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RESUMO

SILVA, Lilian Caroliny Amorim. Estudo da diminuicdo da sensibilidade a Polimixina B
em isolados clinicos de Acinetobacter baumannii geneticamente relacionados. 2022. Tese
(Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes,
Fundacéo Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

A emergéncia da resisténcia a quase todos o0s antimicrobianos disponiveis entre isolados
clinicos de Acinetobacter baumannii representa um desafio para 0 manejo de pacientes
hospitalizados, sendo as polimixinas muitas vezes a Ultima opcdo terapéutica contra
infeccBes por esses patdgenos oportunistas. No entanto, a resisténcia as polimixinas,
anteriormente pouco relatada, vem sendo observada apds o seu crescente uso na préatica
clinica e os mecanismos de resisténcia a este composto ndo foram completamente
elucidados. O objetivo do presente estudo foi investigar os aspectos da heterorresisténcia
e resposta adaptativa a polimixina B de isolados clinicos de A. baumannii intimamente
relacionados epidemiologicamente, exibindo distinto perfil de susceptibilidade a
polimixina. Para isso, foram realizadas analises que incluem curvas de crescimento e
morte bacteriana sob diferentes condicdes laboratoriais e a analise dos perfis genémico e
transcriptobmico dos isolados avaliados. Os resultados demonstraram diferencas no
fendtipo de resisténcia a Polimixina B entre as duas cepas clinicas estudadas, no entanto,
0 padrdo de crescimento em condi¢des normais ou de estresse bacteriano ndo diferiram
entre as cepas sensivel e resistente a polimixina. A analise gendbmica ndo demonstrou a
presenca de nenhum gene ou modificacdo relacionada a resisténcia a polimixina na cepa
resistente, além disso, foi possivel observar que ambos os isolados possuem 0s genomas
idénticos, sem nenhuma diferenca em sua sequéncia que possa justificar a discrepancia
no perfil de suspeptibilidade. A analise transcriptdmica foi realizada comparando as cepas
sob diferentes condigdes de cultivo, na presenca e auséncia de polimixina, os resultados
demonstraram varios genes diferencialmente expressos, envolvidos em diferentes vias
bioldgicas, sendo em sua maioria proteinas responsaveis pela resposta a estresses e
exposicdo a antibioticos, tais como os membros de bombas de efluxo MacA, MprA,
EmrAB, EmrKY, YbhRS, AcrA, a proteina ribossémica RpmG e as topoisomerases tipo
IV BacA e ParE. Os resultados reunidos neste trabalho sugerem diferentes vias pouco
estudadas que podem desempenhar papéis importantes na resisténcia a polimixina em A.
baumannii e destacam que a analise da expressdo génica em cepas resistentes a
antibidticos pode revelar possiveis alvos no desenvolvimento de novos estudos com foco
no combate a bactérias resistentes a multiplas drogas.

Palavras-chave: Resisténcia a drogas; Acinetobacter baumannii; Polimixinas; MDR;
RNA-seq; Antibidticos.



ABSTRACT

SILVA, Lilian Caroliny Amorim. Study of decreased sensitivity to Polymyxin B in
genetically related clinical isolates of Acinetobacter baumannii. 2022. Thesis (PhD in
Biosciences and Biotechnology in Health) — Instituto Aggeu Magalhdes, Fundacao
Oswaldo Cruz, Recife, 2022.

The emergence of resistance to almost all available antimicrobials among clinical isolates
of Acinetobacter baumannii represents a challenge for the management of hospitalized
patients, with polymyxins often being the last therapeutic option against infections by
these opportunistic pathogens. However, resistance to polymyxins, previously little
reported, has been observed after its increasing use in clinical practice and the
mechanisms of resistance to this compound have not been fully elucidated. The aim of
the present study was to investigate aspects of heteroresistance and adaptive response to
polymyxin B in closely related epidemiologically related clinical isolates of A.
baumannii, exhibiting a distinct profile of sensitivity to polymyxin. For this, analyzes
were performed that include bacterial growth and death curves under different laboratory
conditions and the analysis of the genomic and transcriptomic profiles of the evaluated
isolates. The results showed differences in the Polymyxin B resistance phenotype
between the two clinical strains studied, however, the growth pattern under normal or
bacterial stress conditions did not differ between the strains sensitive and resistant to
polymyxin. The genomic analysis did not demonstrate the presence of any gene or
modification related to polymyxin resistance in the resistant strain, in addition, it was
possible to observe that both isolates have identical genomes, with no difference in their
sequence that could justify the discrepancy in the profile of sensitivity. The transcriptomic
analysis was performed comparing the strains under different culture conditions, in the
presence and absence of polymyxin, the results showed a range of differentially expressed
genes, involved in different biological pathways, being mostly proteins responsible for
the response to stress and exposure to antibiotics, such as the efflux pump members
MacA, MprA, EmrAB, EmrKY, YbhRS, AcrA, the ribosomal protein RpmG and the type
IV topoisomerases BacA and ParE. The results gathered in this work suggest different
understudied pathways that may play important roles in polymyxin resistance in A.
baumannii and highlight that the analysis of gene expression in antibiotic-resistant strains
may reveal possible targets in the development of new studies focused on combating this
multidrug resistant bacteria.

Key-words: Drug resistance; Acinetobacter baumannii; Polymyxins; MDR; RNA-seq;
Antibiotics.
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1 INTRODUCAO

Acinetobacter baumannii é um bacilo Gram-negativo aer6bico conhecido por sua
capacidade de causar infeccdes nosocomiais severas e tem emergido como uma das principais
causas de infecgdes associadas a assisténcia a saude em todo o mundo. Sua capacidade de se
adaptar em condigOes adversas, como ocorre no ambiente hospitalar, contribui para o
desenvolvimento da resisténcia neste patdgeno (MARAGAKIS; PERL, 2008; NWUGO et al.,
2011). Esses organismos tém sido implicados em uma gama diversa de infecgdes em pacientes
hospitalizados, especialmente pacientes com permanéncia prolongada em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI) (CONSALES et al., 2011). A expressdo de fatores de viruléncia que
permitem a infeccéo bacteriana e a expresséo dos determinantes de resisténcia antimicrobiana
podem ser responsaveis pela alta adaptabilidade deste organismo a condicdes adversas
(GIAMARELLOU; ANTONIADOU; KANELLAKOPOULOU, 2008; GORDON;
WAREHAM, 2010). O surgimento e disseminacdo de bactérias como A. baumannii
resistentes a maior parte dos antimicrobianos disponiveis tém determinado que
antimicrobianos em desuso, como as polimixinas B e E (colistina), sejam reinseridos na
pratica clinica, por manter sua atividade antimicrobiana frente a maioria dos bacilos Gram-
negativos multirresistentes (GIRARDELLO; GALES, 2012).

As polimixinas sdo antimicrobianos polipeptidicos descobertos em 1947, com potente
acao sobre bactérias Gram-negativas resistentes a multiplas drogas (MDR), no entanto, por
apresentarem altas taxas de nefrotoxicidade e neurotoxicidade associadas ao seu UuSO
prolongado, a partir da década de 1960, essas drogas foram gradativamente substituidas por
outros antimicrobianos, incluindo os carbapenémicos que apresentavam o mesmo espectro de
atividade, sendo utilizadas como Gltima opcédo terapéutica. As taxas de infec¢bes por bactérias
Gram-negativas resistentes a maioria dos antimicrobianos utilizados comumente na pratica
clinica vém aumentando, restringindo cada vez mais as opc¢des terapéuticas. Assim, durante a
ultima década as polimixinas voltaram a ser introduzidas na pratica clinica e atualmente, sdo
classificadas pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) como um dos antimicrobianos de
maior prioridade na medicina humana (CASSIR; ROLAIN; BROUQUI, 2014
GIRARDELLO; GALES, 2012; RODRIGUEZ-SANTIAGO, 2021).

No entanto, a resisténcia a estas drogas ja foi relatada e 0s mecanismos envolvidos
neste fenotipo ndo sdo totalmente compreendidos. Os mecanismos genéticos de resisténcia as
polimixinas mais referidos sdo decorrentes de processos adaptativos e mutacionais, além de

relatos recentes de determinantes da resisténcia a polimixina mediada por plasmideos que sao
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capazes de se transferir entre espécies Gram-negativas (LENHARD et al., 2017; TRAN et al.,
2016; VELKOV et al, 2013). Alguns mecanismos distintos de resisténcia as polimixinas
foram identificados em A. baumannii, dentre esses 0s mais comuns sdo mutagdes no sistema
PmrCAB, nos genes IpxA, IpxC e IpxD e a presenca do gene plasmidial mcr-1 (DAHDOUH
et al., 2017). Entretanto, outros mecanismos podem estar presentes entre as cepas clinicas,
pois cepas resistentes as polimixinas que ndo possuiam nenhum dos mecanismos conhecidos
também foram relatadas.

Em estudos epidemiologicos anteriores foram isoladas cepas de A. baumannii com
distinto perfil de susceptibilidade a polimixina e que apresentavam estreita relacdo
epidemioldgica. As cepas de A. baumannii 1056 e C345, utilizadas no presente estudo, foram
isoladas de sitios de infeccdo distintos do mesmo paciente e praticamente no mesmo
momento. Essas cepas pertenciam ao mesmo sequence type (ST), porém apresentavam
Concentracéo Inibitoria Minima (CIM) de polimixina E de 0,5 e 32 pg/mL, respectivamente.
Nenhuma alteracdo dos determinantes genéticos sabidamente associados ao fenotipo de
resisténcia as polimixinas em A. baumannii, como, o operon pmrCAB, e 0s genes IpxA, IpxC
e IpxD pdde ser observado entre a cepa sensivel (1056) e a cepa resistente (C345) a polimixina.

O presente estudo apresenta dados sobre 0s principais aspectos fenotipicos e genéticos
relacionados a resisténcia a Polimixina B em A. baumannii, incluindo curvas de crescimento
e morte bacteriana sob diferentes condicGes laboratoriais e a analise dos perfis genémico e
transcriptobmico dos isolados avaliados. Desta maneira, espera-se que 0s resultados aqui
expressos possam contribuir para uma melhor compreensdo acerca dos diferentes fenétipos

de suscetibilidade e resisténcia as polimixinas em A. baumannii.



18

2 REFERENCIAL TEORICO

O género Acinetobacter foi descrito inicialmente em 1911 e seus organismos
classificados como sendo ambientais e ndo patogénicos (ALMASAUDI, 2018). Séo
bactérias aerobicas e ndo fermentadoras de glicose pertencentes a Ordem
Gammaproteobacteria (BROVEDAN et al, 2020). Compreende um grupo de
aproximadamente 90 espécies, no entanto, atualmente apenas 5 sdo associadas a doencas
humanas (VIJAYAKUMAR; BISWAS; VEERARAGHAVAN, 2019; WONG et al,
2016)

2.1 GENERO Acinetobacter: TAXONOMIA E HABITAT

O género Acinetobacter é altamente diverso, composto por cocobacilos Gram-
negativos pertencentes a familia Moraxellaceae.. Podem ser encontrados em diferentes
ambientes, incluindo centros hospitarales, consequentemente, algumas espécies de
Acinetobacter se comportam como patdégenos oportunistas em humanos, 0s quais Sao
capazes de causar diferentes infeccGes nosocomiais. Seu sucesso como patdgeno pode ser
atribuido a diversos fatores, sendo os principais a capacidade de sobreviver a dessecacao,
formar biofilmes e aderir, colonizar e infectar células epiteliais humanas. Sdo organismos
estritamente aerdbios, ndo fermentadores, ndo ferrosos, ndo moveis, catalase-positivos e
oxidase-negativos (AMORIM; NASCIMENTO, 2017; BROVEDAN et al, 2020; ZHAO;
HU, 2012).

Até 0 momento, mais de 90 espécies do género Acinetobacter foram identificadas,
das quais 74 espécies receberam nomes validos. No entanto, novas espécies de
Acinetobacter estdo continuamente sendo relatadas, e 0 nimero de espécies aumenta a
cada ano, com 6 novas espécies em 2017, 3 em 2018, 4 em 2019 e 9 em 2020 (QIN et al,
2021). A anélise etimoldgica do género Acinetobacter demonstra que o prefixo “a”
significa ndo, “kined” refere-se a movimento e “bacter” bastdo, ou seja, bastdao nao movel
(LPSN, 2021).

As informacdes a respeito do primeiro isolamento de organismos do género
Acinetobacter sdo incertas. Os cocobacilos Gram-negativos que provavelmente eram
Acinetobacter foram isolados primeiramente de uma amostra ambiental em 1911 pelo
microbiologista holandés Martinus Willem Beijerinck e repetidamente durante a década

de 1940, mas eram anteriormente categorizados como Mima polimorphia (agora
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Acinetobacter lwoffii), Herellea vaginicola (agora Acinetobacter baumannii ou
Acinetobacter calcoaceticus), Bacterium anitratum, B5W, e Moraxella lwoffii. O género
Acinetobacter foi proposto pela primeira vez por Brisou e Prévot em 1954 com o intuito
de diferenciar as espécies deste género dos organismos mdveis presentes no género
Achromobacter (ALMASAUDI, 2018). Em 1974, o género foi listado no Manual de
Bacteriologia Sisteméatica de Bergey com a descricdo de uma Unica espécie,
Acinetobacter calcoaceticus (CHAN et al, 2012; MATEO-ESTRADA et al, 2019;
WONG et al, 2016). A identificacdo das espécies de Acinetobacter é um desafio, a
diferenciacdo através de métodos bioquimicos padrdo e sistemas automatizados é
frequentemente ineficaz, levando assim a uma identificacdo imprecisa. Métodos
moleculares que permitem a distingdo especifica a nivel de espécie estdo disponiveis,
como por exemplo, Reacdo em Cadeia da Polimerase baseada na sequéncia repetitiva
extragénica palindrémica (rep-PCR), eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE),
espectrometria de massa por ionizagéo e dessorcao a laser assistida por matriz tempo de
voo (MALDI-TOF MS) e tipagem de sequéncias multilocus (MLST), no entanto, ndo séo
regularmente empregados em laboratérios de diagnostico de rotina (VIJAYAKUMAR,;
BISWAS; VEERARAGHAVAN, 2019).

