com contigs grandes. A comparacédo das
montagens esta descrita na Tabela 2.

A identificagdo de plasmideos foi realizada por meio da interface web do
PLSDB (Plasmid Database, disponivel em:
https://ccb-microbe.cs.uni-saarland.de/plsdb2025/), utilizando os parametros:
max_pvalue = 0.01, min_ident = 99, winner_takes_all = false.

A anotacéo do genoma do isolado AC37 foi utilizado o programa pgap (NCBI
Prokaryotic Genome Annotation Pipeline, v. build7555) (TATUSOVA et al., 2016).
Também foi utilizado o programa Prokka v. 1.13 (SEEMANN, 2014), para a
comparagao das anotacdes geradas por cada programa. A comparagao entre as
anotacdes utilizando os 2 softwares esta descrita na Tabela 3.

A avaliagdo da completude dos genomas foi feita com o programa BUSCO
v.5.5.0 (Benchmarking Universal Single-Copy Orthologs) (SIMAO et al., 2015), que
realiza a busca por proteinas ortdlogas esperadas para espécies dentro de um
taxon. Foi utilizado o banco de dados de referéncia para a classe de
Gammaproteobacteria (identificador: gammaproteobacteria_odb10, contendo 366
genes ortdlogos), a qual estd inserida a familia Moraxellaceae e o género
Acinetobacter. O output do BUSCO traz informagdes sobre o numero de proteinas

em copia unica, multiplas copias, fragmentadas e incompletas.

3.1.4 Analise filogenética

As proteinas ortdlogas completas de copia unica foram selecionadas
utilizando o] script BUSCO_phylogenomics.py (disponivel em:

https://github.com/jamiemca/BUSCO_phylogenomics), que realiza o alinhamento

multiplo de sequéncias com o programa MUSCLE (MUltiple Sequence Comparison
by Log-Expectation) e a remogao das extremidades nao alinhadas com o trimAL e
gera a matriz de dados utilizada na construgao da arvore filogenética.

O programa IQ-TREE2 v. 2.0.7 (MINH et al.,, 2020) foi utilizado para a
construgcdo da arvore filogenética por maxima verossimilhanga. Foi realizado
bootstrap de 1000 réplicas e identificagcdo automatica do melhor modelo de fusao
dos dados de alinhamento. O output no formato NEXUS foi visualizado e editado
utilizando a ferramenta em interface web ITOL (LETUNIC; BORK, 2024). Ao final,


https://ccb-microbe.cs.uni-saarland.de/plsdb2025/
https://www.zotero.org/google-docs/?bf7WWo
https://www.zotero.org/google-docs/?fgkTFU
https://www.zotero.org/google-docs/?SVlYcu
https://github.com/jamiemcg/BUSCO_phylogenomics
https://www.zotero.org/google-docs/?Ceo0ZU
https://www.zotero.org/google-docs/?NOBHDL
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123 genomas de A. baumannii e o genoma de referéncia de A. nosocomialis,

outgroup, foram utilizados para a analise filogenética.

3.1.5 Identificagdo de genes de resisténcia e viruléncia, e elementos méveis

A identificacdo dos genes de resisténcia foi realizada com o programa RGI v.
6.0.3 (The Resistance Gene Identifier) (ALCOCK et al., 2023), que utiliza o banco de
dados CARD (Comprehensive Antibiotic Resistance Database) como referéncia para
a predicao do resistoma bacteriano.

O RGI analisa sequéncias de DNA ou proteinas sob 3 orientagées: modo
Perfeito (Perfect) o qual detecta de correspondéncias perfeitas com as sequéncias
de referéncia curadas do CARD; modo Estrito (Strict) realiza a detecgao de variantes
previamente desconhecidas com pelo menos 95% de identidade entre as
sequéncias correspondentes no CARD; e, por ultimo, o modo Solto (Loose) que faz
uma tentativa de predigdo de novos genes homodlogos de resisténcia aos
antimicrobianos. Foi utilizado o modo "Estrito” para as analises de identificagcao de
genes de resisténcia em todos os genomas utilizados neste trabalho.

Para a identificacdo dos genes de viruléncia, utilizou-se da ferramenta
BLASTx v. 2.16.0+ (ALTSCHUL et al., 1990) com o banco de dados VFDB (Virulence
Factor Database) (LIU et al., 2021). O VFDB apresenta 2 variagdes do seu banco de
dados, o core dataset, que inclui cerca de 4.200 genes associados aos fatores de
viruléncia comprovados experimentalmente; e o full dataset, inclui cerca de 28.000
genes preditos. Foi utilizado o core dataset para as analises de identificagdo de
genes de viruléncia, além disso, adicionou-se filtros de 80% de identidade e, no
minimo, 75% de sobreposi¢ao do hit em relagdo ao melhor alinhamento do banco de
dados.

A identificagdo de elementos genéticos moveis foi realizada por meio do
BLASTn contra o TNCentral (ROSS et al.,, 2021), um banco de dados curado de
transposons procariéticos que fornece informagdes do organismo ou isolado
identificado, dos transposons anotados e dos genes passageiros associados a
regidao de transposi¢cado. O output gerado pelo BLASTn foi analisado manualmente
nas paginas web do TNCentral e ISFinder (SIGUIER et al., 2006), a fim de remover
redundancias. A curadoria manual envolveu a verificagdo dos hits do output,
comparando as coordenadas genémicas dos genes identificados com os tamanhos

esperados nos bancos de dados mencionados.


https://www.zotero.org/google-docs/?o6vjyA
https://www.zotero.org/google-docs/?1ahPXZ
https://www.zotero.org/google-docs/?gWbHBF
https://www.zotero.org/google-docs/?duqMjc
https://www.zotero.org/google-docs/?ReeCJf
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3.2 Transcriptomica

3.2.1 Fluxo de trabalho resumido

O fluxo de trabalho resumido utilizado na secédo transcriptdbmica neste trabalho é
apresentado na Figura 7.
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Figura 7. Representagao esquematica do pipeline utilizado para as analises de genoémica.

3.2.2 Aquisicao dos dados de sequenciamento de RNA e controle de qualidade

O sequenciamento do RNA (RNA-Seq) do isolado AC37 foi realizado
utilizando a plataforma lllumina NextSeq 550, abrangendo a condigdo nao tratada
(controle) e as condicdes tratadas com concentragdes subinibitérias de crescimento
(Sub-MIC) com o peptideo LyeTx | mnAK, o antibiético Meropenem e a combinagao
de ambos. O cultivo, preparacdo, construcdo das bibliotecas e sequenciamento
foram realizados por colaboradores do laboratério de Genética e Bioquimica,
Instituto de Ciéncias Biologicas, UFMG; em associagdo a Faculdade Santa Casa de
Belo Horizonte. As curvas de crescimento realizadas nas condigdes experimentais
podem ser visualizadas no Anexo 1.

A busca por dados de sequenciamento de RNA de A. baumannii tratada com
Meropenem foi conduzida no Sequence Read Archive (SRA), o maior repositorio
publico de dados brutos de sequenciamento oriundos de diversas plataformas.

Foram utilizados termos MeSH (Medical Subject Headings) associados a
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“Acinetobacter baumannii” e “Meropenem” a fim de selecionar bibliotecas que seriam
relevantes para este estudo.

A busca resultou em 7 estudos. As bibliotecas obtidas possuiam
caracteristicas diversas, como linhagem utilizada, tamanho dos fragmentos de
leitura, concentracdo de Meropenem, profundidade do sequenciamento, tipo de
leitura (single-end e paired-end) e o numero de replicatas como é observado na
Tabela 6. Para garantir maior homogeneidade e proporcionar comparag¢des com 0s
dados gerados pelos nossos colaboradores, selecionamos os estudos de acordo
com os tipos de leitura, paired-end, e pelo menos 3 replicatas por condicdo para
cada experimento. Ao final, 2 estudos que estdo de acordo com esses critérios
foram selecionados.

O download de todas as bibliotecas foi realizado por meio da ferramenta
fasterg-dump v. 3.0.1, do pacote de SRA Toolkit disponivel no NCBI.

O controle de qualidade das bibliotecas de DNA-Seq e RNA-Seq foi realizado
com a ferramenta FastQC v. 0.11.9 (Babraham Bioinformatics,). A compilagéo e
visualizagdo dos resultados foi realizada com o programa MultiQC v. 1.13.dev0
(EWELS et al., 2016). As leituras que apresentaram o valor de qualidade igual ou
superior a phred 30 (probabilidade de ocorrer erro em 1 nucleotideo a cada 1000

nucleotideos sequenciados) foram consideradas de boa qualidade.

3.2.2 Mapeamento do transcriptoma

A selecao da ferramenta para o mapeamento das reads das bibliotecas de
RNA-Seq foi realizada pela comparagdo entre os valores das porcentagens de
mapeamento entre o STAR v. 2.7.10b (DOBIN et al., 2013) e Bowtie2 v.2.5.0
(LANGMEAD; SALZBERG, 2012), (Tabela 5). Ambos os programas foram utilizados
em sua modalidade default. Todos os mapeamentos foram realizados contra o
genoma do isolado AC37 que foi sequenciado neste trabalho.

A conversao e ordenacao dos arquivos BAM para SAM foi realizada com a
ferramenta Samtools v. 1.16.1 (DANECEK et al., 2021). A contagem do numero de
reads mapeadas em cada gene foi feita com o FeatureCounts v. 2.0.3 (LIAO;
SMYTH; SHI, 2014), utilizando as tags: -p, -t CDS, -g ID; identificando as reads
como paired-end, as features como CDS e retornando os IDs como meta-features.

Para visualizacdo do comportamento das amostras tratadas com os

antimicrobianos frente ao controle, foi realizada a analise de componente principal


https://www.zotero.org/google-docs/?SftXri
https://www.zotero.org/google-docs/?quzOJ8
https://www.zotero.org/google-docs/?dDEF86
https://www.zotero.org/google-docs/?OABm7Z
https://www.zotero.org/google-docs/?Nl4mhQ
https://www.zotero.org/google-docs/?lx85Y8
https://www.zotero.org/google-docs/?lx85Y8
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(PCA). O output do FeatureCounts foi importado para o programa R e utilizado para
a geragao de uma matriz. A fungdo prcomp, do pacote stats, foi executada para a

realizacdo da analise de PCA.

3.2.3 Andlises de expressao diferencial de genes e enriquecimento funcional

A andlise da expressao diferencial de genes foi realizada no programa R
utilizando o pacote DESeq2 v.1.40.2 (LOVE; HUBER; ANDERS, 2014). O valor de
corte utilizado para considerar um gene como diferencialmente expresso (DEG) foi o
valor absoluto log2FoldChange = 1, ou seja, pelo menos 2 vezes maior expressao
em comparagao a condi¢do néo tratada (controle); e p-valor ajustado (padj) < 0.05.

A analise de enriquecimento funcional foi realizada com a fungdo gseKEGG
do pacote clusterProfiler v.4.8.3. Essa fungao realiza o ranqueamento de todos os
genes utilizando as vias anotadas no banco de dados KEGG (Kyoto Encyclopedia of
Genes and Genomes) (KANEHISA; GOTO, 2000). Para a utilizagdo dessa funcéo
em jungcdo ao KEGG, é necessario, obrigatoriamente, a utilizagdo de um dos
genomas de referéncia disponiveis em:

https://www.genome.jp/kegg/tables/br08606.html.

A selegdo do melhor genoma de referéncia foi realizada de acordo com os
parametros citados na secao 3.2.2. As leituras das bibliotecas dos tratamentos com
o peptideo LyeTx | mnAK, Meropenem e o sinergismo entre eles foram mapeados
em todos os genomas disponiveis de A. baumannii na pagina web acima utilizando o
programa Bowtie2. Foi selecionado o genoma da linhagem AB0057, que apresentou

a melhor média de porcentagens de mapeamento (Apéndice 4).