Atualmente, cinco espécies de Acinetobacter associadas a doencas humanas (i.e.
A. baumannii, Acinetobacter pittii, Acinetobacter nosocomialis, Acinetobacter seifertti e
Acinetobacter ijkshoorniae) e uma espéecie de Acinetobacter ambiental (Acinetobacter
calcoaceticus) compartilham um alto grau de semelhanca entre si fenotipicamente e
bioquimicamente, portanto, é dificil distingui-las a nivel de espécie individual, sendo
geralmente agrupadas juntas como o complexo Acinetobacter baumannii-calcoaceticus
(ACB). A identificacdo precisa dessas espécies requer o sequenciamento do gene da
subunidade  da RNA polimerase, rpoB, e/ou do gene gyrB (RANI et al, 2018). Dentre
as espécies componentes do complexo ACB A. baumannii é a mais clinicamente
relevante, responsavel por causar 80% das infeccOes enquanto A. calcoaceticus é
considerado um organismo ambiental ndo patogénico isolado do solo e raramente esta
envolvido em doencas (VIJAYAKUMAR; BISWAS; VEERARAGHAVAN, 2019).

Embora existam mais de 90 espécies, a maioria dos organismos do género sao
ambientais e ndo patogénicos (WONG et al, 2016). Acinetobacter sdo onipresentes na
natureza, sdo organismos saprofitos, de vida livre e encontram-se amplamente
distribuidos nas mais variadas partes do mundo e em diferentes ambientes, eles podem

ser facilmente recuperados do solo ou da agua, e também foram encontrados com
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frequéncia em animais e humanos. Diversos estudos relataram o isolamento desses
organismos da pele de individuos saudaveis (LOOVEREN; GOOSSENS, 2004).

Espécies do género Acinetobacter podem suportar condigdes de ressecamento por
longos periodos, A. baumannii é frequentemente isolado de equipamentos médicos
reutilizaveis, como tubos de ventilacdo, dispositivos de monitoramento de pressao
arterial, umidificadores, pias, mictdrios de plastico e respirdbmetros, sendo também
isolados da pele de profissionais de salde, colches, travesseiros, em todos os tipos de
equipamentos de ventilacdo e em situacdes de umidade (ALMASAUDI, 2018).

Em geral, Acinetobacter eram encontrados apenas em ambientes Umidos,
incluindo solo, lama, pantanos, lagoas, estacBes de tratamento de agua, fazendas de
peixes, &guas residuais e até mesmo agua do mar e a partir das décadas 60 e 70, o género
Acinetobacter comecou a ser relatado em hospitais. Geralmente, as espécies mais
frequentemente isoladas de amostras clinicas humanas sd@o A. baumannii e Acinetobacter
haemolyticus (XIN et al, 2014). As principais areas do corpo povoadas por esses
microrganismos em pacientes hospitalizados sdo a pele, a orofaringe e o trato digestivo
(ALMASAUDI, 2018).

Apesar da grande importancia da resisténcia em isolados clinicos de
Acinetobacter, cepas ambientais muitas vezes abrigam mecanismos de resisténcia a
antibioticos, incluindo carbapenemases e Betalactamases de Espectro Estendido
(ESBLs), e podem, portanto, servir como importantes reservatdrios ambientais para
elementos de resisténcia transformando-se em cepas clinicamente relevantes. Algumas
espécies clinicamente relevantes, como A. lwoffii, A. nosocomialis e A. pittii, foram
encontradas em vegetais, carne, laticinios e pele humana. Essas cepas abrigaram extensos
repertorios de resisténcia a antibidticos. Além disso, as cepas de A. baumannii que
abrigam extensa resisténcia a antibioticos contaminaram alimentos comerciais, incluindo
carne de varios tipos de gado e vegetais, sugerindo multiplas rotas ambientais, além da
via de infeccdo hospitalar para as popula¢ées humanas (WONG et al, 2016).

2.2 Acinetobacter baumannii: ASPECTOS GERAIS E CLINICOS

Acinetobacter baumannii € um microrganismo associado a infecgdes hospitalares
em todo o mundo, representando 0 membro mais importante dentre as espécies do seu
género. Apresenta-se sob a forma de bastonetes, medem tipicamente 1,0 a 1,5 por 1,5 a

2,5 micrometros na fase logaritmica de crescimento, no entanto, apresenta morfologia
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mais cocdide na fase estaciondria (Figura 1). Normalmente formam col6nias lisas, as
vezes mucoides, de coloracdo amarelo-claro a branco-acinzentadas em meio sélido
(BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER, 1996; LIN, LAN, 2014; WANG et al., 2014).

Figura 2 — Microscopia eletrénica de varredura da cepa ATCC 19606 de A. baumannii

Fonte: BERGOGNE-BEREZIN; TOWNER (1996).

O género Acinetobacter sofreu diversas mudancas taxonémicas ao longo dos anos,
e a espécie A. baumannii ndo foi formalmente designada até 1986. Isso dificulta a
interpretacdo dos relatos anteriores de infecgdes por Acinetobacter na literatura cientifica
e médica. No entanto, as infecces causadas por organismos agora classificados como A.
baumannii se tornaram um problema significativo no decorrer da década de 1970.
Anteriormente A. baumannii foi frequentemente ignorado quando isolado de amostras
clinicas por ser considerado benigno, apresentando um baixo grau de patogenicidade.
Entretanto, com o passar dos anos esse mesmo organismo se apresentou como uma
ameaca global na area da saude. Desde entdo, A. baumannii tem crescido gradativamente
em importancia como organismo patogénico, principalmente, no ambiente hospitalar. Em
2007, até 70% dos isolados em determinados locais eram resistentes a multiplas drogas

(MDR), incluindo resisténcia a carbapenémicos, que antes eram considerados a chave
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contra infeccbes por A. baumannii (ANTUNES; VISCA; TOWNER, 2014;
GIAMARELLOU; ANTONIADOU; KANELLAKOPOULOU, 2008; LEE et al, 2017).

Entre as espécies de Acinetobacter, A. baumannii € 0 membro mais importante
associado a infecgdes adquiridas em hospitais em todo o mundo. Como muitas infeccdes
por A. baumannii foram repentinamente relatadas entre veteranos e soldados que serviram
no Iraque e no Afeganistdo, esse patdgeno também ficou conhecido como "Iragibacter."
Por ser resistente a multiplas drogas, A. baumannii se espalhou por hospitais civis devido
principalmente a infeccdo cruzada de pacientes militares feridos repatriados de zonas de
guerra (LEE et al, 2017).

Acinetobacter baumannii € considerado pela Organizacdo Mundial da Salde
(OMS) como um dos organismos ESKAPE mais graves. ESKAPE é um acrébnimo para
m grupo de patogenos (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e espéecies de
Enterobacter) capazes de "escapar" da acdo biocida de antibi6ticos e representar
mutuamente novos paradigmas em patogénese, transmissdo e resisténcia. Acinetobacter
baumanni sdo habitantes comuns da pele humana, no entanto, a maioria das infeccGes por
essa bactéria ocorre no trato respiratério de pacientes criticos em ambiente de UTI, se
manifestando mais comumente como pneumonia associada a ventilagdo mecanica ou
infecgBes da corrente sanguinea. Menos frequentemente, A. baumannii causa infecgdes
na pele e tecidos moles e em locais cirurgicos, bem como infeccdes do trato urinario
associadas a cateter. Em todos os cendrios ocorre a violagdo em uma barreira anatémica
que permite a entrada do patdgeno diretamente no local da infec¢do. Responde por até
20% das infecgdes em UTIs em todo o mundo, devido a sua capacidade de formar
biofilmes resistentes e sobreviver em ambientes secos, juntamente com a resisténcia
relatada a varios antibioticos comuns (ANTUNES; VISCA; TOWNER, 2014b;
HARDING; HENNON; FELDMAN, 2017; LEE et al., 2017; SHARMA et al., 2018).
Sua alta taxa de participacdo em infec¢des levou a OMS a incluir esse organismo no grupo
de bactérias que representam a maior ameaca a saude humana, priorizando os esfor¢os de
pesquisa e desenvolvimento para novos tratamentos antimicrobianos (HARDING;
HENNON; FELDMAN, 2017; LEE et al, 2017; MALLI et al, 2019; WOOD et al, 2019).

Embora A. baumannii seja comumente associado a infec¢es hospitalares, esse
organismo também se encontra presente em outros ambientes, sendo isolado de uma
ampla variedade de fontes e amostras ambientais, incluindo ambientes de agua e

aquicultura, solo, fontes alimentares variadas, animais e insetos, todos 0s quais podem
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ser reservatorios dessa bactéria fora do ambiente hospitalar. Infecgdes comunitarias
causadas por A. baumannii também foram relatadas, no entanto, até o momento, tais
infecches s6 se manifestaram em pacientes com comorbidades subjacentes, como
alcoolismo, diabetes mellitus ou outras doengas, como cancer e disturbios pulmonares
obstrutivos ( HARDING; HENNON; FELDMAN, 2017; WOOD et al., 2019;).

As infecces causadas por A. baumannii representam aproximadamente 2% de
todas InfeccBGes Relacionadas a Assisténcia a Saude (IRAS) nos Estados Unidos e na
Europa, no entanto, essas taxas sio duas vezes mais altas na Asia e no Oriente Médio.
Embora tais taxas de infeccdo sejam mais baixas em comparagcdo com outros patdogenos
Gram-negativos, globalmente, cerca de 45% de todos os A. baumannii isolados séo
considerados Multidrug Resistance (MDR), essas altas taxas sé@o quase quatro vezes
superiores as observadas em outros patdgenos Gram-negativos, como Pseudomonas
aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (GIAMMANCO et al.,, 2017; HARDING;
HENNON; FELDMAN, 2017; LOB et al., 2016). Acinetobacter baumannii é
intrinsecamente resistente a diversas classes de antibidticos, deixando poucas opcdes
terapéuticas de antimicrobianos disponiveis, diante disso, os Centros de Controle e
Prevencdo de Doencas (CDC) classificaram A. baumannii como uma ameaca Séria,
levando a atividades continuas de monitoramento e prevencao da satde publica ( CDC,
2013; LOB et al., 2016).

2.3 VIRULENCIA EM Acinetobacter baumannii

A intensa relacdo genética entre os membros do complexo ACB e suas
semelhancas fenotipicas pode indicar que eles compartilham fatores de viruléncia
comuns, tornando os estudos em A. baumannii potencialmente aplicaveis a outras
espécies patogénicas de Acinetobacter. Esse organismo ndao conta com a presenca clara
de qualquer toxina ou determinante molecular que pode ser responsavel pelo seu potencial
de viruléncia, essa perspectiva destaca um forte potencial adaptativo e pode ser resultado
da adaptacdo a diferentes locais do corpo humano ou estratégias patogénicas. Alguns
atributos de viruléncia clinicamente relevantes e recentemente descritos de espécies
patogénicas de Acinetobacter foram descritos pela primeira vez em A. nosocomialis e
subsequentemente caracterizados em A. baumannii (GORDON; WAREHAM, 2010;
HARDING; HENNON; FELDMAN, 2017; MOUBARECK; HALAT, 2020).
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O potencial de viruléncia em A. baumannii € uma caracteristica da espécie, a
ampla capacidade de patogenicidade desse organismo pode depender da expressao de
fatores de viruléncia que possibilitam a infeccdo bacteriana. As evidéncias disponiveis
sugerem que a viruléncia dessa bactéria € provavelmente multifatorial e possivelmente
através de diferentes combinacGes de determinantes de viruléncia e resisténcia para
otimizar a adaptabilidade ao hospedeiro humano (ANTUNES; VISCA; TOWNER,
2014a; KUO et al., 2017).

Acinetobacter baumannii tem uma capacidade notavel de sobreviver em
condicdes desfavoraveis, alguns isolados sdo capazes de permanecer viaveis por quase
100 dias em ambiente com baixa umidade. A resisténcia a dessecacdo, que é a capacidade
de manter a viabilidade em condig¢des secas é multifatorial e ainda ndo totalmente definida
em A. baumannii. Estudos sugerem que polissacarideos capsulares funcionam como um
escudo de glicano que envolve toda a bactéria e a protege de ameacas externas, mantendo
sua viabilidade em condicdes de baixa umidade. A composi¢do da membrana externa de
A. baumannii também tem sido associada a resisténcia a desseca¢do, uma cepa mutante
com o lipopolissacarideo (LPS) quimicamente alterado apresentou instabilidade na
auséncia de umidade, sugerindo que a fluidez da membrana externa resultante de
mudancas em sua estrutura lipidica foi prejudicial a bactéria, permitindo o escape de agua
e nutrientes para fora da célula (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2017;
MOUBARECK; HALAT, 2020).

Dentre todos os determinantes de viruléncia, a formacédo de biofilme tornou-se
uma importante caracteristica da patogénese de A. baumannii, essa espécie adere
prontamente a superficies bioldgicas e abioticas, nas quais é capaz de formar biofilmes.
Esta capacidade desempenha um papel importante em causar infeccbes nosocomiais,
devido a colonizacdo da superficie de equipamentos hospitalares e dispositivos medicos
de longa permanéncia, como cateteres urinarios, cateteres venosos centrais, tubos
endotraqueais, entre outros. Evidéncias mostraram que a formagéo de biofilme é pelo
menos trés vezes maior em A. baumannii (80-91%) do que em outras espécies de
Acinetobacter (5-24%). Esta é uma importante caracteristica patogénica de muitas
bactérias, facilitando a colonizacdo e contribuindo para a resisténcia aos medicamentos e
evasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro in vivo (LONGO; VUOTTO; DONELLI,
2014; MOUBARECK; HALAT, 2020).

Os fatores mais comuns que podem influenciar a formacgéo de biofilme séo:

disponibilidade de nutrientes, apéndices bacterianos (pili e flagelos), componentes da
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superficie bacteriana (proteinas da membrana externa, adesinas), secrecdes
macromoleculares (polissacarideos, acidos nucléicos, entre outros) e quorum sensing, que
refere-se a capacidade das bactérias de detectar e responder, através da regulacdo génica,
a densidade celular. A adeséo de A. baumannii mediada por pili as células epiteliais deve
ser considerada a etapa inicial para a colonizacédo e subsequente infeccdo do hospedeiro.
A maioria dos membros dessa espécie apresenta um sistema conhecido como Csu pili,
regulado pelo sistema de dois componentes BfmRS, uma rede de moléculas que
influencia a expressdo génica e permite a construcdo de uma capsula protetora em
resposta aos antibidticos e para facilitar a fixacdo da célula para a formacdo de
microcoldnias que precedem o desenvolvimento completo das estruturas do biofilme
(GADDY; ACTIS, 2009; GORDON; WAREHAM, 2010; LONGO; VUOTTO;
DONELLLI, 2014).

Outra via pela qual A. baumannii detecta sinais extracelulares e direciona a
formacéo de biofilme é através do quorum sensing, um modo de comunicacao entre as
bactérias para manter a densidade populacional, geralmente pela producéo de moléculas
sinalizadoras conhecidas como autoindutores, que sdo compostos semelhantes a
horménios, incluindo Acil Homoserina Lactonas (AHLS), que sdo responsaveis por
regular a motilidade, a formacdo de biofilme e outras caracteristicas. O ciclo do quorum
sensing em A. baumannii inclui o indutor Abal, bem como seu receptor cognato AbaR.
Abal é uma proteina sensora que funciona como uma sintase autoindutora, produzindo
moléculas sinalizadoras de AHL, enquanto AbaR funciona como uma proteina receptora,
que ao se ligar a AHLs induz uma cascata de reacoes. Esta ligacdo desencadeia a producgéo
de mais AHLs em um loop de feedback positivo, o que resulta na regulacdo da formagéo
de biofilme, desempanhando um importante papel nos estagios posteriores da formacéo
do biofilme (GADDY; ACTIS, 2009; MOUBARECK; HALAT, 2020).

As Proteinas de Membrana Externa (OMPs) também constituem um dos
principais fatores de viruléncia em A. baumannii, sdo importantes padrdes moleculares
associados a patogenos (PAMPS) em bactérias Gram-negativas, e tém um papel
fundamental na interacdo e adaptacdo ambiental. OmpA é a proteina da membrana
externa mais abundante em A. baumannii. A evidéncia de que OmpA contribui para a
viruléncia foi obtida em uma triagem de mutagénese transposon aleatéria que detectou
mutantes de A. baumannii que eram deficientes em induzir apoptose em uma linha de
células epiteliais da laringe humana. A proteina OmpA esta envolvida na adesao e invasdo

de células epiteliais interagindo com a fibronectina do hospedeiro, e se ligando ao fator
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H no soro humano, permitindo que A. baumannii sobreviva ao sistema complemento.
Além disso, OmpA tem a capacidade de induzir apoptose de células eucarioticas, ligando-
se as células epiteliais do hospedeiro, tendo como alvo as mitocondrias e induzindo a
morte celular através da liberacdo de moléculas pro-apoptéticas (LEE et al, 2017;
MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2013; MOUBARECK; HALAT, 2020; SMANI;
DOMINGUEZ-HERRERA; PACHON, 2013).

Além de OmpA, as celulas do envelope de A. baumannii estdo associadas a muitos
fatores que contribuem para a sua patogenicidade. Entre estes, destacam-se
exopolissacarideos capsulares e LPS bacteriano. O LPS bacteriano é um dos importantes
fatores de viruléncia envolvidos em diversas etapas do processo infeccioso. O
polissacarideo-O do LPS, junto com os pili, pode promover a aderéncia as células
hospedeiras como uma primeira etapa da colonizacdo. Um estudo anterior relata
diminuicdo da resisténcia ao soro humano e diminuicdo da sobrevivéncia no processo de
infeccéo de tecidos moles de um mutante sem a glicotransferase LpsB, que resulta em um
LPS altamente truncado, contendo apenas dois residuos de carboidratos ligados ao lipideo
A (LEE et al, 2017; LUKE et al, 2010; MOUBARECK; HALAT, 2020).

Outro importante determinante da viruléncia de A. baumannii é a presenca de uma
capsula ao redor da superficie bacteriana. As unidades de polissacarideos capsulares de
superficie criam uma barreira contra as condigdes ambientais, como dessecacdo e
desinfeccdo, e reacdes do sistema imunoldgico, como fagocitose, além de proteger contra
alguns antimicrobianos. Estudos anteriores relatam que mutantes com deficiéncia no
crescimento no liquido da ascite humana ndo produziam um fenétipo positivo para
capsula. Esses mutantes apresentaram diminui¢cdo do crescimento tanto no soro humano
quanto na ascite (acumulo de liquido seroso na cavidade peritonial) em comparacdo com
a cepa do tipo selvagem. Além disso, as cepas com capsula deficiente foram
completamente eliminadas 24 horas ap6s a infeccdo em um modelo de infecgdo de tecidos
moles de rato, enquanto a infec¢do com a cepa parental persistiu (LEE et al, 2017; LUKE
et al, 2010; MOUBARECK; HALAT, 2020; RUSSO et al 2010).

A motilidade bacteriana contribui para a capacidade infecciosa e aumento da
viruléncia de algumas bactérias e apesar de sua tradu¢do como “bastdo ndo movel” e
auséncia de flagelos, as cepas de A. baumannii sdo capazes de se locomover e podem se
espalhar em superficies durante a sobrevivéncia em ambiente hospitalar. As evidéncias
fenotipicas e genéticas sugerem que este patdgeno se move em superficies semissélidas

expressando principalmente o fendmeno da motilidade de contracdo. A motilidade de
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contracdo € uma forma bem descrita de locomocéo bacteriana usada por muitos géneros
de bactérias, consiste em movimentos de extenséo e retragdo com o objetivo de empurrar
as células no meio por mecanismos dependentes de pili tipo 1V, que sdo afetados por
sinais ambientais e celulares e também afetam a viruléncia bacteriana. Estudos anteriores
comparando isolados de sangue e escarro de A. baumannii demonstraram que 0S
primeiros isolados eram mais moveis, provavelmente indicando uma maior vantagem de
sobrevivéncia no sangue (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2017; MCCONNELL;
ACTIS; PACHON, 2013; MOUBARECK; HALAT, 2020).

Fosfolipases sao fatores de viruléncia adicionais conhecidos de A. baumannii, sdo
enzimas lipoliticas que catalisam a clivagem dos fosfolipidios. Sugere-se que essas
enzimas contribuam para a patogénese das bactérias Gram-negativas auxiliando na lise
das células hospedeiras, por meio da clivagem dos fosfolipidios presentes na membrana
da célula hospedeira e pela degradacdo dos fosfolipidios presentes nas barreiras da
mucosa para facilitar a invaséo bacteriana. Trés classes de fosfolipases foram definidas
com base no local de clivagem, a fosfolipase A (PLA) hidrolisa os acidos graxos do
esqueleto do glicerol, enquanto a fosfolipase C (PLC) cliva o grupo de fosfolipideos com
extremidades fosforiladas. A fosfolipase D (PLD) é uma transfosfatidilase que apenas
cliva o grupo principal. A degradacéo de fosfolipidios afeta a estabilidade das membranas
da célula hospedeira e o grupo com extremidades clivadas pode interferir na sinalizacdo
celular, resultando em mudancas na resposta imune do hospedeiro (LEE et al, 2017;
MOUBARECK; HALAT, 2020).

Os genomas de A. baumannii sequenciados até 0 momento demonstram a presenga
de dois genes putativos de PLC (A1S_0043 e A1S_2055), a inativacao do gene A1S_0043
resultou em uma diminuicéo o efeito citotoxico de A. baumannii em células epiteliais em
comparagdo com a cepa parental. J& a interrupcdo de um (A1S_2989) dos dois genes da
PLD presentes no genoma de A. baumannii resulta em reducéo da resisténcia ao soro
humano, diminui¢do da capacidade de invasdo de celulas epiteliais e diminuicdo da
viruléncia em um modelo murino de pneumonia (LEE et al, 2017; MCCONNELL;
ACTIS; PACHON, 2013)

Outro fator importante que contribui para a persisténcia de A. baumannii como
patdgeno nosocomial é sua capacidade de capturar nutrientes do hospedeiro, incluindo
ferro, manganés e zinco, adaptando-se assim ao ambiente limitado por metais imposto
pelo hospedeiro. Embora o ferro seja um dos elementos mais abundantes nos sistemas

ambientais e bioldgicos, esta relativamente indisponivel para as bactérias devido a sua
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baixa solubilidade em condicdes aerobicas e de pH neutro como bem como devido a
quelacdo por compostos de baixo peso molecular. Para superar essa limitacdo de ferro, o
principal mecanismo usado por A. baumannii para capturar ferro envolve cinco grupos de
moléculas quelantes de ferro de alta qualidade, conhecidas como sideroforos, o agente
quelante de ferro mais comumente conservado em A. baumannii é o catecol-hidroximato
sideroforo acinetobactina. A acinetobactina é um fator de viruléncia de A. baumannii, no
qual a sua producdo ocorre mais frequentemente em isolados de A. baumannii MDR do
que em isolados avirulentos e a biossintese de acinetobactina prejudicada reduz
significativamente a capacidade das células de A. baumannii de persistirem dentro das
celulas epiteliais e causar danos celulares e morte de animais (HARDING, HENNON,
FELDMAN, 2017; LEE et al, 2017; MCCONNELL; ACTIS; PACHON, 2013;
MOUBARECK; HALAT, 2020).

O zinco, que é um cofator estrutural para muitas proteinas, também é essencial
para a sobrevivéncia de A. baumannii. Dada a sua essencialidade para muitos patdgenos
bacterianos, os sistemas de mamiferos desenvolveram mecanismos de sequestro de zinco,
incluindo a producdo da proteina quelante de zinco calprotectina, cuja producdo é
fortemente induzida apos infeccdo por A. baumannii. Para combater a limitagéo de zinco,
A. baumannii usa um sistema de aquisi¢do de zinco de alta afinidade (ZnuABC) que
garante a captacao intracelular de zinco, regulado pela proteina de regulacéo da captacdo
de zinco (Zur), que funciona como um repressor transcricional que se liga a motivos de
DNA conservados a montante de muitos genes regulados por zinco, bloqueando sua
expressdo. Assim como os sideroforos, os sistemas de utilizagdo de zinco sdo alvos
antimicrobianos atraentes devido a sua importancia in vivo e a falta de sistemas
homologos em organismos eucarioticos (GORDON; WAREHAM, 2010; HARDING,
HENNON, FELDMAN, 2017; LEE et al, 2017; MCCONNELL; ACTIS; PACHON,
2013; MOUBARECK; HALAT, 2020).

Da mesma forma que outros patdogenos Gram-negativos, A. baumannii usa
proteinas secretadas para facilitar a adaptacdo ao ambiente e ao hospedeiro. Alguns
sistemas de secrecdo de proteinas foram identificados em A. baumannii. O
autotransportador trimérico (Ata) foi o primeiro sistema de secrecdo descrito em A.
baumannii, o Ata é importante para a adesdo as matrizes extracelulares hospedeiras e aos
componentes da membrana basal, além de estar implicado na formagdo/manutencao do
biofilme e na viruléncia. Acinetobacter baumannii também possui um sistema de

secrecdo do tipo VI (T6SS), identificado pela primeira vez em Vibrio cholerae e
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Pseudomonas aeruginosa, muitas bactérias utilizam o T6SS para injetar proteinas
efetoras, proporcionando uma vantagem de colonizagdo durante a infeccdo de
hospedeiros eucarioticos ou para eliminar bactérias concorrentes, tornando-se importante
em infeccBes polimicrobianas. Em A. baumannii, 0 T6SS pode atacar outras bactérias,
onde produz toxinas como nucleases, hidrolases de peptidoglicano ou toxinas ativas da
membrana celular. Curiosamente, isolados clinicos com T6SS ativo sdo isolados em
frequéncias mais altas de pacientes imunocomprometidos, sugerindo vantagem
competitiva contra patdgenos concomitantes (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2017;
LEE et al, 2017; MOUBARECK; HALAT, 2020).

O sistema de secre¢do de A. baumannii descrito mais recentemente € um sistema
de secrecdo do tipo 11 (T2SS), um complexo multiproteico composto por 12-15 proteinas
e a secrecdo por T2SS é um processo de duas etapas: as proteinas alvo sdo primeiro
translocadas para o periplasma pelo sistema secretor geral (Sec) ou pelo sistema de
transporte de arginina (Tat), em seguida, as proteinas alvo sdo entdo secretadas para fora
da célula através da maquinaria T2SS. Os efetores de T2SS incluem CpaA, LipA e LipH,
onde LipA (que requer a presenca de uma chaperona denominada LipB) e LipH sdo
lipases essenciais para a utilizacdo de lipidios exdgenos e CpaA, que também necessida
de uma chaperona, a CpaB, é uma metaloendopeptidase que degrada o fibrinogénio e o
fator V em um mecanismo dependente de zinco, influenciando negativamente as vias de
coagulacao do sangue. O T2SS de A. baumannii funciona como um importante fator de
viruléncia, secretando efetores que medeiam a colonizacdo do pulmao e a disseminacgédo
para outros 6rgdos (HARDING, HENNON, FELDMAN, 2017; LEE et al, 2017;
MOUBARECK; HALAT, 2020).

2.4 RESISTENCIA A ANTIBIOTICOS EM Acinetobacter baumannii

A disseminagéo global da resisténcia antimicrobiana é um dos desafios mundiais
do século XXI. Estima-se que até 2050, as infecgbes causadas por cepas resistentes
levardo a 300 milhdes de mortes prematuras (VRANCIANU et al, 2020). Membros do
género Acinetobacter apresentam a capacidade de desenvolver resisténcia a novos
antibidticos com extrema rapidez, além de poder adquirir determinantes de resisténcia
identificados em outras espécies Gram-negativas clinicamente significativas, sendo a
maioria dos isolados clinicos multirresistentes pertencentes a espécie A. baumannii. Até

0 inicio dos anos 1970, as infecgdes por A. baumanii eram tratdveis com ampicilina,
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carbenicilina, gentamicina e acido nalidixico, tanto em monoterapia quanto em terapia
combinada, no entanto altas taxas de resisténcia foram observadas apds 1975. Com o
abuso no uso de antibidticos e o aumento de testes invasivos, o problema da resisténcia
aos antibioticos de A. baumannii tem se tornado cada vez mais grave. Nos ultimos anos,
principalmente por causa do extenso espectro de resisténcia aos antibioticos, A.
baumannii foi designado como um patégeno humano de “alarme vermelho”, causando
vigilancia na comunidade meédica. A prevaléncia geral de cepas multirresistentes em
pacientes com pneumonia hospitalar e pneumonia associada a ventilacao infectados com
A. baumannii é estimada em 79,9%, enquanto sua mortalidade geral pode chegar a 56,2%
(ASIF; ALVI; REHMAN, 2018; KYRIAKIDIS et al, 2021; LIU et al, 2020; POIREL,;
BONNIN; NORDMANN, 2011).