3.2.4 Meta-anadlise de transcriptomas de Acinetobacter baumannii tratadas com

Meropenem

A selecdo dos estudos de RNA-Seq de A. baumannii tratadas com
Meropenem foi realizada de acordo com a segéo 3.2.1. As caracteristicas de todos
os estudos estdo representadas na Tabela 6. Ao final, 2 projetos atenderam os
critérios de selecao e foram utilizados neste estudo.

Todas as bibliotecas desses 2 projetos selecionados foram mapeadas no
genoma de AC37, conversado dos arquivos SAM para BAM e a contagem dos genes

foi realizada de acordo com a secédo 3.2.2.


https://www.zotero.org/google-docs/?0uviHy
https://www.zotero.org/google-docs/?DAvlFh
https://www.genome.jp/kegg/tables/br08606.html
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Para a expressdo diferencial de genes utilizou-se o pacote DESeqg2. O
enriquecimento funcional de vias do KEGG foi realizado utilizando a funcgao
gseKEGG.

3.3 Recursos computacionais

O processamento de dados e as analises foram realizadas nos clusters
computacionais Gloriosos (ICB-UFMG) e Chapolin (UFSB).
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4. RESULTADOS

4.1 Genomica

4.1.1 Controle de qualidade, montagem, completude e anotagcao do genoma de

Acinetobacter baumannii AC37

O sequenciamento do tipo Whole Genome Sequencing (WGS) foi realizado
na plataforma lllumina NextSeq 1000 e gerou 2x 5.117.651 leituras de 301
nucleotideos paired-end.

As amostras do sequenciamento de DNA do isolado AC37 foram analisadas
quanto a qualidade com o programa FastQC que gerou graficos de distribuicdo do
score de qualidade Phred para cada base nas leituras. As bases apresentaram
scores de qualidade superiores a 30, que corresponde a uma probabilidade de erro
inferior a 0.1%. Isso indica uma alta precisdo nas sequéncias geradas (Figura 8).

Mean Quality Scores
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Figura 8. Qualidade dos sequenciamentos. Visualizagdo realizada com o MultiQC. A linha verde
representa a média de qualidade por base sequenciada nas amostras foward e reverse.

A visualizagcdo das métricas e comparagao entre as montagens do genoma
realizadas pelo SPAdes e Unicycler foram obtidas com o script scaffold_stats.py e
estdo sumarizadas na Tabela 2. A montagem pelo Unicycler foi selecionada por
possuir um dos melhores parametros de montagem além de ter a possibilidade de

visualizagdo do genoma utilizando o programa Bandage.
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Tabela 2 - Comparacdo das montagens do genoma do isolado AC37 pelos programas SPAdes e Unicycler.

SPAdes SPAdes SPAdes SPAdes SPAdes SPAdes SPAdes SPAdes SPAdes SPAdes Unicveler
#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10 y
Numero
d? 56 56 54 54 74 74 56 56 101 406 54
contigs >
500pb
Tamanho
ger?:ma 3.860.908 | 3.860.908 | 3.862.720 | 3.862.720 | 3.856.760 | 3.856.760 | 3.862.278 | 3.862.278 | 3.853.971 | 3.878.092 | 3.843.875
(pb)
Média
c:n(:‘?gs 68.944 68.944 71.531 71.531 52.118 52.118 68.969 68.969 38.158 9.551 71.182
(pb)
N50 206.990 206.990 208.309 208.309 160.371 160.371 206.990 206.990 112.807 21.605 206.736
L50 8 8 8 8 9 9 8 8 11 56 8
GC% 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39 0.39
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O programa BUSCO foi utilizado para avaliar a completude do genoma de A.
baumannii AC37, comparando-o com um conjunto de proteinas ortélogas presentes
na classe Gammaproteobacteria. De 366 proteinas, AC37 apresentou 360, sendo
356 em copia unica e 4 proteinas duplicadas, totalizando 98.4% de completude
(Figura 9). A alta taxa de completude, associada aos baixos valores de duplicacéo,
fragmentagcdo e proteinas ausentes, indicam, novamente, a alta qualidade na

montagem do genoma sequenciado.

**k*x%x% Results: ****%

C:98.4%[S:97.3%,D:1.1%] ,F:0.8%,M:0.8%,n:366

360 Complete BUSCOs (C)

356 Complete and single-copy BUSCOs (S)
4 Complete and duplicated BUSCOs (D)
3 Fragmented BUSCOs (F)

3 Missing BUSCOs (M)

366 Total BUSCO groups searched

Figura 9. Completude do genoma via BUSCO. Valores obtidos a partir da analise de proteinas
ortélogas presentes na classe Gammaproteobacteria.

A visualizacdo do genoma montado pelo Unicycler, foi realizada utilizando o
programa Bandage com instalagao local (Figura 10). O Bandage utiliza como input o
resultado da tentativa de circularizagdo do genoma realizada pelo Unicycler e auxilia
na visualizagdo da estrutura gendmica, assim como na identificacdo de possiveis

plasmideos.
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Figura 10. Visualizacido do genoma montado pelo Unicycler através do Bandage. O Unicycler
realiza a tentativa de formagao de pontes para interligar os contigs e realizar a circularizagdo do
genoma bacteriano. O Bandage auxilia na visualizagdo do genoma montado, além de identificar
estruturas extra-cromossomais, como plasmideos.

Por meio do Bandage foi possivel identificar um fragmento de DNA que
estava aparentemente fora do DNA gendmico circular. Foi realizada uma busca com
a ferramenta BLASTn na interface web do PLSDB (Plasmid Database) para a
identificacdo deste possivel plasmideo presente no contig 31 com 8.731 pb. Foram
obtidos 71 hits, sendo 2 com 100% de identidade e 1 hit apresentando exatamente
8.731 pb do contig 31. O plasmideo tem o identificador NZ_CP131945.1, isolado da
linhagem de A. baumannii 2023CK-0089 e codifica 11 genes sendo eles: repM
(replication initiation protein), Q8W07_RS18795 (plasmid replication DNA-binding
protein), znuD2 (TonB-dependent receptor), Q8WO07_RS18810 (BrnT family toxin),
Q8W07_RS18815 (BrnA  antitoxin  family  protein), Q8W07_RS18805
(tetratricopeptide repeat protein), Q8WO07_RS18825 (DIP1984 family protein) e 4
proteinas hipotéticas (Figura 11).

NZ_CP131945.1:0..8731 Acinetobacter baumannii strain 2023CK-00890 plasmid unnamed1, complete sequence
1 500 1K 1,500 2K 2,500 |3k 3,500 4K 4,500 5K ~ |5,500 lo K 6,500 7K 7,500 8K 8,731

znuD2 Q8W07_RS18835
WP_000932953.1 _ WP_000504218.1
Q8W07_RS18795 Q8W07_RS18805 Q8W07_RS18825 IK@s\W07_RS1882
WP_001096616.1 WP_000447193.1 WP_000761346.1 IE®\VP_001014303
Q8W07_RS18800 Q8W07_RS18810 Q8W07_RS18830
WP_001125246.1 WP_000438826.1 WP_001282484.1

Q8WO07_RS18815
WP_001983304.1

Figura 11. Plasmideo NZ_CP131945.1 identificado no PLSDB. Esse plasmideo foi inicialmente
isolado da linhagem 2023CK-00890 e codifica 11 genes.

A anotacdo do genoma montado foi realizada pela ferramenta do NCBI
chamada pgap, assim como pelo programa Prokka. A comparagcao das métricas
entre os dois softwares se encontra na Tabela 3. O programa Prokka é geralmente
utilizado para anotagbes rapidas que requerem pouco processamento
computacional. Ja o pgap utiliza-se de um numero maior de bancos de dados para a
identificacdo de proteinas ortélogas e maior processamento computacional para
realizar as anotagbes gendémicas.

As préximas analises foram realizadas utilizando a anotagado gerada pelo
pgap por ser mais completa e fornecer maiores informag¢ées quando comparada com

a anotacao realizada pelo Prokka.
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Tabela 3 - Comparagido das anotacdes do genoma do isolado AC37 pelos programas pgap e

Prokka.
Numero total | Namero total | Niumero total Proteinas
de genes de CDS de RNAs hipotéticas
pgap 3.716 3.646 70 453
Prokka 3.706 3.609 97 1379

4.1.2 Identificagao de genes de resisténcia

O proximo passo foi identificar genes relacionados a resisténcia a antibioticos
com o programa RGI utilizando o banco de dados CARD. Ao todo, 31 genes foram
identificados e agrupados, de acordo com seu mecanismo de agéo contra farmacos,
em cinco categorias principais: permeabilidade reduzida a antibiéticos, substituicdo
do alvo do antibidtico, alteracdo do alvo do antibidtico, inativagédo do antibidtico e
efluxo do antibiotico (Figura 12).

O mecanismo de efluxo do antibiético foi mais predominante dentre os genes
identificados, com 20 genes relacionados a esse mecanismo, seguido pela
inativacdo do antibidtico com 7 genes, alteragdo do alvo do antibiético com 2 genes,
e a reducdo da permeabilidade a antibidticos e substituicdo do alvo do antibidtico
com 1 gene cada.

Os 31 genes também foram classificados de acordo com a identidade com a
sequéncia correspondente no banco de dados. Desta forma, 11 genes identificados
foram idénticos e 20 genes apresentaram variagdo com 0s genes correspondentes
no CARD.

O Apéndice 1 mostra a associagdo dos genes de resisténcia e os farmacos
associados a resisténcia por esses genes. Curiosamente, a maioria dos genes estao

associados a resisténcia a pelo menos 2 antibidticos.
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Figura 12. Genes de resisténcia a antibioticos. Identificagdo de 31 genes realizada com o RGI
utilizando o banco de dados CARD em modo estrito. O parametro Cut Off é dividido em Strict, para
genes com 95% de identidade a sequéncia correspondente no CARD; e Perfect para o gene curado
no banco de dados. O parametro Resistance Mechanism mostra a associagdo dos genes (CARD
Ontology) com os mecanismos de agéo contra o antibiotico.

4.1.3 ldentificagdo de genes de viruléncia

A identificacdo de genes de viruléncia foi realizada utilizando o programa
BLASTx com o banco de dados de proteinas do VFDB. Foram identificados 114 hits,
os quais foram categorizados de acordo com o mecanismo de viruléncia disponivel
no VFDB. Na Figura 13, encontram-se todos os genes categorizados de acordo com
o0 mecanismo efetor. Observa-se que os clusters Fatores de Nutricido/Metabolismo
(Nutritional/Metabolic factor) e Aderéncia (Adherence) sdo os maiores, representado
por um total de 27 genes cada, seguidos pelo Sistema efetor de entrega (Effector

delivery system) com 25 genes.



39

) pilw fimT  tsaP )
pilvV Y ® Y pilS

piE ®. piB | piO .
iyt ® e » *'° ‘o
Rl gspO/pilD z pilH
T - Y piC @
® N E— — )
S S pild ACICU_RS16840
P PIT "/ ffimy @ @
Pl. -. » gl bauD
’ PR il MIN . ACICU_RS04575 ACICU_RS04565
TR e 1 basD basG ' ACICU_RS04595
gspC tssL ACICU_RS04610 . bauE s
tssE @ tssC tssA [ ] E basA
([ ] en I
o L hcpﬁssD - ol plc2 bauC ‘ basB -
tagx @ VarGissi\ - g‘SpM ° ®  ACICU_RS04580  bauA ;r basl
° — ol ® ° - A barA AcIcu_Rs04585
95055052/ ko ts:M oleD basJ
spL
tssF g | ® tsng i ° ACICU_RS04570 bauB basC P2URCICU_RS04605
gsgD ® gspk @ ACICU_RS04590
o
ACICU_RS00395
CSuA/B | '
csuE P9aB "3 pxB @ pgi
csuB abaR | B. IpxC ®  xA
" adeH o e o
ade
pgaD © ® pgf?C IpxL .ompAAgICU_RSOO485
. o
" csuc. sy g gal! ? ACICU_RS00400
& IE ! ®
: adeg adeF ga IpxM °
¢ pbpg~ @ ACICU_RS00500
® IpxD

® ACICU_RS00405

@® Adherence @ Effector delivery system® Immune modulation
Virulence Factor Category o . . .
® Biofiim @ Exotoxin Nutritional/Metabolic factor

Figura 13. Genes de viruléncia. Identificacdo de 114 fatores de viruléncia realizado com BLASTx em
conjunto com o core database do VFDB. As cores representam as categorias de acordo com o
mecanismo efetor do gene em A. baumannii.

4.1.4 Identificagao de elementos genéticos moveis

A identificacdo dos elementos genéticos moveis presentes no genoma do
isolado AC37 foi realizada utilizando o programa BLASTn com o banco de dados de
nucleotideos do TNCentral. O output do BLASTn resultou em 88 hits, que foram
manualmente curados nas paginas web do TNCentral e ISFinder para reduzir a
redundancia dos dados.

Foram identificados 7 genes associados a regides de elementos
transponiveis, 4 genes localizados em regides de elementos de insergcéo e 2 genes
em integrons (Figura 14). Entre esses 13 genes passageiros, 7 estao relacionados a
resisténcia a antibioticos e 2 a resisténcia a metais pesados. Os genes floR e
AAC(6’)-Ib, que s&o exclusivos do isolado AC37 (secgao 4.1.6) sdo encontrados nas
regides de transposons e integrons, respectivamente. Em particular o gene
AAC(6’)-Ib, de acordo com o banco de dados do TNCentral, foi inicialmente

encontrado em um isolado de Pseudomonas aeruginosa, indicando uma possivel
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transferéncia horizontal entre as espécies. Nao foi possivel identificar a origem do
gene floR por se tratar de um isolado n&o cultivavel em laboratérios, segundo o
TNCentral.

DNA methyl-
)P ransterase

T

Cad)q

cadRrR

%\)0)69-&“\

Tr e,
ranSDOSOnS

Figura 14. Identificagao e classificagdo dos elementos genéticos méveis do isolado AC37.
Diagrama de corda construido através dos resultados curados do BLASTn com o banco de dados do
TNCentral. Em verde os genes associados a regides de elementos transponiveis, em azul genes
localizados em regides de elementos de inser¢do, e em vermelho genes relacionados a regides de
integrons.

4.1.5 Arvore filogenética

A selegao das linhagens de A. baumannii para a constru¢do de uma arvore

filogenética foi realizada de acordo com a sec¢éo 3.1.2 de forma que seria inviavel a
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utilizacdo de todos os genomas de A. baumannii visto que temos cerca de 34.000
genomas depositados no NCBI.
O programa BUSCO foi utilizado para identificar proteinas ortélogas de cépia

Unica na classe Gammaproteobacteria em todos os 124 genomas selecionados para

esta filogenia que foram utilizadas para a construgdo de uma filogenia de Maxima
Verossimilhanga utilizando o programa IQ-TREEZ2. Esta analise resultou na arvore
filogenética que pode ser visualizada na Figura 15. Todas as linhagens foram
classificadas de acordo com sua capacidade de resisténcia a antibidticos.
Observa-se que A. baumannii AC37 foi posicionada préxima a um cluster
diversificado de linhagens multirresistentes e ndo multirresistentes a antibidticos.
Interessante notar também que o isolado AC37 esta bem distante do genoma de

referéncia da espécie (ATCC 19606), assim como do outgroup A. nosocomialis.
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Figura 15. Arvore filogenética de 124 linhagens Acinetobacter baumannii. Cladograma
construido utilizando proteinas ortdlogas de copia unica identificadas pelo BUSCO nos 124 genomas
utilizados neste trabalho. Filogenia construida com o programa IQ-TREEZ2, utilizando o design
automatico de selecdo do melhor modelo de empacotamento dos dados. Apenas os valores de
bootstrap diferentes de 100 estdo representados. Em negrito encontram-se destacados o isolado
AC37, o genoma de referéncia (A. baumannii ATCC 19606) e o outgroup (A. nosocomialis). Os
circulos em azul representam as linhagens nado resistentes enquanto os circulos em vermelho
representam as linhagens multirresistentes a antibidticos.

41.6 Comparacao dos genes de resisténcia entre as linhagens de

Acinetobacter baumannii

A identificacdo dos genes de resisténcia utilizando o RGI com o banco de
dados CARD também foi realizada para todas as 123 linhagens de A. baumannii
apresentadas na arvore filogenética. O isolado AC37 apresenta trés genes que séo
exclusivos desta linhagem: floR, AAC(6’)-Ib e ADC-183 (Figura 16).

O gene floR pertence a categoria de mecanismos de resisténcia relacionados
ao efluxo de farmacos, e sua expressao esta associada a fenétipos de resisténcia ao
Cloranfenicol e ao Florfenicol, sendo encontrado, de acordo com o CARD, em 2.83%
dos isolados de A. baumannii.

Ja os genes AAC(6’)-Ib e ADC-183 sao categorizados como inativadores de
farmacos, apresentando fendtipos associados a resisténcia a Amicacina e
Tobramicina; e as Cefalosporinas, respectivamente. Segundo o CARD, esses genes
também sao considerados raros em A. baumannii, com uma estimativa de presenca
em 0.71% dos isolados para AAC(6’)-Ib e 0.35% para ADC-183.

Os genes relacionados ao efluxo de antibidticos rsmA, adeF, AmvA, adeK,
adel, adeH, adeG abeS, adel, adeM, aded, AbaQ, Abaf, adeB, adeA, adeS e adeR;
estdo presentes na maioria dos genomas analisados. Além disso, OXA-23, uma
B-lactamase comumente encontrada em isolados clinicos, esta presente na maioria

dos genomas.
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Figura 16. Comparagdo dos genes de resisténcia a antibiéticos em 123 linhagens de
Acinetobacter baumannii. Heatmap de presenga e auséncia onde quadrados em pretos
representam a presenga dos genes de resisténcia e quadrados em cinza representam a auséncia
desses genes. Andlise realizada utilizando o programa RGI em conjunto com o banco de dados
CARD em sua verséo estrita. Os genes de resisténcia estdo presentes em colunas e classificados de
acordo com seu mecanismo de resisténcia. As linhagens estao representadas em linhas classificadas
em resistentes (em vermelho) e nao resistentes (em azul).

4.1.7 Comparacao dos genes de viruléncia entre as linhagens de Acinetobacter

baumannii

A comparagdo dos fatores de viruléncia entre os 123 genomas de A.
baumannii foi realizada utilizando BLASTp em conjunto ao banco de dados VFDB
esta representada na Figura 17. Foram identificados 39 genes compartilhados entre

todas as linhagens analisadas, os quais foram categorizados em diferentes classes
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funcionais de acordo com seu mecanismo de acgéo celular. Na categoria aderéncia
foram entrados 14 genes: pilF, pilG, pilH, pill, pilM, pilN, pilO, pilP, pilQ, pilT, pilU,
tsaP e fimT. Para o sistema efetor de entrega, 8 genes: gspE1, gspE2, gspH, gspl,
gspK, gspL, gspM e vgrG/tssl. Em relacdo a formacdo de biofilme, foram
identificados 6 genes: adeF, adeG, adeH, pgaB, pgaC e pgaD. Na categoria de
modulag¢ao imunoldgica, 6 genes: LpsB, IpxA, IpxB, IpxD, IpxL, IpxM e ompA. Fatores
de nutricdo e metabolismo foram representados por 2 genes: bas/ e basJ. Por fim, a

categoria de exotoxinas inclui 2 genes: plc1 e plc2.

Strain

Resistant M Presence
Non-Resistant Absence

Figura 17. Comparacgao dos genes de viruléncia em 123 linhagens de Acinetobacter baumannii.
Heatmap de presenga e auséncia onde quadrados em preto representam a presenga dos genes de
viruléncia e quadrados em cinza representam a auséncia desses genes. Identificagado realizada com
BLASTp em conjunto com o core dataset do VFDB. Os fatores de viruléncia estdo representados em
colunas. As linhagens estdo representadas em linhas e classificadas de acordo com resisténcia a
antibiéticos (em vermelho) e ndo resistentes (em azul).

4.2 Transcriptomica

4.2.1 Controle de qualidade, mapeamento e contagem de genes

O sequenciamento do RNA do isolado AC37 foi realizado na plataforma

lllumina NextSeq 550 em diferentes condicoes experimentais: controle (sem
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tratamento), tratamento com o peptideo LyeTx | mnAK, tratamento com Meropenem
e na condi¢cdo de sinergismo entre LyeTx | mnAK e Meropenem. As informagdes

detalhadas sobre as bibliotecas sequenciadas estdo apresentadas na Tabela 4.

Tabela 4 - Descricdo dos dados de sequenciamento de RNA

Biblioteca Com;?ri_mento das Profundifiade do

eituras sequenciamento

Controle 1 74 pb 2x 6.187.767 bases

Controle 2 74 pb 2x 6.030.493 bases
Controle 3 74 pb 2x 5.222.480 bases
LyeTx | mnAK 1 74 pb 2x 9.285.450 bases
LyeTx | mnAK 2 74 pb 2x 8.867.544 bases
LyeTx | mnAK 3 74 pb 2x 7.020.297 bases
Meropenem 1 74 pb 2x 5.921.924 bases
Meropenem 2 74 pb 2x 6.950.387 bases
Meropenem 3 74 pb 2x 6.421.162 bases
LyeTx | mnAK + Meropenem 1 74 pb 2x 6.561.879 bases
LyeTx | mnAK + Meropenem 2 74 pb 2x 6.030.493 bases
LyeTx | mnAK + Meropenem 3 74 pb 2x 5.222.480 bases

Todas as amostras foram analisadas quanto a qualidade com o programa
FastQC apresentando alta precisao no sequenciamento de acordo com os scores de
phred acima de 30 (Figura 18).

FastQC: Mean Quality Scores
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10 20 30 40 50 60 70
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Figura 18. Qualidade dos sequenciamentos. Sumarizagdo dos scores de phred utilizando o
programa MultiQC. A linha verde representa a média de qualidade por base sequenciada nas
amostras foward e reverse.

Todas as bibliotecas foram submetidas ao mapeamento das reads utilizando
os programas STAR e Bowtie2. Os percentuais de mapeamento utilizando o Bowtie2
sdo maiores em comparagao ao STAR (Tabela 5). Desta forma, foram selecionados
os outputs do Bowtie2 para as analises a jusante. A contagem do numero de leituras
mapeadas em cada gene foi realizada com o software FeatureCounts como visto no

Apéndice 2.

Tabela 5 - Percentual de mapeamento das reads nos programas STAR e Bowtie2

Reads mapeadas Mapeamento
Biblioteca

STAR Bowtie2 STAR Bowtie2
Controle 1 5.840.210 6.033.072 94.38% 97.50%
Controle 2 5.721.293 5.912.295 94.87% 98.04%
Controle 3 4.926.124 5.104.451 94.33% 97.74%
LyeTx | mnAK 1 8.932.319 9.070.956 96.20% 97.69%
LyeTx | mnAK 2 8.545.784 8.691.079 96.37% 98.01%
LyeTx | mnAK 3 6.673.746 6.877.784 95.06% 97.97%
Meropenem 1 5.499.533 5.808.223 92.87% 98.08%
Meropenem 2 6.605.458 6.812.769 95.04% 98.02%
Meropenem 3 6.127.054 6.298.517 95.42% 98.09%
LyeTx | mnAK + 6.283.142 6.429.985 95.75% 97.99%

Meropenem 1
L&‘ggp'e’:;‘rﬁKz" 5.872.298 6.037.738 95.35% 98.04%
LyeTx | mnaK + 6.569.686 6.696.866 95.89% 97.75%

eropenem 3

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para visualizar a
distribuicdo das amostras e verificar possiveis agrupamentos entre as condigdes
experimentais. Esse método permite reduzir a dimensionalidade dos dados
enquanto preserva a maior parte da variabilidade, facilitando a interpretacao das
diferencgas entre os grupos (JOLLIFFE; CADIMA, 2016).


https://www.zotero.org/google-docs/?tS8ron

47

Na Figura 19, observa-se a separacdo de cada uma das condigbes de
tratamento em um quadrante diferente, indicando as diferencas entre as condicdes
experimentais. As amostras das condigdes “Controle” e “Meropenem” apesar de
representadas em quadrantes diferentes, estdo agrupadas proximas, podendo
indicar similaridade entre as bibliotecas. A variavel componente principal 1 (PC1),
explica 40% da variancia, enquanto PC2 explica 27.7% da variancia entre as
amostras. No Apéndice 3 € apresentada a representacdo das variagdes entre as

dimensdes do PCA.