A regulacdo positiva dos mecanismos de resisténcia sao as principais causas de A.
baumannii MDR. Esse patdgeno possui uma variedade de elementos genéticos de
resisténcia antimicrobiana intrinsecos e mostra alta plasticidade gendmica, facilitando
mutacBes e rearranjos genéticos rapidos, bem como a integracdo de determinantes
externos carregados por elementos genéticos méveis. Dados demonstraram que esta
espécie adquiriu e acumulou determinantes de outras espécies Gram-negativas
clinicamente importantes, como espécies de E. coli, S. enterica e P. aeruginosa
(KYRIAKIDIS et al, 2021; POIREL; BONNIN; NORDMANN, 2011; SHIN; PARK,
2017).

Acinetobacter baumannii apresenta diversos mecanismos de resisténcia a
diferentes classes de antibi6ticos, incluindo betalactamases, bombas de efluxo, enzimas
modificadoras de aminoglicosideos, defeitos de permeabilidade e alteracdo dos locais de
destino. Além disso, mecanismos diferentes podem trabalhar juntos contribuindo para a
resisténcia a uma unica classe de antimicrobiano ( LIN; LAN, 2014; POIREL; BONNIN;
NORDMANN, 2011). O acimulo de véarios mecanismos de resisténcia em A. baumannii
diminui gradualmente o numero de classes de antibioticos disponiveis para o tratamento
de infec¢des causadas por esse patogeno (LEE et al., 2017). O sequenciamento do genoma
completo de uma cepa clinica proveniente da Franca exibindo resisténcia a multiplas
drogas foi capaz de detectar 88 open reading frames (ORFs) que codificam mecanismos
de resisténcia. Em muitos isolados, genes resistentes a drogas sdo agrupados em pontos
do genoma, conhecidos como ilhas de resisténcia de A. baumannii que se acumulam em

regides genéticas especificas, muitos genes de resisténcia a antibioticos, como tetA (A),
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aphAlb, aacC1 e aadAl podem ser encontrados nessas regides (ESTERLY et al, 2011;
SHIN; PARK, 2017).

As bactérias utilizam dois mecanismos genéticos de defesa contra os antibiéticos:
as mutacOes, que costumam interferir no mecanismo de a¢do do composto, e a aquisi¢do
de material genético exdgeno, por meio da transferéncia horizontal de genes. No que diz
respeito a aquisicdo de material exdgeno, as bactérias podem adquirir e disseminar genes
com papel essencial na disseminacéo da resisténcia a antibidticos, por meio de elementos
genéticos moveis. Os principais mecanismos de resisténcia a antibioticos sdo enzimaticos
(producdo de p-lactamases) e ndo enzimaticos (alteracdo da permeabilidade da
membrana, ativacdo de bombas de efluxo e alteracéo do local alvo) (VRANCIANU et al,
2020).

A producdo de enzimas betalactamases, tem sido relatada como o principal
mecanismo de resisténcia a antibioticos betalactamicos em A. baumanii. Com base na
homologia de sequéncia, as betalactamases sdo agrupadas em quatro classes (A, B, C e
D) e todas as quatro classes foram identificadas em A. baumannii. Essas enzimas
hidrolisam o anel betalactamico pela quebra da ligacdo amida, anulando assim, a
capacidade dos antibioticos de inibirem a sintese da parede celular bacteriana ( LEE et
al., 2017; LIN, LAN, 2014). O bombeamento de antimicrobianos do meio intracelular
para o extracelular, isto é, as bombas de efluxo também estdo associadas a resisténcia a
muitas classes diferentes de antibioticos em A. baumannii, dentre os sistemas de efluxo
destaca-se 0 AdeABC, mais frequentemente relatado e que confere resisténcia a
aminoglicosideos, cefotaxima, tetraciclina, eritromicina, cloranfenicol, trimetoprim e
fluoroguinolonas. As proteinas transportadoras que compdem esses sistemas estdo ligadas
também a transportes de nutrientes importantes para a célula e essas bombas permitem ao
microrganismo uma maior flexibilidade para explorar diversos ambientes e promover sua
patogenicidade, além de modular sua diferenciacdo celular, como a formacdo de
biofilmes ( LEE et al., 2017; LIN, LAN, 2014).

Outros mecanismos de resisténcia encontrados em cepas de A. baumannii incluem
a mudanca na permeabilidade do envelope com a expressao reduzida de algumas porinas,
como a CarO que aumentam a permeabilidade da membrana, induzindo a resisténcia a
antibioticos. Além das proteinas da membrana externa, os componentes do envelope,
como LPS e peptidoglicanos, também afetam a resisténcia a antibidticos de A. baumannii.

A perda ou modificagdo do LPS diminui a integridade da membrana e aumenta a
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resisténcia a antibioticos, como a polimixina em A. baumannii (LEE et al., 2017; LIN,
LAN, 2014; MOFFATT et al., 2010;).

2.5 HISTORICO DOS ANTIMICROBIANOS

A introducéo de antibidticos no uso clinico foi indiscutivelmente o maior avanco
médico do século 20. Além de tratar doencas infecciosas, os antibidticos possibilitaram
muitos procedimentos médicos modernos, incluindo o tratamento do cancer, transplantes
de 6rgdos e cirurgia de coracao aberto. Desde a introducdo dos primeiros antimicrobianos
(1911), vérios novos medicamentos foram descobertos, fornecendo mais opgdes
terapéuticas para doengas que antes ameacavam a vida. A origem do termo ‘antibi6tico’
pode ser rastreada até a palavra antibiose usada pela primeira vez como um anténimo de
simbiose por Paul Vuillemin (1980) para descrever a acdo antagonica entre diferentes
microorganismos. Posteriormente, a palavra antibidtico foi usada para descrever
metabdlitos secundarios de ocorréncia natural produzidos por bactérias e fungos que
possuiam atividades inibidoras do crescimento (bacteriostatica) ou matadoras
(bactericidas) contra bactérias ou fungos, no total, os microrganismos produzem mais de
40.000 antibidticos. O numero de compostos semissintéticos e sintéticos derivados deles
pode ser estimado em 100.000 ou até mais. Apesar deste elevado nimero de compostos,
apenas cerca de centenas sao utilizados na pratica clinica. Hoje o termo antibiotico tem
um significado mais amplo, em um sentido para incluir moléculas projetadas e uma
definicdo mais restrita, em outro e com os termos antibacteriano ou antiflngico, para
designar suas acOes especificas contra bactérias e fungos, respectivamente, mas nédo
contra virus (HUTCHINGS, TRUMAN, WILKINSON, 2019; NICOLAOU, RIGOL,
2018; SPIZEK et al, 2016; ZAFFIRI, GARDNER, PEREYRA, 2012).

Durante o século XIX, infeccbes como pneumonia, diarreia e difteria
representaram as principais causas de morte. Além disso, a Revolugdo Industrial e a
urbanizagédo iminente levaram a um deslocamento da populagdo para as cidades, o que
consequentemente aumentou a incidéncia de doencas como tuberculose e sifilis. Apesar
da introducdo da antissepsia (1867), as infec¢des hospitalares e pos-cirdrgicas induzidas
por bactérias Gram-positivas permaneceram uma causa comum de morte (ZAFFIRI,
GARDNER, PEREYRA, 2012). A descoberta e subsequente producdo em grande escala
de antibidticos no inicio do século XX foi uma das conquistas mais importantes da

histéria da medicina. Essas novas drogas milagrosas, além de um conhecimento
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abrangente sobre patégenos e medidas de higiene aprimoradas, aumentaram
extremamente a qualidade e a expectativa de vida (MOHR, 2016).

O surgimento dos antibidticos pode ser dividido em duas linhas distintas: a
descoberta dos antibidticos naturais e sintéticos. A primeira foi dominante entre as
décadas de 40 e 60 e facilitou o desenvolvimento de ensaios para a purificacdo e
caracterizagdo de penicilinas, cefalosporinas, aminoglicosideos, tetraciclinas,
eritromicina e macrolideos relacionados, vancomicina e teicoplanina. Produtos
antibioticos naturais tendem a ter estruturas arquitetdnicas complexas e grupos funcionais
densamente implantados para a interagéo especifica com, e reconhecimento por, alvos em
bactérias patogénicas. A segunda linha de descoberta de antibidticos veio da quimica
sintética, como produto, surgiram inicialmente as sulfas, introduzidas na década de 1930
e utilizadas até hoje na pratica clinica, além de outros grupos mais recentes que incluem
as fluoroquinolonas e oxazolidinonas. O objetivo principal da quimica sintética para a
producdo de antimicrobianos é atingir a complexidade arquitetonica e densidade de grupo
funcional que se aproximem de produtos naturais para fornecer uma populacdo de
moléculas que tém uma chance de reconhecimento de afinidade moderada a alta por
regides especificas de macromoléculas alvo e assim, obter sucesso no tratamento clinico
(WALSH, 2003).

O primeiro uso clinico de um antibidtico foi relatado na década de 1890 com a
piocianase, descoberta por Rudolf Emmerich e Oscar Léw, que observaram que as
bactérias verdes, até entdo conhecidas como Bacillus pycyaneus, isoladas de curativos de
pacientes feridos inibiam o crescimento de outros microbios. Eles cultivaram o
organismo, que hoje sabe-se ser a bactéria P. aeruginosa, em lotes e usaram o
sobrenadante como um medicamento até a década de 1910 (GOULD, 2016). Na década
de 1910 surgiu o primeiro antibiético produzido sinteticamente, a arsfenamina
(Salvarsan), descoberto por Paul Ehrlich, para tratamento contra Treponema pallidum, o
agente causador da sifilis. Por quase 40 anos, Salvarsan foi a terapia padrdo para essa
doenga, com novas versdes, como as sulfonamidas, sendo introduzidas posteriormente
como medicamentos aprimorados e foram 0s primeiros antimicrobianos de amplo
espectro verdadeiramente eficazes em uso clinico (GOULD, 2016; HUTCHINGS,
TRUMAN, WILKINSON, 2019; MOHR, 2016; NICOLAOU, RIGOL, 2018; SPiZEK,
et al, 2016; ZAFFIRI, GARDNER, PEREYRA, 2012).

Em 1929 surgia a penicilina, o primeiro antibiotico capaz de matar bactérias

Gram-positivas, incluindo os patdgenos que causavam gonorreia, sifilis e infeccdes
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puerperais. Apesar de sua descoberta, Alexander Fleming ndo foi capaz de produzir
quantidades aprecidveis nem elucidar a estrutura da penicilina e, portanto, a producéo em
larga escala e a elucidacdo da estrutura levaram mais 10 anos. A producdo em larga escala
desse antibidtico so foi possivel no ano de 1939 apos a elucidacdo de sua estrutura por
Howard Walter Florey e Ernst Boris Chain e a aprimoracdo do processo de purificacao
por Norman Heatley. A introdugéo da penicilina na terapia em 1941 foi o grande marco
do periodo que ficou conhecido como “nascimento da era dos antibidticos” (MOHR,

2016).

2.6 POLIMIXINAS

As polimixinas sdo peptideos antibacterianos que exibem sua atividade rompendo
as membranas das células bacterianas, levando a lise celular (KASSAMALLI; JAIN;
DANZIGER, 2015). Atua como uma das principais classes de antibiéticos com atividade
contra a maioria das bactérias Gram-negativas (POIREL; JAYOL; NORDMANNA,
2017). E uma classe de antibidticos lipodecapeptideos ciclicos policatiénicos isolada pela
primeira vez em 1947 a partir da bactéria do solo Gram-positiva formadora de esporos
Bacillus polymyxa, que em 1993 foi reclassificada como Paenibacillus polymyxa. (YU et
al., 2015; TRIMBLE et al., 2016).

Em 1947, Benedict e Langlykke relataram pela primeira vez a atividade
antibacteriana da mistura bruta de P. polymyxa. Ao mesmo tempo, Stansly, Shepherd e
White, descreveram o isolamento e purificacdo de outro antibiotico da mesma bactéria, e
0 nomearam como “polimixina”. Embora outro antibi6tico, a colistina, tenha sido isolado
de Bacillus colistinus e tenha sido inicialmente descrito como uma nova classe,
eventualmente foi identificado que tanto a colistina quanto a polimixina E sdo 0s mesmos
compostos, sendo classificados como o mesmo antibiético. Ao todo, cinco agentes
diferentes foram descritos e nomeados como polimixina A, B, C, D e E (colistina), eles
diferem uns dos outros em suas sequéncias de aminoacidos e cadeias de acidos graxos.
Logo apoOs sua descoberta, nefrotoxicidade reversivel foi relatada para diferentes
polimixinas, sendo a Polimixina B e E (colistina) as menos nefrotoxicas utilizando
modelos in vivo, no entanto, com relagéo a atividade antibacteriana todos eles mostraram
atividade muito semelhante. Consequentemente, apenas as polimixinas B e E (colistina),
tém sido utilizadas no cenério clinico (KELESIDIS; FALAGAS, 2015; OLAITAN; LI,
2016; KADAR et al, 2013; NANG et al, 2021).
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Utilizados nas décadas de 1960 e 1970 no tratamento de infec¢des causadas por
bactérias gram-negativas, as polimixinas foram largamente abandonadas devido a sua alta
nefrotoxicidade e neurotoxicidade apds administracdo parenteral (BECEIRO et al., 2014).
Juntamente com o surgimento de antimicrobianos menos toxicos, como
aminoglicosideos, quinolonas e B-lactamicos, sua utilizacdo passou a ser cada vez menos
frequente (YU et al., 2015; VAARA, 2018). A toxicidade das polimixinas foi detectada
pela primeira vez na década de 1950, sdo extensivamente reabsorvidas nos tubulos e se
concentram nas células tubulares, danificando as células tubulares proximais.

O bloqueio neuromuscular também pode ocorrer durante a terapia com polimixina. Os
neurdnios sdo ricos em lipidios e as polimixinas sdo conhecidas por se ligarem aos lipidios
das membranas celulares (KADAR et al, 2013).