PCA

N
@

PC2: 27.7% variance
o

-25

=50

-25 25 50

0
PC1: 40% variance

Groups @ Control Lyetx | mnAK Meropenem Lyetx | mnAK and Meropenem

Figura 19. Perfil de variagdo das amostras. Biplot representando os resultados da andlise de
componente principal realizada com a fungéo prcomp no programa R. Cada circulo representa uma
amostra de cada condicdo experimental. Os controles estdo representados na cor preta, LyeTx |
mnAK em azul, Meropenem em vermelho e o sinergismo em amarelo.

4.2.2. Expressao diferencial de genes

A analise da expressao diferencial de genes foi realizada através do pacote
DESeqg2 no programa R. Para considerar um gene como diferencialmente expresso,
foram aplicados critérios de valor absoluto de log2FoldChange = 1 e p-valor absoluto
< 0.05.

Todas as condi¢cdes experimentais apresentaram mais genes subexpressos
em relacdo aos superexpressos (Figura 20). O tratamento com o peptideo LyeTx |

mnAK teve o maior impacto na regulagcdo da expressao génica, resultando em 626
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genes diferencialmente expressos (DEGs) de um total de 3712. Desses, 269 genes
estavam superexpressos e 357 subexpressos.

O tratamento combinado com os dois antimicrobianos (LyeTx | mnAK e
Meropenem) resultou em 339 DEGs, dos quais 157 foram superexpressos e 182
subexpressos.

Por fim, o tratamento com Meropenem isoladamente apresentou o menor
impacto, com 17 DEGs identificados, sendo 4 genes superexpressos e 13
subexpressos. Devido ao baixo numero de genes diferencialmente expressos e a
proximidade das amostras ao grupo controle do PCA, foi realizada uma busca por
estudos de RNA-Seq de A. baumannii tratadas com Meropenem no SRA como
descrito nas Secgdes 3.2.2 e 3.2.4, a fim de compreender a resposta bacteriana a

esse antibidtico. Os resultados podem ser encontrados na Segao 4.2.4.
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Figura 20. Comparagao do numero de genes diferencialmente expressos entre as condigées
experimentais. Circulos em azul, vermelho e cinza representam genes subexpressos,
superexpressos e nao diferencialmente expressos, respectivamente, de acordo com valor absoluto de
log2FoldChange = 1 e p-valor ajustado < 0.05. Painéis: (A) LyeTx | mnAK. (B) Meropenem. (C) LyeTx
I mnAK e Meropenem.
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A expressdo dos 31 genes de resisténcia identificados no genoma (Segao
4.1.2) estao representados na Figura 21. Apenas no tratamento com LyeTx | mnAK
podemos observar genes diferencialmente expressos, sendo eles: adeA, adeB, adel,
adeJ e adeK.

Na condi¢ao de tratamento com o peptideo e o Meropenem, 2 genes ficaram
proximos do filtro de DEG, sendo eles adel e adedJ, apresentando log2FoldChange

de 0.96 e 0.73, respectivamente.
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Figura 21. Expressdo dos genes de resisténcia. Heatmap representando a expressdo, em
log2FoldChange, dos 31 genes de resisténcia identificados no genoma do isolado AC37. Quanto mais
em vermelho, maior o valor de log2FoldChange, enquanto quanto mais em azul, menor o valor de
log2FoldChange. As colunas representam as condi¢des de tratamento com o peptideo LyeTx | mnAK,
Meropenem e o sinergismo de ambos, respectivamente.

4.2.3 Enriquecimento funcional

A analise funcional foi realizada através do enriquecimento de vias bioldgicas
anotadas pelo KEGG utilizando a fungdo gseKEGG do pacote clusterProfiler. Foram
considerados significativos as vias com p-valor ajustado menor que 0.05. O cultivo
com Meropenem nao esta representado visto que apenas a via de biossintese de

Aminoacil-tRNAs estava suprimida.
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A condigao de tratamento com o peptideo LyeTx | mnAK apresentou o maior
nuamero de vias enriquecidas (Figura 22, Painel A). Das 17 vias metabdlicas, 7 estao
associadas a ativagao de genes dessas vias, enquanto 10 vias foram suprimidas. Os
processos ativados convergem, em especial, em processos relacionados a
producdo, exportacdo e secrecdo de proteinas. Adicionalmente, as vias de
metabolismo de pirimidinas e resisténcia a B-lactamicos também encontram-se
ativadas. As vias suprimidas estdo associadas, principalmente, a degradagao de
aminoacidos e acidos graxos.

O tratamento combinado dos antimicrobianos resultou exclusivamente na
supressao de vias metabdlicas (Figura 22, Painel B), com destaque para a via de
fosforilagdo oxidativa. Isso sugere um possivel impacto na producdo de ATP e
homeostase energética da célula. Assim como observado no tratamento com o
LyeTx | mnAK isolado, ha uma tendéncia a supressdo das vias associadas a
degradagcdo de aminoacidos, indicando uma possivel reprogramacédo metabdlica

para adaptagao ao estresse antimicrobiano.

Functional Enrichment
A) LyeTx | mnAK

Activated Suppressed
Ribosome O
Biotin metabolism ®
Protein export ®
Benzoate degradation O
Aminoacyl-tRNA biosynthesis 0
Pyrimidine metabolism @ p.adjust
Fatty acid degradation L @ i
Bacterial secretionsystem | @ b
Lysine degradation L @ 0.03
Valine, leucine and isoleucine ® Saurk
degradation
Phenylalanine metabolism —_— 8 jz
Propanoate metabolism ] Oe
B-Alanine metabolism &
Butanoate metabolism @
B-Lactam resistance ®
Glyoxylate and dicarboxylate le
metabolism
Tryptophan metabolism le

0.4 05 0.6 0.7 0.8 0.4 0.5 0.6 0.7 08
GeneRatio



51

B) LyeTx | mnAK and Meropenem
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Figura 22. Processos bioldgicos enriquecidos nos tratamento com o peptideo LyeTx | mnAK e
Sinergismo. Gréfico lollipop das vias ativadas e suprimidas na condigéo de tratamento utilizando a
funcdo gseKEGG. Espectro de cor representando o valor de significAncia (p-valor ajustado) das vias
biolégicas. O tamanho de cada circulo representa a contagem do niumero de genes enriquecidos em
cada via. Painéis (A): LyeTx | mnAK. (B): LyeTx | mnAK e Meropenem.

4.2.4. Dados publicos de RNA-Seq

Devido ao baixo numero de genes diferencialmente expressos e a pequena
distdncia e variancia observadas no PCA entre as bibliotecas tratadas com
Meropenem e os controles, optamos por analisar dados publicos de RNA-Seq a fim
de comparar com os resultados obtidos neste estudo.

A selecao de estudos depositados no SRA de A. baumannii tratada com
Meropenem foi realizada de acordo com a secdo 3.2.2. Dessa forma, os projetos
com os identificadores PRJNA548006 e PRJNA787205 foram selecionadas
seguindo esses critérios. As caracteristicas dos projetos podem ser encontradas na
Tabela 6.

O projeto PRJNA548006 realizou o cultivo de A. baumannii na presenga de
Meropenem por um periodo de 35 dias com o objetivo de obter mutantes resistentes
a este antibidtico. Apds cultivo, observou-se a presenca de 2 mutantes, RM1 e RM2,
resistentes a este antimicrobiano. Foi realizado entdo o sequenciamento dos RNAs
dos mutantes e a comparacédo com controle quando tratados com Meropenem.

A Figura 23 representa o numero de genes diferencialmente expressos
nesses tratamentos. Observa-se um baixo numero de DEGs em ambos os

tratamentos, sendo a maioria desses genes superexpressos.
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Figura 23. Graficos Volcanos do estudo PRJNA548006. Representacdao do numero de genes
diferencialmente expressos encontrados. Circulos em azul, vermelho e cinza representam genes
subexpressos, superexpressos e nao diferencialmente expressos, respectivamente, de acordo com
valor absoluto de log2FoldChange = 1 e p-valor ajustado < 0.05. Painéis (A): Mutante A. baumannii
37662 RM1 e (B) Mutante de A. baumannii 37662 RM2.



Tabela 6 - Caracteristicas dos estudos de Acinetobacter baumannii tratada com Meropenem depositadas no SRA. Em negrito o identificador dos

estudos selecionados
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Tamanho Concentragiao Tempo de Profundidade | Plataforma de Tipo de Nimero de
Bioproject Linhagem das leituras de cultivo apés das sequenciame Ie'?tura reolicatas
Meropenem tratamento bibliotecas nto P
R1aR9
PRINA321935 (reg'ftaenstgs)’ 101 pb Sﬂ?é'\‘{”fl\sﬂga ; 17-26M pb ”'“mg‘gog'seq Paired-end Duplicata
(sensivel)
PRJINA518730 ‘}I;igfgf 68 pb MIC 10,30 & 60 8-21M pb Hilglég]s%o Paired-end Duplicata
PRJINA548006 (rei?s?gﬁte) 150 pb S“b"\lf/:l%go'f’ x| 30 dias 10-12M pb Hilg:r;g%%o Paired-end Triplicata
PRINAG86448 A(Iei(fstgif 58 pb ; 30 & 90 min 3-9M pb Ne'x"t‘ggg‘goo Single-end Triplicata
PRJNA787205 A(Ieiitgl?z)s 50 pb MIC 30 e 3he 1 40-16M pb Neiltljsn;g]gso Paired-end Triplicata
sub-MIC (0.5 x o
PRINA797559 | AABS116 150 pb MIC, 30 min 10-1aMmpp | MMumina HiSeq | oo end Triplicata
(sensivel) 0.0625 pg/mL) X Ten
PRINAB76061 ABO75 102pb | 2% 100e200 15 min 1-3Mpp | Mumina HiSeq | 50 eng Duplicata
(resistente) pg/mL 4000
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O estudo PRJNA787205 teve objetivo de avaliar a expressao génica ao longo
do intervalo de tempo entre 30 minutos, 3 horas e 9 horas de cultivo na presenca de
Meropenem. Observa-se que, ao longo do tempo, ha um aumento no niamero de
DEGs, existindo uma similaridade no numero de genes superexpressos e

subexpressos (Figura 24).
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Figura 24. Graficos Volcanos do estudo PRJNA787205. Representacao do numero de genes
diferencialmente expressos encontrados. Circulos em azul, vermelho e cinza representam genes
subexpressos, superexpressos e nao diferencialmente expressos, respectivamente, de acordo com
valor absoluto de log2FoldChange = 1 e p-valor ajustado < 0.05. Painéis (A): Tratamento com
Meropenem durante 30 minutos, (B) Tratamento com Meropenem durante 3 horas e (C) Tratamento
com Meropenem durante 9 horas.

A expressao dos genes de resisténcia identificados na seg¢ao 4.1.2 para os
estudos do SRA estdo representados na Figura 25. O projeto PRJNA548006
apresenta, em seus 2 mutantes, a alta expressdo do gene OXA-69. Ja o estudo
PRJNA787205, apenas o gene sul2 foi diferencialmente expresso na condi¢gao de 9

horas de tratamento.
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Figura 25. Expressao dos genes de resisténcia nos estudos baixados do SRA. Gréfico de barras
representando a significancia (DEG), em log2FoldChange, dos genes de resisténcia. Os genes que
tiveram contagem menor que 10 reads foram excluidos, dessa forma apenas 24 dos 31 genes sao
mostrados. Painéis (A): Mutante RM1 tratado Meropenem, (B) Mutante RM2 tratado Meropenem, (C)
Tratamento com Meropenem durante 30 minutos, (D) Tratamento com Meropenem durante 3 horas e
(E) Tratamento com Meropenem durante 9 horas.

Apds a andlise de enriquecimento, para o projeto PRINA548006, observou-se
que nao houve termos enriquecidos para ambas as bibliotecas RM1 e RM2. Ja o
estudo PRJUNA787205, os termos enriquecidos associados ao KEGG podem ser
visualizados na Figura 26.

O tratamento com Meropenem durante 30 minutos resultou em 2 termos
enriquecidos, “Metabolismo de fenilalanina” e “Metabolismo de D-aminoacidos”. As
bibliotecas do cultivo por 3 horas na presenga de Meropenem apresentaram o maior
numero de vias enriquecidas, sendo a maior parte relacionadas a vias suprimidas.
Destacam-se algumas vias de metabolismo energético como a supresséo das vias
“biossintese e metabolismo de acidos graxos” e “metabolismo de piruvato”. Ja a
condigdo de 9 horas de tratamento com Meropenem resultou em vias enriquecidas
semelhantes ao tratamento com 3 horas, com exceg¢ao da ativacdo de vias de

“Exportagao de proteinas” neste intervalo de cultivo.
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Figura 26. Processos bioldgicos enriquecidos nos tratamentos com Meropenem no projeto
PRJNA787205. Grafico lollipop das vias ativadas e suprimidas nas condicbes de tratamento
utilizando a fungdo gseKEGG. Espectro de cor representando o valor de significancia (p-valor
ajustado) das vias biolégicas. O tamanho de cada circulo representa a contagem do nimero de genes
enriquecidos em cada via. Painéis (A), (B) e (C) representam os tempos de incubagdo com
Meropenem de 30 minutos, 3 horas e 9 horas, respectivamente.
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5. DISCUSSAO

A fim de caracterizar e comparar um novo genoma de A. baumannii com
outros genomas das espécie, foram realizados, neste trabalho, a montagem,
anotacao e identificacdo de genes de resisténcia, viruléncia e elementos genéticos
moveis no genoma do isolado de AC37. Além disso, foi realizada a anadlise da
resposta desta bactéria ao tratamento com o peptideo LyeTx | mnAK, Meropenem e
ao sinergismo de ambos antimicrobianos, por meio da analise do transcriptoma das
bactérias tratadas, com o objetivo de compreender a regulagdo génica dessa
bactéria frente a novas alternativas de tratamento a infecgdes por A. baumannii.

Este isolado apresenta um plasmideo identificado pelo PLSDB, contendo 11
genes. Embora plasmideos que codificam genes de resisténcia sejam comuns em
bactérias, o plasmideo NZ_CP131945.1 ndo apresenta tais genes, contudo, ele
codifica duas proteinas associadas ao sistema toxina-antitoxina. Descoberto na
década de 1980, esse sistema representa uma estratégia de segregacao bacteriana,
na qual bactérias produzem uma toxina que inibe processos celulares essenciais,
enquanto apenas 0s microrganismos que produzem a antitoxina correspondente
conseguem sobreviver (GERDES; RASMUSSEN; MOLIN, 1986).

A maioria das toxinas descritas sao proteinas, enquanto as antitoxinas podem
ser tanto proteinas quanto RNAs. (JURENAS et al., 2022). Os genes do sistema
toxina-antitoxina BrnT/BrnA, inicialmente elucidados em Brucella abortus em 2012,
estdo organizados em um operon que codifica uma proteina toxica citoplasmatica e
sua antitoxina correspondente. BrnTp atua como uma ribonuclease, que forma um
heterotetramero 2:2 associado a BrnAp. Esse complexo tetramérico pode se ligar ao
proprio promotor via BrnAp e suprimindo sua expressao (HEATON et al., 2012).

Devido a abundancia de genomas de A. baumannii disponiveis no NCBI, nos
interessou descobrir a posigao filogenética do isolado AC37. A construgéo da arvore
filogenética inclui o isolado AC37 e outros 122 genomas de A. baumannii obtidos no
NCBI.

Observa-se que o isolado AC37 se agrupou em um cluster contendo
genomas de A. baumannii tanto multirresistentes quanto sensiveis. E importante

destacar que a classificagao de cada linhagem como multirresistente ou sensivel foi
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baseada nas informagdes disponiveis na pagina web da montagem correspondente
no NCBI.

Curiosamente, o isolado AC37 esta posicionado distante da linhagem ATCC
19606, o genoma de referéncia da espécie. Essa caracteristica revelou-se relevante
nas analises de transcriptoma, visto que os dados de RNA-Seq apresentaram maior
porcentagem de mapeamento ao genoma de AC37. Isso reforga a importancia de
utilizar o genoma especifico do isolado para obter resultados mais precisos,
considerando a alta variagdo genética caracteristica entre diferentes populagdes
clonais da espécie (GRANA-MIRAGLIA et al., 2017).

Apds a construgdo da arvore filogenética, realizamos a analise comparativa
do resistoma de todas as linhagens utilizando o RGI. Os 123 genomas analisados
apresentaram, em média, 31.78 genes de resisténcia, um numero proximo ao
observado por Hernandez-Gonzalez et al., (2022), em seu estudo comparativo com
1472 genomas de A. baumannii, no qual identificaram uma média de 29.38 genes de
resisténcia. Observou-se que a maioria dos genes compartilhados entre os genomas
analisados esta associada a classe efluxo de antibiéticos, sendo predominantemente
pertencentes a familia de bombas de efluxo RND.

Nossa analise revelou que o isolado AC37 apresentava 3 genes de
resisténcia exclusivos: AAC(6)-Ib’, floR e ADC-183. Esses genes também foram
considerados raros no estudo de Hernandez-Gonzalez (HERNANDEZ-GONZALEZ;
MATEO-ESTRADA; CASTILLO-RAMIREZ, 2022), sendo AAC(6’)-Ib’ encontrado em
apenas 27 genomas, floR em 22 genomas, e ADC-183 ausente em todos os
genomas analisados por eles.

O gene AAC(6’)-Ib’ sintetiza uma enzima modificadora de aminoglicosideos,
que inativa esses farmacos por meio de acetilagdo, utilizando o acetil-CoA como
doador (Figura 27). A classe de enzima AAC (do inglés, Aminoglycoside
acetyltransferase) € um dos principais fatores associados ao aumento de resisténcia
em bactérias. As enzimas variantes de AAC(6’)-1 sdo abundantes e encontradas
principalmente nas familias  Enterobacteriaceae, @ Pseudomonadaceae e
Vibrionaceae. Suas variagbes sao principalmente na regido N-terminal, podendo
existir substituicdes de aminoacidos para uma maior abrangéncia dos substratos
(RAMIREZ; TOLMASKY, 2017). Por sua vez, os aminoglicosideos sao utilizados no
tratamento de infec¢cdes por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. Atuam

ligando-se a subunidade 30S do ribossomo bacteriano, promovendo alteragdes
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conformacionais no sitio A, similares a provocadas quando ha chegada de t-RNAs.
Como consequéncia, esses antibidticos induzem a sintese de proteinas aberrantes,
impactando o proteoma celular (GREEN et al., 2010; RAMIREZ; TOLMASKY, 2010).
Em nosso estudo, o gene AAC(6°)-Ib’ foi identificado dentro de um integron de
classe |, descrito no TNCentral como pertencente a Pseudomonas aeruginosa. Esse
gene € comumente encontrado associado a essa classe de integrons, mas também
em outros elementos genéticos moveis como em sequéncias de insergao,
plasmideos e elementos transponiveis, ou até mesmo integrado no cromossomo
bacteriano. Essa ampla distribuicdo destaca sua relevancia na disseminagao da
resisténcia a aminoglicosideos (RAMIREZ; NIKOLAIDIS; TOLMASKY, 2013).

Figura 27. Representag¢ao da estrutura terciaria de AAC(6’)-lb’. Estrutura resolvida por difragdo
raio-x do completo AAC(6’)-Ib’ (cinza), em associagao a Acetil-CoA (vermelho) e Kanamicina C (azul).
PDB:1VO0C.

O segundo gene exclusivo identificado no genoma do isolado AC37 é
ADC-183. Este gene codifica uma B-lactamase da classe C (AmpC), pertencente ao
grupo das Cefalosporinases derivadas de Acinetobacter (do inglés ADC -
Acinetobacter-derived cephalosporinases) (KARAH et al., 2017). O mecanismo
antibacteriano dos B-lactdmicos baseia-se na acilagdo de uma serina localizada no
sitio ativo de proteinas de ligagdo a penicilina. Dessa forma, durante os estagios
finais da formacdo da parede celular bacteriana, esses antibidticos bloqueiam as
reacdes de transpeptidacao e transglicosilagdo, impedindo a formagao de ligagdes

entre os peptideoglicanos, o que resulta na morte celular (Figura 28) (BUSH, 2018).
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Figura 28. Mecanismo de hidrélise enzimatica por B-lactamases da classe C (AmpC). A reacéo
ocorre através de um complexo inicial de primeiro encontro pré-covalente (a esquerda), um
intermediario tetraédrico de alta energia de acilagdo, um complexo enzima-acil de baixa energia, um
intermediario tetraédrico de alta energia de desacilagdo apds o ataque da agua catalitica e, por fim, o
produto hidrolisado, que é subsequentemente liberado do complexo enzimatico. Retirado de: The
Deacylation Mechanism of AmpC B-Lactamase at Ultrahigh Resolution (CHEN et al., 2006).

Os genes pertencentes a esse grupo sdo cromossomais exclusivos do género
Acinetobacter (PERICHON et al., 2014). Variantes desse grupo apresentam cerca de
380 aminoacidos, com variagdes de 1 a 25 aminoacidos. Normalmente os ADCs sao
expressos em niveis baixos, sendo que o fendtipo de resisténcia a cefalosporinas
resulta de uma combinacdo entre a expressdao do gene e propriedades de
permeabilidade da membrana externa bacteriana (ZHAO; HU, 2012).

O gene ADC-183 foi identificado em apenas um isolado hospitalar, conforme
descrito por Nodari et al. (2020), em seu estudo com linhagens provenientes de
hospitais brasileiros. Segundo ROCHA, 2024, em sua analise de variagdes alélicas
do gene ADC, ADC-183 apresenta estreita relagao filogenética com outras variantes,
como ADC-181, ADC-234 e ADC-235. Curiosamente, todos esses genes foram
encontrados exclusivamente em isolados endémicos do Brasil, reforcando sua
relevancia no contexto epidemioldgico nacional.

O terceiro gene exclusivo do isolado AC37 é floR. Esse gene codifica um
exportador de fenicol, inicialmente caracterizado em 1999 em um linhagem de
Salmonella typhimurium (ARCANGIOLI et al., 1999). Similar a outros genes de
resisténcia, floR ja foi identificado tanto em cromossomos quanto em regides de
elementos genéticos méveis (LU et al., 2018). Esse gene foi encontrado no genoma
de AC37, associado a uma regidao de elemento transponivel. A transferéncia de
material genético entre bactérias € um fendmeno comum e especialmente perigoso
em ambientes hospitalares, visto que o ganho de genes de resisténcia pode tornar o
prognéstico da infecgao ainda pior (BOITEN et al., 2023).
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Apés a caracterizagdo genémica do isolado AC37 e comparagdo com outros
genomas, nosso estudo direcionou-se para investigar a resposta desse isolado ao
tratamento com o peptideo LyeTx | mnAK, o antibiético Meropenem, e combinagao
sinérgica de ambos os antimicrobianos.

O peptideo LyeTx | mnAK apresenta-se como uma promissora alternativa
terapéutica para o tratamento de infecgdes causadas por A. baumannii, devido a sua
elevada capacidade bactericida aliada a uma baixa taxa hemolitica. Um estudo
prévio também demonstrou que esse peptideo possui efeito sinérgico quando
combinado ao Meropenem, um antibiético amplamente utilizado no combate as
infeccbes causadas por A. baumannii. Essa combinagdo potencializa a eficacia
antimicrobiana, representando uma estratégia promissora frente a isolados
multirresistentes (LIMA et al., 2021).