Por 20 anos, o uso da colistina foi restrito aos usos oftalmico e topico. A colistina
sistémica ou nebulizada foi usada apenas para pacientes com fibrose cistica. Durante a
ultima década, a crescente prevaléncia de bactérias Gram-negativas MDR, especialmente
K. pneumoniae, A. baumannii e P. aeruginosa, aumentou significativamente a procura e
0 uso clinico de polimixinas (Figura 2) devido a atual escassez de novos medicamentos
antibidticos para combater infecgdes causadas por isolados resistentes, as polimixinas
(colistina e Polimixina B) foram reintroduzidas na pratica clinica sendo atualmente o
Unico agente antibidtico efetivo contra organismos MDR, particularmente bactérias
produtoras de carbapenemase. (OLAITAN; LI, 2016; JEANNOT; BOLARD; PLESIAT,
2017; VAARA, 2018). As polimixinas foram reclassificadas pela OMS como
"criticamente importantes™" para a medicina humana (WHO, 2011). No entanto, com 0
aumento do uso desses agentes, a incidéncia de heterorresisténcia e resisténcia completa
as polimixinas tem sido frequentemente relatada em diversas partes do mundo
(JEANNOT; BOLARD; PLESIAT, 2017; BOINETT et al., 2019).

As polimixinas sdo antibidticos seletivos e tém um espectro antibacteriano estreito
que so sao eficazes contra bactérias Gram-negativas. Eles sdo ativos contra a maioria dos
membros da familia Enterobacteriaceae (E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp.,
Citrobacter spp., Salmonella spp. e Shigella spp.) também tém atividade antimicrobiana
significativa contra algumas bactérias Gram-negativas ndo fermentadoras, como P.
aeruginosa, S. maltophilia e Acinetobacter spp. Por outro lado, algumas espécies sdo
naturalmente resistentes as polimixinas, incluindo Proteus spp., Morganella morganii,
Providencia spp., Serratia marcescens, Pseudomonas mallei, Burkholderia cepacia,

Chromobacterium spp., Edwardsiella spp., Brucella, Legionella, Campylobacter e Vibrio
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cholerae. As polimixinas ndo séo ativas contra cocos Gram-negativos (Neisseria spp.),
bactérias Gram-positivas e bactérias anaerobicas (KADAR et al, 2013; POIREL; JAYOL;
NORDMANN, 2017)

Figura 3 — Numero de publicacbes sobre polimixinas no PubMed pesquisando
"polimixina" ou "colistina"
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Fonte: OLAITAN; LI (2016).

2.6.1 Estrutura quimica e mecanismo de acao

A estrutura quimica das polimixinas é semelhante a dos peptideos antimicrobianos
catibnicos (CAMPs) (defensinas e gramicidinas), que representam a primeira linha de
defesa contra a colonizacdo bacteriana em células eucaridticas (POIREL; JAYOL;
NORDMANN, 2017). As polimixinas sdo pequenas moléculas lipopeptidicas de 1200
kDa em massa, sdo polipeptideos pentacatibnicos com uma estrutura comum: que
consistem em um heptapeptideo ciclico que possui uma cadeia lateral tripeptidica acilada
no terminal N por uma cauda de acido graxo hidrofébico (Figura 3). Contém aminoacidos
hidrofobicos e catibnicos, e alguns deles tém grupos amino carregados positivamente
ligados a eles. As polimixinas ndo sdo proteinas codificadas por DNA, portanto, séo
resistentes a enzimas proteoliticas de mamiferos. A toxicidade inerente da colistina pode

ser explicada pelas propriedades hidrofobicas do segmento de acil graxo N-terminal, que
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também responde significativamente por sua atividade antimicrobiana (TRIMBLE et al.,
2016; POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017; KADAR et al, 2013).

As polimixinas B e E compartilham uma sequéncia priméria quase idéntica com
a Unica diferenca presente na posicdo 6, onde D-Phe (D-fenilalanina) na Polimixina B é
substituido por D-Leu (D-leucina) em polimixina E (Figura 3) (YU et al., 2015). O anel
catidnico torna essas drogas soliveis em ambientes aquosos, enquanto a cadeia acil
hidrofébica facilita a insercdo em membranas bacterianas (TRIMBLE et al., 2016). Os
principais componentes da Polimixina B sdo a Polimixina B1 e B2 com uma pequena
quantidade de Polimixina B3-8. A colistina consiste principalmente em colistina A e B
(também conhecida como polimixina E1 e E2, respectivamente) e componentes menores
adicionais, nomeadamente polimixina E3-8. A diferenca entre os componentes é a cadeia
N-terminal, que é 6-metiloctanoil no primeiro, 6-metilheptanoil no segundo, octanoil no
terceiro, heptanoil no quarto, nonanoil no quinto e 3-hidroxi-6-metiloctanoil no sexto
tipo. A Polimixina B é administrada diretamente como um antibiotico ativo, enquanto a
colistina € administrada como um pro-farmaco inativo, metanossulfonato de colistina
(também conhecido como colistimetato [CMS]), um pro-farmaco inativo polianiénico
menos tdxico do que o sulfato de colistina formado pela reacdo da colistina com
formaldeido e bissulfito de s6dio (POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017; KADAR et
al, 2013).

Os termos “colistina” e “colistimetato” ndo sdo intercambidveis, pois
correspondem a diferentes formas de colistina disponiveis para uso clinico. De fato, o
colistimetato de sodio é uma pré-droga inativa polianidnica que é menos toxica que o
sulfato de colistina. O colistimetato é formado pela reacdo da colistina com formaldeido
e bissulfito de sddio. Esta pré-droga é transformada em meio aquoso, e também in vivo
em fluidos bioldgicos, e é convertida em colistina e varios compostos metanossulfonados
inativos (POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017).

No geral, o recente avanco de ferramentas analiticas para identificacdo quimica e
elucidacdo de estrutura ird acelerar o desenvolvimento e descoberta de novas polimixinas
com propriedades farmacoldgicas e farmacéuticas favoraveis. As polimixinas de nova
geracgdo fortalecerdo nossos arsenais para combater a resisténcia a antibidticos devido a

patogenos Gram negativos problematicos (NANG et al, 2021).
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Figura 4 — Estrutura da Polimixina B
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Fonte: TRIMBLE et al (2016).
Legenda: Estrutura quimica da Polimixina B, com destaque (em vermelho) para o aminoacido que
caracteriza a Unica diferenca entre Polimixina B (D-Phe) e polimixina E (D-Leu).

A Polimixina B e E (colistina) sdo antibidticos bactericidas com atividade
dependente da concentracdo e pouco ou nenhum efeito pos-antibidtico (KADAR et al,
2013; POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017). Ambas as polimixinas (B e E)
compartilham o mesmo mecanismo de acdo contra bactérias (Figura 4), rapidamente
bactericidas, com alvo na membrana externa de Gram-negativas, ndo afetando a
microbiota eucariota (VAARA, 2018). O indice farmacocinético-farmacodinamico (PK-
PD) que melhor prediz a atividade antibacteriana contra A. baumannii é a raz&o da area
sob a curva de concentracdo-tempo para droga livre de 0 a 24 h para a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM) (fAUCo - 24/CIM), sendo este indice superior a relacéo
concentra¢do maxima do farmaco no soro (Cmax)/CIM, sugerindo que a exposi¢do média
do tempo a colistina é mais importante do que atingir altas concentra¢fes de pico
(POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017).

Especificamente, o anel peptidico policatidnico carregado positivamente interage
com os grupos fosfato da membrana de lipidio A do LPS carregada negativamente,
permitindo a penetracdo atraves da membrana externa. As moléculas de polimixina
carregadas positivamente formam uma interacdo eletrostatica com o LPS carregado
negativamente, e por isso deslocam os ions de calcio e magnésio na membrana externa,

que em circunstancias normais estabilizam as moleculas de LPS e a membrana externa.
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Ocorre entdo, a desestabilizacdo do LPS, consequentemente aumentando a
permeabilidade da membrana bacteriana, levando ao extravasamento do conteudo
citoplasmatico e, por fim, causando morte celular (KWA et al., 2007; POIREL; JAYOL;
NORDMANN, 2017).

A polimixina E (colistina) é encontrada comercialmente como sulfato, usada
topicamente para descontaminacdo intestinal, e como colestimetato de sédio (CMS) para
uso parenteral (intravenoso, intramuscular, intratecal e inalatorio). A polimixina B na
forma de sulfato é utilizada topicamente (pele, ouvidos e olhos) e por via parenteral
(intravenosa e intratecal) (MENDES; BURDMANN, 2009)

Interessantemente, as polimixinas séo capazes de sensibilizar a membrana celular
de bactérias Gram-negativas a outros antimicrobianos, por exemplo, acido fusidico,
novobiocina, rifampicina e eritromicina. A explicacdo deste efeito é que as polimixinas
rompem a membrana externa das bactérias Gram-negativas, tornando-as mais suscetiveis
aoutros antibiéticos hidrofébicos que de outra forma ndo poderiam penetrar na membrana
intacta (KADAR et al, 2013).

Embora o LPS seja o alvo inicial, mecanismos adicionais possiveis de acdo além
do dano da membrana também foram descritos. Além da ruptura da membrana celular, a
capacidade de ligacdo ao LPS das polimixinas tem um efeito secundario, mas muito
importante. Outro mecanismo antibacteriano é o efeito da endotoxina, a endotoxina de
patdgenos Gram negativos corresponde a porcao lipidica A do LPS, as polimixinas tém a
capacidade de se ligar e neutralizar essa molécula de LPS liberada durante a lise celular.
As polimixinas também neutralizam o efeito inibitério do LPS sobre a atividade
transcricional de células mononucleares periféricas, diminuindo a liberacéo de citocinas
pré-inflamatorias. Também ativam a via alternativa do sistema complemento, causando
degranulacdo de mastocitos com liberacdo de histamina. Além disso, as polimixinas
inibem a atividade de enzimas respiratorias vitais como NADH-quinona oxidoredutase
na membrana interna bacteriana (POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017; KADAR et al,
2013; VAARA, 2018).
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Figura 5 — Mecanismo de acdo Polimixina B
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Fonte: TRIMBLE et al (2016).
Legenda: Mecanismo de interagdo entre a molécula de Polimixina B e a membrana externa do
lipopolissacarideo (LPS). Os peptideos interagem com fosfolipideos e LPS, promovendo o deslocamento
de fons estabilizadores da membrana (como Ca?* e Mg?*), resultando na diminuicdo da integridade da
parede celular bacteriana e extravasamento do contetdo celular, conduzindo as bactérias a morte.

2.6.2 Mecanismos de resisténcia a polimixina em Acinetobacter

baumannii

A capacidade das bactérias de sobreviver e crescer em condi¢fes de constante
mudanga exige que elas se adaptem continuamente aos seus ambientes fisicos e quimicos
(FROHLICH; FORSTNER; GITAI, 2018). Acinetobacter baumannii é um patégeno
nosocomial versatil e multirresistente, apresentando resisténcia a quase todos 0s
antibidticos disponiveis, incluindo b-lactdmicos, fluoroquinolonas, tetraciclinas e
aminoglicosideos (DAHDOUH et al., 2017; CAl et al., 2012). Sua aptiddo a adquirir
resisténcia a maltiplas classes de agentes antimicrobianos, e a grande dificuldade no
tratamento da infec¢do por cepas de alta resisténcia levaram a Sociedade de Doencas
Infecciosas da América (IDSA) a incluir A. baumannii entre os 6 patogenos resistentes a
antimicrobianos responsaveis por altos indices de morbimortalidade em pacientes
(QURESHI et al., 2015).

A prevaléncia de resisténcia a carbapenémicos entre isolados de A. baumannii
trouxe de volta a prética clinica a utilizacdo das polimixinas B e E (colistina). Esse fato
levanta uma questdo importante, uma vez que as polimixinas sdo consideradas drogas de

ultimo recurso para o tratamento de organismos multirresistentes e o0 aumento da taxa de
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resisténcia observada a esses antimicrobianos é um fator de grande preocupacéo para a
satide publica (LENHARD et al., 2017a; REUS RODRIGUES PEREZ; LUIS BARTH,
2017).

Acinetobacter baumannii, possui uma membrana externa semipermeavel para
insercdo de elementos essenciais e eliminacdo de compostos toxicos. O primeiro passo
critico na acao das polimixinas é a interacdo eletrostatica entre o peptideo antimicrobiano
carregado positivamente e o lipideo A, componente endotdxico do lipopolissacarideo
(LPS), carregado negativamente. Os LPSs residem na superficie externa e contém um
lipidio A hidrofébico carregado negativamente, que por sua vez interage com 0S
lipopeptideos catibnicos ndo ribossomais das polimixinas (MOFFATT et al., 2010;
KYRIAKIDIS et al, 2021). Uma vez as polimixinas visam a bicamada lipidica da
membrana externa bacteriana, a resisténcia a esses peptideos antimicrobianos é rara, no
entanto bactérias resistentes a polimixina foram identificadas (CLAUSELL et al., 2007;
POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017).

Os mais comuns mecanismos de resisténcia as polimixinas em A. baumannii
envolvem a adicdo de grupos catidnicos ao LPS (modificacdo qualitativa do LPS) ou a
perda completa da producédo de LPS (modificacdo quantitativa do LPS) que reduzem ou
abolem essa interacdo inicial baseada em carga com as polimixinas, subsequente a
mutacdes no operon pmrCAB e a presenca dos genes mcr; mutacdes dos genes IpxA, IpxC
e IpxD que codificam aciltransferases essenciais a biossintese do lipideo A e associadas
a sua deficiéncia; expressao de IpsB, IptD e vacJ associada a defeitos de permeabilidade
e resisténcia osmatica da membrana externa, levando a CIMs consideravelmente elevadas
para polimixinas; concentracdo insuficiente de cofatores constitucionais para a formacao
de LPS, como a biotina, que sdo essenciais para a suscetibilidade as polimixinas; e
bombas de efluxo (POIREL; JAYOL; NORDMANN, 2017; KYRIAKIDIS et al, 2021).