ApoOs as anadlises de qualidade iniciais, mapeamento dos transcriptomas no
genoma do isolado AC37 e contagem dos genes, fizemos uma andlise de
componentes principais (PCA). Observamos que todas as condi¢gdes experimentais
de tratamento se separaram em quadrantes distintos, evidenciando as diferencas
entre elas. No entanto, as bibliotecas dos grupos “Controle” e “Meropenem”, embora
posicionadas em quadrantes diferentes, mostraram-se agrupadas de forma proxima.

Essa proximidade, alinhado ao baixo numero de genes diferencialmente
expressos nessa condi¢ao, levou-nos a hipotetizar que a concentragcéo sub inibitéria
minima (sub-MIC) utilizada para os experimentos n&o foi suficiente para
desencadear uma resposta bacteriana. Diante disso, decidimos investigar outros
estudos de RNA-Seq publicos disponiveis no SRA, com o objetivo de realizar
comparagdes e enriquecer nossas analises, como sera discutido posteriormente.

Observamos que o tratamento somente com o peptideo resultou no maior
numero de DEGs, seguido pelo sinergismo e, por ultimo, o tratamento somente com
o Meropenem. Tivemos o interesse de investigar a expressdao dos genes de
resisténcia identificados no genoma de AC37 para tentarmos ampliar nosso
conhecimento sobre a resposta bacteriana a esses tratamentos.

Notamos que somente o tratamento com o peptideo havia gerado DEGs ao
analisarmos exclusivamente os genes de resisténcia. Foram identificados 5 genes
diferencialmente expressos nessa condicdo experimental, adeA, adeB, adel, adeJ e

adeK. Esses genes codificam bombas de efluxo pertencentes a classe RND, as
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quais desempenham um papel fundamental na tentativa da célula bacteriana de
expulsar o peptideo da célula.

O sistema de efluxo ativo de membrana é geralmente composto por 3 partes:
uma proteina de membrana externa, um transportador de multiplas drogas e uma
proteina de fusdo de membrana. Com base na homologia das estruturas primarias
dessas proteinas, as bombas de efluxo de membrana sao classificadas em 5
familias: ATP-binding cassete (ABC), small multidrug resistance (SMR),
multi-antimicrobial extrusion (MATE), major facilitator (MFS) e
resistance/nodulation/division (RND). A classe ABC esta presente essencialmente
em bactérias gram-positivas, utilizando ATP como fonte de energia. Enquanto as
superfamilias SMR, MATE, MFS e RND dependem da for¢ga motriz de prétons como
fonte de energia (COYNE; COURVALIN; PERICHON, 2011; XU; BILYA; XU, 2019).

A superfamilia de bombas de efluxo RND é amplamente encontrada em A.
baumannii e compreende os operons adeABC, adeDE, adeFGH, adelJK e adeXYZ.
Uma caracteristica marcante dessas bombas de efluxo em bactérias Gram-negativas
€ que suas proteinas estdo estruturadas de maneira a atravessar a membrana
interna, o periplasma e a membrana externa da célula bacteriana (ATHAR et al.,
2023).

O operon adeABC (do inglés, Acinetobacter drug efflux), € exclusivamente
associado a linhagens multirresistentes de A. baumannii. A superexpressao desse
operon tem sido associada a fenotipos de resisténcia a uma ampla gama de
antibiéticos incluindo os B-lactamicos, aminoglicosideos e cloranfenicol (RUMBO et
al.,, 2013; RUZIN; KEENEY; BRADFORD, 2007; YUHAN et al., 2016). A Figura 29
representa a hipotese proposta do sobre mecanismo de agao de adeB, onde a forga
motriz da troca de protons do periplasma celular para o interior da célula é

responsavel pela extrusdo do antimicrobiano (SU et al., 2019)
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Periplasm

Cytoplasm

Figura 29. Mecanismo de acdao de adeB. O influxo de prétons e a expulsdo do fadrmaco séo
processos sincronizados e acoplados. Retirado de: Cryo-Electron Microscopy Structure of an
Acinetobacter baumannii Multidrug Efflux Pump.

Interessantemente, o gene adeC nao foi identificado como diferencialmente
expresso em nossas analises. Como esse gene codifica uma proteina de membrana
externa, o complexo adeAB parece ser capaz de utilizar outras proteinas de
membrana externa para completar a etapa final da expulsdo do antimicrobiano,
garantindo a sobrevivéncia bacteriana (MARCHAND et al., 2004).

O operon adelJK, ao contrario de adeABC, se encontra em isolados sensiveis
quanto multirresistentes. A superexpressdao de adelJK também ¢é associada a
fendtipos de resisténcia, e a principal diferengca entre os dois operon se da na
especificidade a alguns substratos (TAMBAT et al., 2024).

Além dos genes da superfamilia RND, observamos também a alta expresséo
de AmvA e OXA-23 que estdao proximos ao limiar dos critérios de expressao
diferencial, apresentando valores de log2FoldChange de 0.923 e 0.854,
respectivamente. O gene AmvA participa da classe das bombas de efluxo MFS,
enquanto OXA-23 é uma das principais B-lactamases associadas aos fendtipos de
resisténcia a antibiéticos em A. baumannii (COYNE; COURVALIN; PERICHON,
2011; LEE et al., 2010).

Apos as analises da expresséao diferencial dos genes de resisténcia, tivemos
a curiosidade de entender, em um contexto geral, as alteragbes geradas pelos
tratamentos através de uma analise de enriquecimento funcional utilizando as vias
anotadas pelo KEGG. De acordo com a ferramenta do BlastKOALA (KANEHISA;
SATO; MORISHIMA, 2016), apenas 52% do genoma de A. baumannii apresenta

anotacéao de vias do KEGG, o que limita o escopo de nossas analises.


https://www.zotero.org/google-docs/?wPTPvT
https://www.zotero.org/google-docs/?DD7jGl
https://www.zotero.org/google-docs/?L6QIeR
https://www.zotero.org/google-docs/?L6QIeR
https://www.zotero.org/google-docs/?91bSSH
https://www.zotero.org/google-docs/?91bSSH

64

Os processos ativados no tratamento com o peptideo LyeTx | mnAK
mostram-se relacionados a producdo, exportacao e secrecao de proteinas. Além
disso, as vias de metabolismo de pirimidinas e resisténcia a B-lactamicos também
encontram-se ativadas. Entre esses processos, a exportacdo e secregao de
proteinas foram particularmente interessantes, tendo a via dependente de Sec
diversos genes superexpressos (dados ndo mostrados).

Essa via desempenha um papel essencial, visto que mais de um terco do
proteoma bacteriano precisa ser exportado para localizagdes extracitoplasmaticas,
como a membrana plasmatica ou o periplasma celular. A via dependente de Sec faz
parte do mecanismo de translocacdo de proteinas e €& caracterizado pelo
reconhecimento de um peptideo sinal em todas as proteinas transportadas. Esse
sinal é reconhecido por componentes do sistema Sec, garantindo que as proteinas
sejam translocadas enquanto ainda estdo em estado ndo enovelado (GREEN;
MECSAS, 2016; TSIRIGOTAKI et al., 2017). Dessa forma, a superexpressdo dos
genes da via dependente de Sec pode indicar uma tentativa na manutengado e
composi¢cdo das membranas celulares.

Os fatores de viruléncia desempenham um papel crucial na sobrevivéncia
bacteriana e podem ser transportados pela via dependente de Sec. Essa via pode
contribuir com o transporte desses fatores que, posteriormente, podem ser
secretados no ambiente extracelular, facilitando processos importantes como a
captacao de nutrientes no meio externo e a formacao de biofilmes, auxiliando na
protecdo contra agentes quimicos, fisicos e bioldégicos (GREEN; MECSAS, 2016).
No tratamento com o LyeTx | mnAK, observou-se a superexpressao de genes
relacionados a aderéncia e formacao de biofilme (dados ndo mostrados), sugerindo
também a ocorréncia desses eventos para a sobrevivéncia bacteriana.

Na analise de enriquecimento funcional para o tratamento com o sinergismo
entre o LyeTx | mnAK e o Meropenem, observou-se somente vias que foram
suprimidas por essa condi¢gao experimental. Entre os processos, destaca-se a da
fosforilagdo oxidativa, em especial, os genes relacionados ao complexo | NADH
desidrogenase estdo em sua maioria subexpressos, podendo indicar um desbalango
eletroquimico visto que esse complexo € um dos responsaveis pelo bombeamento
de protons H* para o periplasma celular.

O complexo citocromo bd oxidase (CydA, CydB e CydX) também participa do

processo de respiracédo de procariotos, sendo responsavel pela redugao do oxigénio
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molecular (O,) para H,O, com auxilio de quinonas (GIUFFRE et al., 2014). Os genes
relacionados a este complexo estdo, em sua maioria, subexpressos no tratamento
com o sinergismo de ambos antimicrobianos (dados ndo mostrados). A regulagao
negativa de genes da fosforilagdo oxidativa também foi observado por KASHYAP;
SHARMA; CAPALASH, 2022, que concluiram que a diminuicdo da diferenca de
potencial elétrico entre o periplasma e o citoplasma celular, além de diminuir a
producdo de ATP, pode contribuir para a diminuigdo da viruléncia e viabilidade
celular.

Como mencionado, os resultados inesperados das bibliotecas tratadas com
Meropenem motivaram a busca por estudos similares na literatura envolvendo
linhagens de A. baumannii cultivadas na presengca de Meropenem. Essa pesquisa
resultou em 2 estudos relevantes depositados sob os BioProjects: PRINA548006 e
PRJNA787205.

Resumidamente, o estudo depositado com o BioProject PRJNA548006
utilizou uma linhagem sensivel a carbapémicos (A. baumannii 37662) que foi
cultivada durante 35 dias na concentracdo de 0.5 x MIC de Meropenem. Como
resultado, foram isolados 2 mutantes, denominados RM1 e RM2, que foram
submetidos a experimentos fenotipicos além da analise e comparacdo do
transcriptoma desses mutantes. No entanto, os mutantes RM1 e RM2 apresentaram
um baixo numero de genes diferencialmente expressos. Essa observagao pode ser
explicada pelo fato de os autores ndo especificarem, em sua metodologia, se o
crescimento bacteriano para a extracdo do RNA foi realizado na presenca de
Meropenem, levando a hipotese de que a auséncia do antibidtico durante o
crescimento celular possa ter influenciado na baixa quantidade de DEGs.

Ja o estudo depositado como PRJINA787205, foi realizado em uma linhagem
resistente (A. baumannii ATCC 17978), comparou a expressao génica em diferentes
tempos de cultivo na presenga de Meropenem. Os resultados indicaram que ha uma
diferenca temporal na expressao génica, com um aumento no numero de DEGs ao
longo do tempo. Essa observagdo sugere uma resposta tardia de A. baumannii
quando cultivada na presenca de Meropenem.

As anadlises de enriquecimento para as bibliotecas do BioProject
PRJNA787205 revelaram vias enriquecidas similares as observadas no tratamento
com o peptideo LyeTx | mnAK, porém com algumas diferengas notaveis, como a

supressao do metabolismo do piruvato e a supressao da biossintese de acidos
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graxos, processos ausentes na resposta ao peptideo. Esses resultados podem
indicar um estado metabdlico reduzido das bactérias frente a esse tipo de estresse
como possivel tentativa de manutencao da viabilidade celular.

Interessante notar que no tratamento com LyeTx mnAK houve supressao da
via de degradagdo de acidos graxos enquanto no tratamento com Meropenem,
durante 3 e 9 horas, encontramos a supressdo da biossintese de acidos graxos.
Essas respostas refletem no tratamento sinérgico onde a tentativa de manutencgao
da composicdo das membranas celulares, associada a supressdo na sintese de
ATP, indicam uma desregulacdo aguda da resposta celular ao tratamento
combinado.

Esses achados destacam a relevancia da caracterizacdo gendmica de A.
baumannii, além da compreensdo da regulagdo génica bacteriana em resposta a
uma possivel nova terapia. Também se mostra essencial, especialmente no contexto
de analises transcriptdmicas, a necessidade da obtencédo de anotagdes do genoma
mais precisas para melhorar compreensdo e interpretagdo dos resultados em
analises de enriquecimento funcional, permitindo identificar vias metabdlicas mais
restritas e precisas para melhor compreensédo da resposta bacteriana a diferentes

estresses.
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6. CONCLUSOES

Neste estudo, realizamos a montagem e anotacdo gendémica de um novo

isolado de A. baumannii, incluindo a identificacdo de plasmideos, genes de

resisténcia, fatores de viruléncia e elementos genéticos moveis. Além disso,

analisamos os transcriptomas dessa bactéria sob tratamento com concentragdes

sub-inibitérias do novo peptideo antimicrobiano LyeTx | mnAK, do antibidtico clinico

Meropenem e da combinac&o sinérgica entre ambos. Podemos concluir que:

Na arvore filogenética com 123 genomas de A. baumannii, o isolado AC37
encontra-se em um cluster diverso, que inclui linhagens sensiveis e
multirresistentes;

Este isolado esta distante do genoma de referéncia da espécie, ressaltando a
relevancia da sua caracterizagao;

O genoma de AC37 contém 31 genes de resisténcia, dos quais trés genes
sao raros e exclusivos em comparagdo aos outros genomas da arvore
filogenética;

Dois dos trés genes de resisténcia exclusivos, floR e AAC(6))-Ib’, estao
localizados em regides de elementos genéticos moveis, evidenciando a
importancia da transferéncia génica horizontal entre diferentes espécies;

O peptideo LyeTx | mnAK foi o principal agente a induzir alteragdes na
expressdo génica de A. baumannii, em especial nas vias de exportagdo e
secrecgao de proteinas;

O tratamento sinérgico com LyeTx | mnAK e Meropenem também influenciou
a expressao génica, com destaque para alteracbes na via da fosforilacao

oxidativa.
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8. APENDICES

Anexo 1 - Curvas de crescimento de Acinetobacter baumannii AC37 tratadas

em condig¢oes sub-MIC com o peptideo LyeTx | mnAK

Acinetobacter baumannii growth curves - LyeTx | mnAK
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Anexo 1. Curvas de crescimento do isolado AC37 em condi¢bées sub-MIC na presenca do
peptideo LyeTx | mnAK. Experimentos realizados por colaboradores. A concentragédo selecionada
para o cultivo e construcdo das bibliotecas para o sequenciamento de RNA foi de 3 uM. MIC do LyeTx
I mnAK = 4uM.
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Anexo 2 - Curvas de crescimento de A. baumannii AC37 tratadas em condigoes
sub-MIC com o antibiotico Meropenem

/%inetobacter baumannii growth curves — Meropenem
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Anexo 2. Curvas de crescimento do isolado AC37 em condi¢bées sub-MIC na presenca do
antibiético Meropenem. Experimentos realizados por colaboradores. A concentragéo selecionada
para o cultivo e construgado das bibliotecas para o sequenciamento de RNA foi de 14 ug/mL. MIC do
Meropenem = 16 pg/mL.
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Anexo 3 - Curvas de crescimento de A. baumannii AC37 tratadas em condigoes
sub-MIC com o peptideo LyeTx | mnAK em sinergismo com o antibiético

Meropenem

Acinetobacter baumannii growth curves — LyeTx | mnAK and Meropenem
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Anexo 3. Curvas de crescimento do isolado AC37 em condi¢des sub-MIC na presenca do
peptideo LyeTx i mnAK e do antibiotico Meropenem. Experimentos realizados por colaboradores.
A concentragado selecionada para o cultivo e construgao das bibliotecas para o sequenciamento de
RNA foi de 1 uM do peptideo e 6.5 uyg/mL do Meropenem. MIC do LyeTx | mnAK = 4uM e MIC do
Meropenem = 16ug/mL.

Anexo 4 - Principais classes de antibiéticos, seus alvos e os mecanismos de

resisténcia associados

Anexo 4 - Classes de antibiéticos, com exemplos, seus alvos nas células de microrganismos e
os mecanismos de resisténcia para o combate desses efeitos. Adaptado de: Molecular
mechanism of antibiotic resistance revisited. Darby. et al., 2023

Classificagao do antibiético . ~ . n .
Mecanismo de acao Mecanismo de resisténcia
(com exemplos)
Interagdo com a subunidade Enzimas modificadoras de
30S do rRNA 16S, provocando aminoglicosideos, como
. . . erros na leitura e/ou formacgao acetiltransferases,
Aminoglicosideos .
. - de proteinas truncadas, fosfotransferases e
(Gentamicina, Estreptomicina, | d lular. Alé leotidil ; )
Canamicina) eve_m oa m.orte‘ce ular. Além nuq eotidiltransferases;
disso, devido a sua carga metilases do rRNA 16S;
positiva, esses compostos se mutagdes no gene do rRNA
ligam a membrana externa, 16S; alteragdes nos
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aumentando a formagéo de
poros e promovendo maior
acumulo intracelular

mecanismos de influxo e/ou
efluxo

B-lactamicos (Penicilinas,
Cefalosporinas, Cefamicinas,
Carbapenémicos,
Monobactamicos)

Tem como alvo o
entrecruzamento do
peptidoglicano ao inibir as
proteinas ligadoras de

penicilina (PBPs), que realizam
a ligagao cruzada das cadeias
peptidicas na parede celular,

levando a lise celular

Producéo de 3-lactamases;
modificagdo das proteinas
ligadoras de penicilina;
permeabilidade reduzida e
aumento do efluxo

Estreptograminas
(Dalfopristina)

Alvo na tradugéao de proteinas
ao se ligar ao rRNA 23S da
subunidade 50S no dominio

peptidiltransferase, causando

peptideos truncados

Mutagdes no rRNA 23S;
modificagao das
estreptograminas por
acetiltransferases; efluxo para
fora da célula

Fenicois (Cloranfenicol)

Inibem a tradugéo ao se ligar
ao sitio A da subunidade
ribossomal 50S, bloqueando a
sintese proteica

Mutagdes no rRNA 23S da
subunidade ribossomal 50S;
inativagcao enzimatica por
acetiltransferases e efluxo

Glicopeptideos (Vancomicina)

Inibem o entrecruzamento e,
consequentemente, a sintese
de peptideoglicano ao se
ligarem ao D-alanil-D-alanina
na cadeia peptidica

Resisténcia intrinseca em
bactérias Gram-negativas
devido a membrana externa
impermeavel; em células
Gram-positivas, enzimas
podem modificar e hidrolisar
precursores do peptidoglicano;
fendtipo de suscetibilidade
intermediaria conferido por
mutagdes que levam ao
espessamento da membrana e
baixa permeabilidade

Lincosamidas (Clindamicina)

Alvo na tradugédo de proteinas,
especificamente no rRNA 23S
da subunidade 50S, causando
cadeias peptidicas truncadas

Metiltransferases que
modificam o rRNA; expressao
de proteinas que inativam
lincosamidas e efluxo

Lipopeptideos (Daptomicina)

Inserem-se na membrana
celular, causando
despolarizagao, o que reduz a
capacidade de geracao de ATP

e lava a morte celular

Espessamento e aumento da
carga positiva na parede
celular; redugao da
despolarizacdo das
membranas induzida por
lipopeptideos

Macrolideos (Azitromicina,
Eritromicina)

Inibem a traducgéo de proteinas
ao atingir o rRNA 23S da
subunidade ribossomal 50S,
causando cadeias peptidicas
truncadas

Metiltransferases de rRNA, que
metilam o rRNA 23S; mutagdes
no ribossomo; efluxo;
fosfotransferases e esterases
de macrolideos; protegcao
ribossomal mediada por
proteinas da familia ABC-F

Oxazolidinonas (linezolida)

Limitam a tradugéo ao se ligar
ao rRNA 23S da subunidade

50S, impedindo a formacéo de

Modificagdes do rRNA 23S, por
exemplo, por metiltransferases;
protecao do ribossomo
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uma subunidade funcional 70S

mediada por proteinas da
familia ABC-F

Peptideos catidnicos (Colistina

Ligam-se ao lipideo A no
lipopolissacarideo,
permeabilizando a membrana
externa e causando morte
celular

Modificagao ou remogao do
lipideo A

Pirimidinas (Trimetoprima)

Afetam o metabolismo do C1 e
sintese de folato ao inibir a
diidrofolato redutase,
bloqueando a produgao de
tetrahidrofolato

Modificagdo ou aquisigao de
novos genes de diidrofolato
redutase e efluxo de
trimetoprima

(Ciprofloxacino)

Quinolonas e Fluoroquinolonas

Inibem a replicacdo do DNA
pela DNA girase e
topoisomerase 1V, que estao
envolvidas no
superenrolamento do DNA,
corte das fitas e religagéao

Mutac¢des na DNA girase ou na
topoisomerase 1V; efluxo de
quinolonas ou proteinas que

protegem a DNA girase e
topoisomerase IV

Rifamicinas (Rifampicina)

Inibem a transcrigéo,
especificamente a sintese de
DNA dependente de DNA, ao
se ligarem a RNA polimerase

Mutagdes no alvo do
medicamento, rpoB; ribosilagcao
enzimatica ou inativagao da
rifampicina

Sulfonamidas (Sulfametizol)

Impedem a sintese do acido
diidrofolato ao inibir a
diidropteroato sintase,

interrompendo o crescimento

celular

Mutagdes no gene da
diidropteroato sintase e nos
genes sull1 e sul2, que
codificam diidropteroato
sintases distintas, menos
suscetiveis as sulfonamidas

Tetraciclinas (Tigeciclina,
Tetraciclina)

Inibem a traducao ao se
ligarem ao rRNA 16S da
subunidade 30S, impedindo a
ligacao do tRNA ao sitio A da
subunidade 30S

Efluxo; prote¢édo do ribossomo
mediada por proteinas;
mutacgdes ribossémicas;
inativagao enzimatica do

medicamento

Apéndice 1 - Caracteristicas dos genes de resisténcia identificados no isolado

AC37

Genes de resisténcia e suas associacoes a classes e farmacos
Gene Classe do farmaco Antibiético Meca_nlsAmo_ de

resisténcia
AAC(6’)-Ib’ Aminoglicosideos Amicacina e Tobramicina En2|ma_de n_10d|f'|cagao de
aminoglicosideos

AbaF Acido fosfonico Fosfomicina Bomba de efluxo
AbaQ Fluoroquinolonas - Bomba de efluxo
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abeM

Fluoroquinolonas,
Agentes desinfetantes
e Antissépticos

Espectinomicina e
Estreptomicina

Bomba de efluxo

abeS

Macrolideos e
Aminocumarinos

Eritromicina e Novobiocina

Bomba de efluxo

ADC-183

Cefalosporinas

B-lactamase

adeA

Glicilciclinas e
Tetraciclinas

Tigeciclina e Tetraciclina

Bomba de efluxo

adeB

Glicilciclinas e
Tetraciclinas

Tigeciclina e Tetraciclina

Bomba de efluxo

adeC

Glicilciclinas e
Tetraciclinas

Tigeciclina e Tetraciclina

Bomba de efluxo

adeF

Fluoroquinolonas e
Tetraciclinas

Tetraciclina

Bomba de efluxo

adeG

Fluoroquinolonas e
Tetraciclinas

Tetraciclina

Bomba de efluxo

adeH

Fluoroquinolonas e
Tetraciclinas

Tetraciclina

Bomba de efluxo

adel

Macrolideos,
Fluoroquinolonas,
Lincosamida,
Carbapenémicos,
Cefalosporinas,
Tetraciclinas,
Rifamicina,
Diaminopirimidinas e
Fenicois