Em Acinetobacter spp., a resisténcia a polimixina é principalmente controlada
pelo sistema regulador de dois componentes PmrA/PmrB (PmrAB), mutacfes neste
sistema, especialmente em pmrA induzem a superexpressdo de pmrC e a adigéo de
residuos de fosfoetanolamina transferase (pEtN) ao sitio do grupo 40-fosfato da forma
hepta-acilada do lipideo A, resultando na remocdo de cargas negativas e, assim,
diminuindo a afinidade do LPS para essa classe de drogas. Recentemente foi observado
que a adicao de 4-amino-L-arabinose e/ou galactosamina aos grupos fosfato do lipideo A
e aos residuos dentro do oligossacarideo central atua de forma semelhante, no qual PmrB

é uma quinase sensora localizada na membrana que fosforila e ativa o PmrA, o regulador



42

da resposta de ligacdo ao DNA citosolico (CHIN et al, 2015; KYRIAKIDIS et al, 2021;
PELLETIER et al, 2013).

Da mesma forma, o sistema de dois componentes PmrA/PmrB pode levar a
resisténcia a polimixina através da regulagcdo positiva da transcricdo de NaxD, uma
desacetilase pertencente a superfamilia YdjC e, portanto, pela modificacdo do lipideo A
do LPS por meio da B-galactosamina desacetilada. Um estudo realizado por Chin et al
(2015) detectou uma proteina hipotética semelhante a YdjC no genoma da ATCC 17978
de A. baumannii que apresentou uma superexpressdo na cepa resistente a polimixina em
comparagao com seu nivel de expressdo na ATCC 17978 do tipo selvagem. Foi observado
que a cepa resistente possuia uma mutacdo ativadora em PmrB e que esta proteina era
responsavel pela superexpressdo de naxD. De fato, a expressdo de naxD foi reduzida a
um nivel basal em um mutante de delecdo isogénica de pmrB e restaurada em uma cepa
complementada com pmrB, indicando que a expresséo de naxD depende diretamente de
PmrB (CHIN et al, 2015). Adicionalmente, mutacdes no gene miaA (que codifica o
regulador pos-transcricional tRNA dimetilalil difosfato transferase) parecem agir
sinergicamente com mutaces em pmrA produzindo fenotipos resistentes a polimixina.
Além disso, mutacdes nos paralogos de pmrC, eptA-1 e eptA-2 foram associadas a
resisténcia a colistina (KYRIAKIDIS et al, 2021).

Também foram detectadas pEtN associadas a resisténcia a polimixina em
Acinetobacter codificadas por plasmideo pelos genes mcr-1, mcr-4 e mcr-4.3. Os genes
mcr conferem resisténcia a polimixina codificando uma fosfoetanolamina transferase que
catalisa a adi¢do de uma fracdo de fosfoetanolamina ao lipidio A na membrana externa
bacteriana, o que pode modificar a estrutura do lipidio A e entdo diminuir a taxa de
crescimento, a viabilidade celular e capacidade competitiva. A MCR é uma enzima ligada
a membrana que consiste em cinco hélices transmembranares hidrofobicas e uma forma
soltvel localizada no espaco periplasmatico. Uma vez que os genes mcr codificam uma
fosfoetanolamina transferase que modifica a estrutura do LPS, isso levanta a possibilidade
de que o MCR pode afetar a suscetibilidade das bactérias aos antibioticos hidrofobicos,
alterando a permeabilidade da membrana (HAMEED et al, 2019; GELBICOVA et al,
2019; MARTINS-SORENSON et al, 2020; KYRIAKIDIS et al, 2021; LI et al, 2020).

Outro mecanismo de resisténcia a polimixina em A. baumannii € a perda completa
da produgéo de LPS por meio de mutag¢Ges que envolvem uma substituicdo ou delecédo de
nucleotideos e uma inativacdo com a insercdo do elemento ISAball nos trés primeiros

genes de biossintese de lipidio A, ou seja, IpxA (codificando uma UDP-N-
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acetilglucosamina aciltransferase) que catalisa a primeira reacdo da biossintese de lipidio
A, IpxC (codificando uma UDP-3-O-[3-hidroximiristoil] N-acetilglucosamina
deacetilase) que catalisa a segunda reacao e a primeira etapa comprometida na biossintese
de lipidio A e IpxD (codificando uma UDP-3-O-[3-hidroximiristoil] glucosamina
Naciltransferase) que catalisa a terceira etapa da biossintese do lipidio A. As cepas
resistentes que abrigam essas mutacOes exibem uma CIM elevada e ndo possuem LPSs
devido a sua incapacidade de sintetizar o lipidio A e como o lipidio A é o alvo inicial da
polimixina, sua auséncia resulta na perda do sitio alvo da polimixina em um alto nivel de
resisténcia em A. baumannii. (MOFFATT et al., 2010; OIKONOMOU et al., 2015;
OLAITAN, MORAND, ROLAIN, 2014; MOOSAVIAN; EMAM, 2019).

Os niveis de biotina sdo essenciais para a suscetibilidade as polimixinas em A.
baumannii. A biotina é um cofator do metabolismo lipidico, envolvido em uma etapa
limitante da sintese de &cidos graxos. Assim, altos niveis de biotina promovem aumento
da sintese de lipidio A, com maior susceptibilidade a polimixina. Desta forma, a biotina
contribui de maneira dose-dependente para a sintese de LPS. Dele¢6es em IpsB, um gene
que codifica uma glicosiltransferase envolvida na sintese de biotina, e as enzimas
biotindependentes ACCase e propionil carboxilase, que estdo envolvidas diretamente no
metabolismo de acidos graxos também tém sido associadas a resisténcia a colistina
(KYRIAKIDIS et al, 2021; HOOD et al, 2012; MOURARECK et al, 2020).

Mutac¢6es no gene vacJ também foram implicadas na resisténcia a polimixina de
A. baumannii. VacJ é uma lipoproteina de membrana externa altamente conservada e
amplamente distribuida, importante para a viruléncia em varios patégenos Gram-
negativos. O VacJ) é frequentemente associado ao Vps (Mla) para formar o sistema
transportador Vps-VacJ ABC, responsavel pela manutencdo da assimetria da membrana
externa (LPS no folheto externo e fosfolipidios no folheto interno). As bactérias
acumulam fosfolipidios no folheto externo, por exemplo, ap6s exposi¢do a tratamentos
quimicos, interrompendo a organizacdo do LPS e aumentando a sensibilidade a
compostos toxicos (NHU et al, 2016).

Um estudo recente realizado com isolados de A. baumannii resistentes a colistina
identificou ligagdo com os genes zndP, pldA, ttg2C e pheS. PIdA tem o papel de remover
fosfolipideos no folheto externo da membrana externa, enquanto ZndP é uma peptidase
A dependente de zinco, a montante de PIdA, que também tem um papel fundamental no
processamento da membrana externa. Ttg2C € um transportador ABC de efluxo regulado

positivamente em resposta a exposic¢ao ao fenol (um solvente orgénico que solubiliza a
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parede celular, agindo de forma equivalente com as polimixinas). Muta¢des em pheS que
codifica a subunidade alfa da fenilalanina-tRNA ligase e a bomba de efluxo RND
superexpressa MexAB-OprM também encontra-se correlacionada com a resisténcia a
colistina (KYRIAKIDIS et al, 2021).

Por fim, Lucas et al (2018) detectaram isolados de A. baumannii altamente
resistentes a colistina que apresentavam alteracGes na familia de proteinas H-NS. As
cepas resistentes possuiam uma copia extra de ISAbal25 dentro de um gene que codifica
um regulador transcricional dessa familia. Além disso, a inativacdo de H-NS mostrou
alterar a expressdo de mais de 150 genes, incluindo um gene pEtN transferase. E a
primeira vez que um regulador transcricional da familia H-NS é associado a regulagéo de
uma pEtN transferase especifica para lipidios A e a primeira demonstracdo de que

mutantes de hns resistentes a colistina podem surgir no cenario clinico.
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3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente estudo foram divididos em objetivo geral e objetivos

especificos, conforme descrito a seguir.

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os principais motivos envolvidos na heterorresisténcia e resposta
adaptativa a Polimixina B de isolados clinicos de Acinetobacter baumannii geneticamente

relacionados, exibindo distinto perfil de susceptibilidade a polimixina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar o perfil de susceptibilidade & Polimixina B das cepas clinicas 1056 e
C345;

b) Avaliar a tolerancia das cepas clinicas 1056 e C345 a diferentes condicGes de
estresse;

c) Pesquisar nos genomas das cepas clinicas 1056 e C345 sobre determinantes
genéticos associados a resisténcia a polimixina;

d) Investigar alteracfes no transcriptoma dos isolados clinicos 1056 e C345 de A.

baumannii submetidos a exposicao de diferentes concentracdes de polimixina;
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4 METODOLOGIA

A metodologia utilizada nas diferentes etapas do presente estudo encontra-se

descrita nos topicos a seguir.

4.1 CEPAS BACTERIANAS

O conjunto amostral foi composto de dois isolados clinicos de Acinetobacter
baumannii recuperados em estudos prévios. As cepas 1056 e C345 foram isoladas em um
Hospital Universitario pertencente ao complexo médico-hospitalar da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, oriundas de sitios de infeccdo distintos do mesmo paciente
(sangue e secrecao traqueal, respectivamente) e praticamente no mesmo momento. Essas
cepas apresentam estreita relacdo epidemiologica, porém apresentaram CIM
de polimixina E de 0,5 e 32 pg/mL, respectivamente (Tabela 1).

As amostras foram armazenadas no Banco de Microrganismos do Departamento
de Microbiologia do IAM/FIOCRUZ-PE, em Luria Bertani (LB) acrescido de glicerol
[15%, v/v) a -80°C.

Tabela 1 — Identificacdo das cepas das linhagens de Acinetobacter baumannii incluidas

no presente estudo

Cepa Espécime clinico/ CIM Pol
Infeccéo (Hg/mL)

C345 Secrecéo traqueal 32 (PoIR)
1056 Sangue/Bacteremia 0,5 (PolS)

Fonte: Dados ndo publicados
Legenda: Cepas isoladas do mesmo paciente; PolR: polimixina resistente; PolS: polimixina
suscetivel.
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4.2 TESTE DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos (TSA) foi realizado pela técnica de
microdiluicdo em caldo, de acordo com a padronizacdo e recomendagfes do European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (EUROPEAN
COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING, 2018).

Os isolados bacterianos 1056 e C345 foram testados frente a Polimixina B (Pol)
para verificar a Concentracdo Inibitéria Minima (CIM). A solucéo estoque de sulfato de
polimixina B foi preparada utilizando agua ultrapura como diluente, esterilizada por
filtracdo em filtro para seringa Millex® de poros de 0,22 uM (Merck Millipore) e
armazenada a -80 °C. Como controle de qualidade, foram utilizadas as cepas da American
Type Culture Colection (ATCC®) de E. coli ATCC® 25922 e A. baumannii ATCC®
19606.

Placas de microdiluicdo de 96 pocos para o teste de sensibilidade aos
antimicrobianos foram confeccionadas preenchendo cada coluna com um volume de
50uL de CA-MHB (Cation-adjusted Mdueller-Hinton Broth, Fluka — Sigma-Aldrich)
contendo uma diluicdo seriada de Polimixina B a concentracGes que variaram de 0,25 a
128 pg/mL. As placas foram armazenadas em freezer -80 °C até a realizagdo dos testes.

O ino6culo bacteriano das cepas 1056 e C345 foi preparado pela técnica de
suspensdo direta de colbnias crescidas em placas contendo agar Miueller-Hinton
(Himedia) em 1 mL de CA-MHB estéril até uma densidade (OD) a 625nn de 0,08 — 0,13
UA, determinada em espectrofotometro UV 1101 Biotech Photometer (WPA),
correspondente a 0,5 da escala de McFarland ou 1,5 x 108 UFC/mL. Essa suspensdo foi
subsequentemente diluida 1:1000 em CA-MHB em volume suficiente para inoculagéo
dos pogos da placa de microdiluicdo. Um volume de 50 pL desta Gltima diluicdo foi
inoculado simultaneamente com o auxilio de pipetador automatico multicanal em cada
poco da placa previamente confeccionada, de modo que, ao final dessa etapa, cada poco
contivesse um volume final de 100 pL, contendo a concentracdo final desejada e uma
densidade celular bacteriana de cerca de 1,5 x 10° UFC/mL. Como controle positivo do
crescimento bacteriano foram inoculados pogos contendo CA-MHB livre de
antimicrobianos e, como controle negativo de crescimento foram reservados pocos
contendo apenas CA-MHB, sem inoculag&o.

As placas foram confeccionadas e inoculadas seguindo recomendages de boas

praticas de laboratorio em capela de fluxo laminar. Apos inoculacdo, as mesmas foram
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incubadas por 18-24 horas, a 35 + 2 °C e ap0s esse periodo, inspecionadas visualmente
para a determinacédo da concentragdo inibitéria minima (MIC), que é considerada a menor
concentracdo de cada antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano. Os
resuldados da MIC foram interpretados de acordo com os critérios de interpretacdo do
EUCAST (EUROPEAN COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY
TESTING, 2018) para classificacdo dos isolados como sensiveis ou resistentes a
Polimixina B. Para controle da qualidade do indculo, um volume de 10 pL recuperados
do poco correspondente ao controle positivo do crescimento bacteriano foi diluido 1:1000
(10°%) imediatamente apds sua inoculacéo e, dessa diluigdo, 100 pL foram semeados em
agar BHI (Himedia) e espalhados por toda a sua superficie com o auxilio de alcas de
Drigalski, sendo esta etapa realizada em triplicata. As placas foram incubadas em estufa
bacterioldgica por 20 horas a 35 £ 2° C. O numero de col6nias foi determinado e utilizado
para o calculo da concentracdo de células bacterianas presentes no indculo.

Os testes considerados validos foram aqueles nos quais: a) os controles negativos
de crescimento ndo apresentaram turvacao; b) as concentragdes inibitérias minimas da
cepa de E. coli ATCC® 25922 e Acinetobacter baumannii ATCC® 19606 utilizadas
como controle de qualidade para cada antibidtico corresponderam aos critérios
estabelecidos pelo EUCAST; c) o inéculo apresentou uma densidade de 1-5 x 10°
UFC/mL estimada como descrito para controle de qualidade do in6culo bacteriano.