Tetraciclina, Rifampicina,
Imipenem, Trimetoprima,
Cloranfenicol e Ticarcilina

Bomba de efluxo

aded

Macrolideos,
Fluoroquinolonas,
Lincosamida,
Carbapenémicos,
Cefalosporinas,
Tetraciclinas,
Rifamicina,
Diaminopirimidinas e
Fenicois

Tetraciclina, Rifampicina,
Imipenem, Trimetoprima,
Cloranfenicol e Ticarcilina

Bomba de efluxo

adeK

Macrolideos,
Fluoroquinolonas,
Lincosamida,
Carbapenémicos,
Cefalosporinas,
Tetraciclinas,
Rifamicina,
Diaminopirimidinas e
Fenicois

Tetraciclina, Rifampicina,
Imipenem, Trimetoprima,
Cloranfenicol e Ticarcilina

Bomba de efluxo
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Fluoroquinolonas e

adeL e Tetraciclina Regulador de adeFGH
Tetraciclinas
Macrolideos,
Fluoroquinolonas,
Lincosamida,
Carbapenémicos, Tetraciclina, Rifampicina,
adeN Cefalosporinas, Imipenem, Trimetoprima, Regulador de adelJK
Tetraciclinas, Cloranfenicol e Ticarcilina
Rifamicina,
Diaminopirimidinas e
Fenicois
adeR G“C'IC'C.:“r.]aS © Tigeciclina e Tetraciclina Regulador de adeABC
Tetraciclinas
adeS GI|C|IC|9I|r_1as © Tigeciclina e Tetraciclina Regulador de adeABC
Tetraciclinas
Macrolideos, Agentes
AmvA desinfetantes e Eritromicina e Acriflavina Bomba de efluxo
Antissépticos
ANT(3")-llc Aminoglicosideos Espectlnoml_mlna e En2|ma_de njodlflcagao de
Estreptomicina aminoglicosideos
APH(3”)-lb Aminoglicosideos Estreptomicina En2|ma_de n_10d|f'|cagao de
aminoglicosideos
APH(6)id | Aminoglicosideos Estreptomicina Enzima de modificagao de
aminoglicosideos
floR Fenicois Cloranfenicol e Florfenicol Bomba de efluxo
Enoxacina, Ciprofloxacino,
Levofloxacino, Moxifloxacino,
Gatiﬂo>,<acino, Lomefloxacino,
A Fluoroquinolonas Acido Nalidixico, Mudanca estrutural na
ay q Norfloxacino, Ofloxacino, DNA girase
Trovafloxacina,
Grepafloxacina,
Esparfloxacina e Pefloxacina
Colistina A, ColistinaB e Mutagéo em proteinas
LpsB Peptideos P constituintes da membrana
Defensinas
externa
OXA-23 Carbapenemlcos, Cloxacilina, Oxacﬂma e B-lactamase
Cefalosporinas Cefalotina
OXA-63 Carbapenemlcos, Cloxacilina, leacnma e B-lactamase
Cefalosporinas Cefalotina
Enoxacina, Ciprofloxacino,
Levofloxacino, Moxifloxacino, Mudanca estrutural na
parC Fluoroquinolonas Gatifloxacino, Lomefloxacino, ¢

Acido Nalidixico,
Norfloxacino, Ofloxacino,

Topoisomerase IV
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Trovafloxacina,
Grepafloxacina,
Esparfloxacina e Pefloxacina

Fluoroquinolonas,

rsmA Diaminopirimidinas e | Trimetoprima e Cloranfenicol Bomba de efluxo
Fenicois
Sulfadiazina, Sulfadimidina,
. Sulfametoxazol, Sulfisoxazol,
sul2 Sulfonamidas

Sulfacetamida, Mafenida,
Sulfasalazina e Sulfametizol

Apéndice 2 - Porcentagem da contagem de genes utilizando o FeatureCounts

Proporcéo de leituras anotadas a genes utilizando o FeatureCounts.

. Numero de reads Porcentagem de
- Numero de reads
Biblioteca (por biblioteca) anotadas com reads anotadas com
P FeatureCounts FeatureCounts
Controle 1 12.375.534 11.682.235 94.4%
Controle 2 12.060.986 11.438.249 94.8%
Controle 3 10.444.960 9.867.758 94.5%
LyeTx | mnAK 1 18.570.900 17.417.170 93.8%
LyeTx | mnAK 2 17.735.088 16.733.839 94.4%
LyeTx | mnAK 3 14.040.594 12.240.785 94.3%
Meropenem 1 11.843.848 11.216.200 94.7%
Meropenem 2 13.900.774 13.193.696 94.9%
Meropenem 3 12.842.324 12.167.094 94.7%
LyeTx I mnAK + 12.123.758 12.443.310 94.8%
Meropenem 1
LyeTx | mnAK + 12.316.888 11.652.932 94.6%
Meropenem 2
LyeTx I mnAK + 13.702.028 12.912.690 94.2%
Meropenem 3
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Apéndice 3 - Proporgao da variancia explicada por cada componente principal

no PCA
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Grafico Scree representando a porcentagem varidncia explicada por cada componente

principal (PC). PC1, PC2 e PC3 explicam 83.3% da variancia.

Apéndice 4 - Mapeamento dos genomas de A. baumannii disponiveis no KEGG

Média das porcentagens de mapeamento nos genomas de A. baumannii disponiveis na
interface web do KEGG. Bibliotecas de RNA-Seq Controle e tratadas com o peptideo LyeTx | mnAK,
Meropenem e o sinergismo. Em negrito o0 genoma de referéncia selecionado.

Média da % Média da % Média da % Média da %

Linhagem mapeamento mapeamento mapeamento mapeamento

Controle LyeTx | mnAK Meropenem Sinergismo
1656-2 93.38% 94.06% 93.11% 92.26%
AB0057 96.91% 97.13% 96.77% 96.06%
ABO030 93.59% 94.49% 93.32% 92.76%
AB031 92.49% 93.62% 92.3% 91.48%
AB307-0294 96.28% 96.69% 96.15% 95.64%
AbH120-A2 93.02% 93.96% 92.73% 92.06%
AC29 93.4% 94.21% 93.06% 92.47%
ACICU (v2008) 93.44% 94.09% 93.2% 92.25%
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ACICU (v2021) 93.54% 94.23% 93.3% 92.37%
AT(CVgO112378 92.34% 93.3% 91.84% 91.5%
AT8§012725)’78 92.63% 93.51% 92.37% 91.6%

AYE 96.6% 97.1% 96.8% 96.25%
BJAB07104 94.44% 94.81% 93.51% 92.92%
BJABO715 92.88% 93.83% 92.59% 91.69%
BJA086S 93.85% 94.8% 93.44% 93.04%
D1279779 92.04% 92.87% 91.77% 90.93%
LAC-4 91.96% 92.85% 91.66% 90.83%
MDR-TJ 93.8% 94.77% 93.55% 92.91%
MDR-ZJ06 93.81% 94.57% 92.88% 92.82%
SDF 86.74% 90.1% 82.26% 86.94%
TCDC-ABO715 93.84% 94.59% 93.54% 92.94%
TYTH-1 92.53% 93.46% 92.24% 91.47%
ZW85-1 93.49% 93.31% 92.25% 91.15%

Apéndice 5 - Porcentagem de mapeamento das bibliotecas de A. baumannii

tratadas com Meropenem obtidas no SRA no genoma do isolado AC37

Porcentagem de mapeamento (Bowtie2) e contagem de genes (FeatureCounts) das bibliotecas
dos estudos PRJNA548006 e PRUNA787205 no genoma de AC37.

2 Porcentagem de
Numero de Porcentagem de
. reads anotadas
Biblioteca reads (por mapeamento
o . com
biblioteca) com Bowtie2
FeatureCounts
Controle 1 11.422.798 91.37% 90.3%
Controle 2 10.363.437 93.12% 92.9%
Controle 3 10.646.498 92.28% 92.1%
RM1 1 9.937.126 92.14% 91.3%
PRJNA548006 RM1 2 12.164.897 94.33% 94.0%
RM2 3 10.243.176 93.35% 93.2%
RM2 1 11.616.357 89.63% 88.6%
RM2 2 10.139.713 95.81% 95.4%
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RM2 3 11.164.327 93.99% 93.7%
Controle 30min 1 14.786.683 94.38% 90.6%
Controle 30min 2 14.133.564 94.02% 90.2%
Controle 30min 3 13.189.954 94.43% 90.5%

30 minutos 1 12.036.742 94.12% 90.2%
30 minutos 2 11.494.806 94.35% 90.4%
30 minutos 3 15.410.606 94.1% 90.4%
Controle 3 horas 1 13.782.073 92.56% 88.5%
Controle 3 horas 2 14.608.683 92.36% 88.4%
Controle 3 horas 3 13.525.567 92.83% 88.8%

PRJNA787205

3 horas 1 13.141.836 93.10% 89.0%

3 horas 2 13.670.564 93.14% 89.1%

3 horas 3 15.852.629 92.96% 88.7%
Controle 9 horas 1 11.547.198 92.41% 89.1%
Controle 9 horas 2 11.594.663 91.63% 88.3%
Controle 9 horas 3 14.931.303 92.09% 88.6%
9 horas 1 12.334.733 94.07% 90.8%

9 horas 2 10.637.435 94.35% 91.0%

9 horas 3 10.462.001 93.71% 90.3%
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Apéndice 6 - PCAs bibliotecas publicas de A. baumannii tratadas com
Meropenem baixadas no SRA

Principal Component Analysis PRINA548006
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Andlise de componente principal do estudo PRJNA548006. PC1 e PC2 explicam 77.5% da
variancia. Circulos pretos, azuis e vermelhos representam as replicatas Controle, mutante RM1 e
mutante RM2, respectivamente.
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Grafico Scree representando a porcentagem varidncia explicada por cada componente
principal (PC) no projeto PRINA548006 . PC1, PC2 e PC3 explicam 86.4% da variancia.

Principal Component Analysis PRINA787205
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Analise de componente principal do estudo PRJNA787205. Painel (A), tratamento com
Meropenem durante 30min; Painel (B), tratamento por 3 horas e Painel (C) tratamento durante 9
horas. Circulos pretos, azuis, vermelhos e amarelos representam os tratamentos durante 30 minutos,
3 horas e 9 horas, respectivamente.
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Grafico Scree representando as porcentagens varidncia explicada por cada componente
principal (PC) em cada tratamento no estudo PRJNA787205.

Apéndice 7 - Porcentagem de mapeamento das bibliotecas A. baumannii
tratadas com Meropenem obtidas no SRA no genoma AB0057 para as analises

de enriquecimento funcional

Tabela X - Porcentagem de mapeamento (Bowtie2) e contagem de genes (FeatureCounts) das
bibliotecas do estudo PRJNA548006 no genoma de AC37.

Porcentagem de Porcentagem de

Biblioteca mapeamerllto readscz:)nr:tadas

ComE R e FeatureCounts
Controle 1 92.58% 91.0%
Controle 2 93.53% 93.2%
Controle 3 92.71% 92.5%
RM1 1 92.33% 92.0%
PRJNA548006 RM1 2 94.65% 94.3%
RM2 3 93.65% 93.4%
RM2 1 90.98% 89.6%
RM2 2 96.04% 95.6%
RM2 3 94.32% 93.9%
Controle 30min 1 93.97% 90.8%
Controle 30min 2 94.63% 90.4%
Controle 30min 3 95.06% 90.8%
30 minutos 1 94.78% 90.4%
30 minutos 2 94.97% 90.6%
30 minutos 3 94.71% 90.7%
PRJNA787205 | Controle 3 horas 1 93.29% 88.9%
Controle 3 horas 2 93.08% 88.7%
Controle 3 horas 3 93.59% 89.1%
3 horas 1 93.83% 89.3%
3 horas 2 93.79% 89.4%
3 horas 3 93.69% 89.1%




Controle 9 horas 1 93.12% 89.5%
Controle 9 horas 2 92.37% 88.7%
Controle 9 horas 3 92.86% 89.1%
9 horas 1 94.69% 91.2%
9 horas 2 94.96% 91.4%
9 horas 3 94.32% 90.7%
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