4.3 DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO DAS CEPAS
CLINICAS 1056 (POLS) E C345 (POLR) E DA CEPA LABORATORIAL
ATCC 19606

A determinacdo da curva de crescimento dos isolados foi realizada com intuito de
verificar se o padrdo de crescimento bacteriano apresentava diferencas entre as cepas
clinicas estudadas. Para isto, os isolados de interesse foram inicialmente repicados da
colecdo de microrganismos em LB &gar previamente preparado e incubados por 24 horas
a 35+ 2 °C. O pré-inoculo bacteriano foi preparado pela técnica de suspensao direta de
col6nias crescidas em placas em 5 mL de LB liquido estéril por 18 horas a 35 + 2 °C sob
agitacdo de 200 r.p.m.

Apos o periodo de incubagéo, a ODeoo foi determinada em espectrofotémetro UV
1101 Biotech Photometer (WPA\) e as culturas diluidas a uma ODsoo de aproximadamente
0,05 Unidades de Absorbancia (AU) no volume de 100 mL de LB liquido estéril em um
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Erlenmeyer e incubadas novamente a 35 + 2 °C, sob agitacdo de 200 r.p.m por um periodo
de 16 horas. A ODsoo foi determinada a cada hora durante o periodo de incubacdo. Apos
as 16 horas, as culturas permaneceram incubadas sob agitacdo de 200 r.p.m até completar
0 periodo de incubacéo total de 24 horas e foram realizadas duas medi¢6es nas tltimas 2
horas.

Como controle de qualidade, foi utilizada a cepa da American Type Culture
Colection (ATCC®) de A. baumannii ATCC® 19606. Os graficos foram construidos
utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software, La Jolla, CA,
EUA).

4.4 DETERMINACAO DA CURVA DE CRESCIMENTO COM TOLERANCIA
AO ESTRESSE DAS CEPAS CLINICAS 1056 (POLS) E C345 (POLR) E DA
CEPA LABORATORIAL ATCC 19606

O teste de toleréncia ao estresse dos isolados foi realizado com intuito de verificar
se as cepas clinicas estudadas apresentavam variacdes no padrdo de crescimento
bacteriano frente a diferentes condi¢6es. Para isto, as culturas foram cultivadas conforme
detalhado no tépico anterior, adicionando-se cada um dos agentes estressantes em
experimentos independentes.

Para efeitos de estresse por temperatura, as células foram cultivadas a 20 e 50 °C,
respectivamente. Em todos os demais efeitos, os isolados foram incubados a 37 °C e o0s
agentes estressantes adicionados as culturas conforme descrito a seguir: Para efeitos de
estresse por alta osmolaridade e estresse oxidativo, foi adicionado NaCl a suspensdo de
células bacterianas na concentracdo de 3%. Além disso, etanol e Triton X-100 foram
adicionados a suspensdo bacteriana nas concentracdes de 3 e 1%, respectivamente. Para
condicBes de estresse &cido e alcalino, as células foram cultivadas a pH 5,5 e pH 8,5,
respectivamente (KUO et al, 2017).

Como controle de qualidade, foi utilizada a cepa ATCC® 19606 de A. baumannii.
Os gréaficos foram construidos utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.01
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA).
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4.5 ANALISE DA SOBREVIVENCIA RELATIVA A POLIMIXINA B

Para a determinagdo da curva de sobrevivéncia a Polimixina B, os isolados
bacterianos 1056 e C345 foram repicados da colecdo de micro-organismos em LB agar
contendo 1 mM de MgCl> suplementado com concentragdes crescentes de Polimixina B.
A solucéo estoque de Polimixina B foi preparada utilizando agua ultrapura como diluente,
esterilizada por filtracdo em filtro para seringa Millex® de poros de 0.22 uM (Merck
Millipore) e armazenada a -80 °C. Como controle de qualidade, foi utilizada a cepa
ATCC® 19606 de A. baumannii.

As placas de Petri para o teste de sobrevivéncia relativa a Polimixina B foram
previamente confeccionadas com LB &gar suplementado com 1 mM de MgCl: e
Polimixina B em concentragdes crescentes (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16 pg/mL) e
armazenadas a 4 °C até o momento do uso.

As cepas estudadas foram inicialmente repicadas da cole¢do de microrganismos
em LB 4gar contendo 1 mM de MgCl: e incubadas durante 24 horas a 35 + 2° C. Trés a
cinco colbnias foram inoculadas em 5 mL de LB contendo MgCl2 1 mM e incubadas por
18 horas a 35 £ 2 °C sob agitacdo de 200 r.p.m. Apds o periodo de incubacgédo, a ODsoo
foi determinada e as culturas diluidas a uma ODeoo de aproximadamente 0,05 unidades
de absorbancia em 5 mL de LB fresco suplementado com 1 mM MgCl> e incubadas
novamente a 35 + 2 °C, sob agitacdo de 200 r.p.m. Ao atingir uma ODsgo de 0,08 — 0,13
UA, as culturas foram diluidas 10° vezes em LB caldo para a preparagéo do indculo.

Imediatamente, 100 uLL do in6culo foi depositado na superficie de uma placa de
Petri contendo LB agar suplementado com Polimixina B em concentra¢@es crescentes e
espalhado com auxilio de pequenas esferas de vidro estéreis. Apds a completa absorcédo
do indculo pelo agar, as esferas de vidro foram descartadas e as placas incubadas a 35 +
2 °C. Apo6s 24 horas de incubagdo, as placas foram retiradas e as coldnias,
correspondentes as unidades formadoras de colénias (UFCs) contadas. O experimento foi
realizado em triplicata.

A sobrevivéncia relativa em porcentagem foi determinada em relacdo ao nimero
médio das UFCs contidas na placa livre de Polimixina B (100%). Os graficos foram
construidos utilizando o programa GraphPad Prism versdo 5.01 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, EUA).
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4.6 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA BACTERIANO DAS CEPAS
CLINICAS 1056 (POLS) E C345 (POLR) DE Acinetobacter baumannii

As cepas clinicas 1056 (PolS) e C345 (PolR) foram sequenciadas com o intuito de
se realizar uma analise mais detalhada sobre suas caracteristicas genéticas, com énfase
nos mecanismos de resisténcia a polimixina. Para o sequenciamento do genoma, 0 DNA
gendmico dos isolados foi extraido, purificado e enviado a Macrogen, Inc (Coreia do Sul)
para a confeccdo da biblioteca genémica, que posteriormente foi normalizada e

sequenciada de acordo com técnica descrita nos topicos seguintes.

4.6.1 Extragéo e quantificagdo do DNA gendmico

O DNA foi isolado a partir de culturas de células das cepas de A. baumannii 1056
e C345 utilizando 0 MasterPure™ Complete DNA and RNA Purification Kit (Lucigen),
seguindo as orientagdes do fabricante, a partir de uma aliquota de 150 pL de cultura
crescida em caldo LB (Himedia) a 35 = 2 °C por 18 a 24 horas. Para isto, uma aliquota
de cada amostra de interesse foi previamente semeada em LB (Himedia), o qual foi
incubado em estufa a 35 = 2 °C durante 18 a 24 horas.

O DNA gendmico extraido foi quantificado em NanoDrop 2000c (Thermo Fisher
Scientific Inc.) com a verificacdo dos parametros utilizados para estimar a pureza e
rendimento da extracdo (A260/280). Uma aliquota do DNA extraido foi quantificada em
Qubite Fluorometer Quantitation (Thermo Fisher Scientific Inc.) com a utilizagdo do Qubite
dsDNA HS Assay Kit (Thermo Fisher Scientific Inc.), a fim de verificar a eficcia, pureza e
rendimento da extragdo. Além disso, 0,5 uL. do DNA genémico extraido foi submetido a uma

corrida eletroforética em gel de agarose 1% por 30 minutos sob uma voltagem de 160V.

4.6.2 Preparacio da biblioteca

A biblioteca genémica foi preparada com o Nextera Mate Pair Sample Prep Kit
(Gel plus) (Illumina Inc.), pela Macrogen, Inc (Coreia do Sul), de acordo com as
instrugdes do fabricante. Foi realizada a tagmentacdo do DNA gendmico aplicando 4 pg
do gDNA de cada isolado em um tubo de microcentrifuga de 1,7 ml contendo 80 uL do
Tagment Buffer Mate Pair e 12 uL do Mate Pair Tagment Enzyme e centrifugados

brevemente. Os tubos foram incubadas a 55°C por 30 minutos. Em seguida, o DNA
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tagmentado foi purificado utilizando o Zymo Genomic DNA Clean & Concentrator
(Zymo Research). 1 puL de cada DNA purificado foi diluido em 7 pL de H2O ultrapura
para executar uma analise em aparelho 2100 Bioanalyzer (Agilent Technology).

O DNA gendmico de cada isolado tagmentado na etapa anterior foi preparado para
a circularizacdo adicionando 20 pL do 10x Strand Displacement Buffer, 8 uL de dNTPs,
10 pL do Strand Displacement Polymerase, 132 pL de H.O ultrapura e posteriormente
incubado a 20°C por 30 minutos. A reacdo foi entdo purificada, adicionando um volume
de 100 puL AMPure XP Beads e em seguida incubada em temperatura ambiente por 15
minutos. Os tubos foram posicionados em uma estante magnética por 5 minutos e o
sobrenadante descartado. Para finalizar a purificacao, a reacao foi lavada duas vezes com
um volume de 400 pL de 70 % EtOH fresco. Em seguida, 30 pL do Resuspension Buffer
foram adicionados a reacédo que foi posteriormente incubada em temperatura ambiente e
posicionados em estante magnética por 5 minutos para recuperacdo do sobrenadante em
um novo tubo de microcentrifuga de 1,7 mL.

Foi realizada uma corrida eletroforética em gel de agarose para selecionar os
fragmentos utilizados na construcdo da biblioteca. Os fragmentos foram purificados
utilizando Zymoclean Large Fragment DNA Recovery Kit (Zymo Research). Foi
executada uma nova andlise em aparelho 2100 Bioanalyzer (Agilent Technology)
utilizando 1 pL do DNA recuperado.

Apds as etapas anteriores 600 ng do DNA pronto para ser circularizado foram
adicionados a uma reacdo contendo 30 pL de Circularization Buffer 10x e 2 pL de
Circularization Ligase, a reacéo foi entdo incubada a 30 °C por 12-16 horas. Em seguida,
0 DNA linear restante foi removido adicionando 9 pL de Exonuclease diretamente a
reacao de circularizacdo, o tubo foi incubado a 37 °C por 30 minutos e em seguida a 70°C
por adicionais 30 minutos. Apos as incubacgdes foram adicionados 12 L do Stop Ligation
Buffer as reagdes. O DNA circularizado foi entdo fragmentado utilizando o sistema S220
Focused-ultrasonicator (Covaris).

Os fragmentos de DNA foram purificados adicionando 300 uL de Dynabeads M-
280 Streptavidin (ThermoFischer) a reacdo e em seguida incubando a 20 °C por 15
minutos. Os tubos foram posicionados em uma estante magnética por 1 minuto, o
sobrenadante descartado e as amostras lavadas 4 vezes com 200 pL do Bead Wash Buffer
e 2 vezes com 200 pL do Ressuspension Buffer. Apds as etapas de lavagem, 100 pL do

End Repair Reaction Mix foram adicionados, as rea¢0es incubadas a 30 °C por 30 minutos
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e em seguida lavadas novamente com 200 pL do Bead Wash Buffer e Ressuspension
Buffer.

Para impedir que os fragmentos se ligassem uns aos outros na etapa de ligagéo aos
adaptadores foram adicionados nucleotideos A as extremidades 3’ dos fragmentos.
Foram adicionados 30 pL do A-tauling Reaction Mix e em seguida, as amostras foram
incubadas a 37 °C por 30 minutos. Posteriormente, os adaptadores foram ligados
adicionando-se 2,5 pL do Ligation Mix e 1 uL do DNA Adapter Index a reacdo que foi
lavada novamente utilizando 200 pL do Bead Wash Buffer e Ressuspension Buffer.

Apos a ligacdo dos adaptadores, foi realizada a amplificacdo dos fragmentos de
DNA da biblioteca. Foram adicionados 20 pL Enhanced PCR Mix, 5 pL do PCR Primer
Cocktail e 25 pL de agua aos tubos contendo o DNA, em seguida as reacdes foram
amplificadas utilizando a seguinte ciclagem: 98 °C por 30 segundos, seguido de 15 ciclos
de 98 °C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos com extensdo
final de 72 °C por 5 minutos. A etapa seguinte consistiu na purificacdo das bibliotecas
geradas, com a remocéo de fragmentos curtos para otimizagdo do sequenciamento. Para
isso, 0s tubos foram posicionados na estante magnética por 1 minuto e 45 pL do
sobrenadante foram transferidos para um novo tubo de microcentrifuga de 1,7 mL
contendo 30 pL AMPure XP beads. A reacéo foi incubada em temperatura ambiente por
5 minutos e posteriormente transferida para uma estante magnética por adicionais 5
minutos. O sobrenadante foi entdo descartado e as beads lavadas 2 vezes com 200 uL de
EtOH 80% fresco. O sobrenadante foi novamente descartado e foram adicionados 20 uL
do Ressuspension Buffer as beads, a reacao foi incubada em temperatura ambiente por 5
minutos e posicionada em uma estante magnética. Foram transferidos 20 pL do
sobrenadante contendo a biblioteca pronta para analise para um novo tubo de

microcentrifuga de 1,7 mL.

4.6.3 Normalizacdo e sequenciamento da biblioteca

Foi utilizada a PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR) a fim de quantificar e
padronizar a quantidade de cada amostra a ser aplicada para obter dados de
sequenciamento de alta qualidade. Apds essa etapa, as amostras foram normalizadas e
diluidas até a concentragéo 2 nM com Tris-Cl 10 mM, pH 8,5 contendo 0,1% de Tween
20. Posteriormente as bibliotecas indexadas e normalizadas foram agrupadas em um pool

contendo 10 pL de cada biblioteca para geragdo de cluster e sequenciamento.
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As amostras foram desnaturadas utilizando Hybridization Buffer HT1 (Illumina
Inc.), sendo posteriormente incubadas a 96 °C por 2 minutos em termociclador. A reacéo de
sequenciamento foi realizada em NovaSeq 6000 Sequencing System (Illumina Inc.), na
Macrogen, Inc (Coreia do Sul), de acordo com os pardmetros recomendados pelo pelo

fabricante.

4.6.4 Montagem e anotacdo dos genomas

O sequenciador Illumina gerou imagens brutas utilizando software de controle de
sequenciamento para controle do sistema e chamada de base por meio do software de
andlise priméria integrado RTA (Real Time Analysis) que disponibilizou os arquivos
FastQ gerados para cada biblioteca. Os arquivos foram submetidos a anélise com o
software FASTQC (Andrews et al, 2014) para verificacGes dos indices de qualidade Phred
(Q20 e Q30) e o contetldo GC/AT dos genomas.

Os scores Q (Q20 e Q30) foram gerados através do calculo dos indices de
qualidade Phred, sdo definidos como uma propriedade que esta logaritmicamente
relacionada as probabilidades de erro de chamada de base e utilizados para caracterizar a
qualidade das sequéncias de DNA geradas em um sequenciamento. A alta consisténcia
de uma base sequenciada é indicada por valores maiores de Phred (ILLUMINA, INC,
2011).

A montagem dos genomas foi realizada com o algoritmo SPAdes, utilizando a
estratégia de montagem de novo (BANKEVICH et al., 2012) e a anota¢do foi feita
utilizando o servidor Rapid Annotation using Subsystem Technology (RAST) Prokaryotic
Genome Annotation (http://rast.nmpdr.org/rast.cgi).

Os contigs foram comparados a base de dados do Multi Locus Sequence Typing
(MLST) e ResFinder 2.1 do Center of Genomic Epidemiology services
(http://cge.cbs.dtu.dk/services) para a tipagem bacteriana e identificacdo dos mecanismos
de resisténcia antimicrobiana adquiridos, respectivamente.

A tipagem bacteriana para determinacdo do sequence type (ST) foi realizada pela
utilizagdo de ambos os esquemas de Bartual (Oxford) (BARTUAL et al., 2005) e
Diancourt (Pasteur) (DIANCOURT et al., 2010) (http://pubmist.org/abaumannii),
considerando sete diferentes genes constitutivos (housekeeping) em cada um dos

esquemas.
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Analises manuais de loci de interesse foram realizadas para a avaliagdo da
presenca de mutacBes relacionadas a resisténcia a Polimixina B pela utilizagdo dos
softwares Artemis Release 16.0.0 (Sanger Institute) e BioEdit Sequence Alignment
Editor© (Tom Hall). Foram analisadas as sequéncias nucleotidicas das regides
determinantes de resisténcia a Polimixina B (operons IpxCAD, pmrCAB e os genes IpsB,
IptD e vacJ) de A. baumannii dos isolados, bem como a analise da sequéncia de
aminoacidos de seus respectivos produtos.

Uma analise abrangente do genoma dos isolados foi realizada utilizando a
plataforma Bacterial Bioinformatics Resource Center (PATRIC) para verificar a
distribuicdo dos subsistemas, presenca e distribuicio de genes de resisténcia
antimicrobiana dos isolados. A comparacdo do proteoma predito foi realizada com base

na sequéncia de proteinas das duas cepas estudadas utilizando a ferramenta BLASTP.

4.7 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DIFERENCIAL POR RNA-SEQ
DAS CEPAS CLINICAS 1056 (POLS) E C345 (POLR) DE Acinetobacter

baumannii

Foi realizado o RNA-seq para andlise e comparacdo da expressdo génica
diferencial das cepas clinicas 1056 (PolS) e C345 (PolR) submetidas a diferentes
concentracdes de Polimixina B. Para isso, os isolados foram cultivados sob diferentes
condicdes de exposicdo a Polimixina B, o RNA dos isolados foi extraido e e enviado a
Macrogen, Inc (Coreia do Sul) para sequenciamento. Resumidamente, o0 rRNA das
amostras foi depletado e a biblioteca foi preparada através da sintese de cDNA a partir do
RNA dos isolados, seguido de tagmentacdo. A biblioteca foi normalizada e sequenciada

de acordo com técnica descrita nos topicos seguintes.

4.7.1 Cultivo dos isolados

Os isolados clinicos 1056 e C345 foram inicialmente semeados em placas de agar-
sangue e incubados por 18-24 horas, a 35 + 2 °C para observacgédo da pureza e morfologia
das células bacterianas, paralelamente foram também semeados em LB agar (Himedia) e
novamente incubadas por 18-24 horas, a 35 + 2 °C. Posteriormente, os isolados foram
entdo repicados em novas placas LB agar 1 mM MgCl. nas concentracgdes 0, 2 e 8 ug/mL

de Polimixina B (Sigma-Aldrich) e incubados por 18-24 horas, a 35 + 2 °C. Por fim, uma



56

unica coldnia bacteriana proveniente de cada uma das culturas realizadas em placa foi
posteriormente inoculada em 5 mL de LB 1 mM MgCly, suplementado com as
concentragcfes de antibidtico desejadas (0, 2 e 8 ug/mL). As suspensfes foram entdo
incubadas sob agitacdo de 200 rpm por 18-24 horas.

Apols crescimento bacteriano, a ODesoo foi verificada e ajustada para uma
suspensdo estimada de 0,05 UA em 5 mL de LB 1 mM MgCl», suplementado com as
concentragOes de antibidtico desejadas (0, 2 e 8 ug/mL), incubado sob agitacdo de 200
rpm e a ODgoo monitorada até atingir 0,8 — 1,13 UA. Os experimentos foram realizados

em triplicata bioldgica.

4.7.2 Extracdo do RNA

O RNA foi isolado a partir das culturas preparadas na etapa anterior utilizando o
RNeasy Protect Bacteria Mini Kit (Qiagen), seguindo as orientagcbes do fabricante.
Resumidamente, 500 pL da cultura bacteriana foram adicionados em um tubo de
microcentrifuga de 1,7 mL contendo 1000 uL. do RNAprotect Bacteria Reagent, a reacao
foi incubada por 5 minutos em temperatura ambiente (15-25°C) e posteriormente
centrifugada a 5000 x g por 10 minutos. O sobrenadante foi removido e foram adicionados
200 uL de TE buffer contendo 1 mg/mL de lisozima ao tubo contendo o pellet resultante
da etapa anterior, o tubo foi incubado sob agitacdo durante 15 minutos em temperatura
ambiente (15-25°C).

Foram adicionados 700 puL do Buffer RLT e o0 tubo agitado vigorosamente em
vortex por 30 segundos, posteriormente a reagdo foi lavada com 500 pL de 96 — 100%
EtOH para prosseguir com a etapa de purificacdo. O lisado de células obtido foi
transferido para uma coluna de rotacdo RNeasy posicionada em um tubo de coleta de 2
mL e centrifugado a 8000 x g por 15 segundos, o liquido restante no tubo de coleta foi
descartado. Para lavar a membrana de silica da foram adicionados 700 pL do tampao
RW1 a coluna e os tubos centrifugados novamente a 8000 x g por 15 segundos,
posteriormente, a coluna foi lavada 2 vezes com 500 pL do tampao RPE e a centrifugada
a 8000 x g por 15 segundos.

Por fim, a coluna foi posicionada em um novo tubo de coleta de 1,5 mL e
adicionados 50 pL de H2O RNAse free diretamente & membrana da coluna de rotagéo. O
tubo foi incubado por 15 minutos em temperatura ambiente (15-25°C) e posteriormente

centrifugado a 8000 x g por 1 minuto para eluir o RNA.
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4.7.3 Controle de qualidade do RNA

O RNA extraido foi analisado em NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific
Inc.) para assegurar a escolha de amostras com indices proximos a 2.0 na razdo 260/280.

A qualidade do RNA a ser sequenciado foi verificada através do 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technology), para obter o valor do RNA Integrity Number (RIN) que detecta
possiveis degradagdes. Essa andlise foi realizada utilizando 1 uLL de RNA total. Os valores
de RIN das amostras variaram entre 7,3 e 9,3. O RIN é um algoritmo que tem como
objetivo atribuir valores de integridade a medicGes de RNA, apenas amostras com um
RIN > 7 foram consideradas aceitaveis para a realizacao do experimento de RNA-seq. Os
eletroferogramas apresentados na Figura 5 demonstram os perfis cromatogréficos e
eletroforéticos que foram utilizados para o célculo dos valores de RIN de todas as

amostras avaliadas.

Figura 56 — Eletroferograma utilizado para célculo do valor de RIN das amostras

analisadas através do 2100 Bioanalyzer
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Fonte: A autora.
Legenda: Analise de RNA realizada pelo 2100 Bioanalyzer. Ensaios de eletroferograma de medicGes
representativas de RNA total com ndmero de integridade de RNA (RINSs) entre 7,3 € 9,3.
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4.7.4 Deplecao do RNA ribossomal (rRNA)

O rRNA foi depletado a partir do RNA total das amostras utilizando o kit NEBNext
rRNA Depletion Kit (Bacteria) (New England BioLabs). Resumidamente, 1 ug do RNA
total foi adicionado a um mix contendo 2 pulL do NEBNext Bacterial rRNA Depletion
Solution e 2 uL. do NEBNext Probe Hybridization Buffer, a reagéo foi homogeneizada e
incubada em termociclador sob uma temperatura de 95 °C por 2 minutos, seguido de 5
minutos a 22 °C, com a tampa aquecida a 105°C. Foi realizada a digestdo do RNA
hibridizado na etapa anterior adicionando-se a reagdo 2 uLL de RNase H Reaction Buffer
e 2 uL de NEBNext Thermostable RNase H, a reagéo foi incubada em um termociclador
por 30 minutos a 50 °C com a tampa ajustada para 55°C. Apo6s o tratamento com RNAse
H, foi realizada a digestdo com DNAse I adicionando 5 puL do reagente DNase | Reaction
Buffer e 2,5 uL do NEBNext DNase | (RNase-free), a reagdo foi homogeneizada e
incubada em um termociclador por 30 minutos a 37°C com a tampa aquecida ajustada
para 40 °C.

Foi realizada a purificagdo do RNA adicionando-se 90 uL. de NEBNext RNA
Sample Purification Beads (New England BioLabs) a amostra de RNA. A reacdo foi
incubada em gelo por 15 minutos para ligacdo do RNA as beads, apds o periodo de
incubacdo os tubos foram posicionados em uma estante magnética e o sobrenadante
descartado. As beads foram lavadas duas vezes com 200 uL de 80 % EtOH fresco ainda
na estante magnética.

Os tubos foram retirados da estante magnética, 0 RNA foi eluido em 7 pL de H.0
RNAse free e incubado por 2 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, os tubos
foram novamente posicionados na estante magnética até que a solucéo estivesse limpida
e 5 uL do sobrenadante contendo o RNA foram transferidos para um novo microtubo

estéril.

4.7.5 Sequenciamento do RNA (RNA-seq)

Para a sintese do cDNA, a partir do RNA obtido na etapa anterior, foram
adicionados 8 pul de um mix previamente preparado contendo 9 pL de First Strand
Synthesis Act D Mix e 1 pL SuperScript Il Reverse Transcriptase (Thermo Fisher
Scientific Inc.) ao tubo contendo o RNA. A reacédo foi incubada em termociclador sob

uma temperatura de 25°C por 10 minutos, seguida de 42°C por 15 minutos e 70°C por
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adicionais 15 minutos, com a tampa aquecida a 100°C. Posteriormente, foi realizada a
remoc¢do do molde de RNA e sintese de uma fita de substituicdo contendo dUTP no lugar
de dTTP. Foram adicionados 10 uL do Ressuspension Buffer, seguido de 20 pLL do Second
Strand Marking Master Mix ao tubo contendo a reacdo que em seguida foi incubada em
termociclador a 16°C por 1 hora, com a tampa aquecida a 30°C. Ap0s a reagdo atingir a
temperatura ambiente, foram adicionados 90 uL. de AMPure XP beads, o tubo foi
incubado em temperatura ambiente por 15 minutos e posteriormente posicionado em uma
estante magnética por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as beads lavadas 2
vezes com 200 pL de EtOH 80% fresco. Foram adicionados 17,5 plL de Ressuspension
Buffer as beads lavadas, que foram em seguida incubadas em temperatura ambiente por
2 minutos, brevemente centrifugadas a 280 x g por 1 minuto e entdo, posicionadas em
uma estante magnética por 5 minutos. 15 pL do sobrenadante foram transferidos para um
novo microtubo estéril.

Para evitar a formagdo de quimeras devido a ligagdo dos fragmentos entre si
durante a reagdo de ligacdo aos adaptadores, € adicionado um nucleotideo Adenina (A)
as extremidades 3' dos fragmentos, uma vez que na extremindade 3' do adaptador
correspondente encontra-se um nucleotideo timina (T). Para isso, 1 pL do A-Tailing
Control foi diluido em 99 pLL do Ressuspension Buffer ¢ 2,5 uLL do mix foram adicionados
aos tubos contendo as reagdes. Foram adicionados 12,5 pLL do A-Tailing Mix e a reagéo
foi incubada em termociclador com a tampa aquecida a 100°C a 37°C por 30 minutos
seguido de 70°C por 5 minutos. Posteriormente, foi realizada a ligacdo dos fragmentos
aos adaptadores, 1 pL do Ligation Control foi diluido em 99 pL do Ressuspension Buffer
e 2,5 uL do mix foram adicionados aos tubos contendo as reacdes, 2,5 uL do Ligation
Mix e dos adaptadores de RNA foram adicionados logo em seguida. A reacdo foi
incubada a 30°C por 10 minutos, ap6s a o periodo de incubacao os tubos foram mantidos
em gelo e a reacdo foi finalizada adicionando 5 uL do Stop Ligation Buffer.

Os fragmentos ligados foram purificados adicionando-se as reagdes 42 pL de
AMPure XP beads, os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 15 minutos,
centrifugados a 280 x g por 1 minuto e posicionados em uma estante magnética por 5
minutos. O sobrenadante foi removido e descartado e as beads contendo a reagdo foram
lavadas 2 vezes com 200 puL de EtOH 80% fresco. Apés a etapa de lavagem, foram
adicionados 52,5 pL do Ressuspension Buffer, os tubos foram novamente incubados em
temperatura ambiente por 2 minutos, posicionados em estante magnética por 5 minutos e

50 pL do sobrenadante foram transferidos para um novo tubo. A purificacdo foi repetida,
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adicionando aos tubos 50 uL. de AMPure XP beads, ap0s incubagcdo em temperatura
ambiente por 15 minutos, os tubos foram centrifugados, posicionados em uma estante
magnética por 5 minutos e o sobrenadante descartado. A reacdo foi novamente lavada 2
vezes com 200 pL de EtOH 80% fresco. Apos a etapa de lavagem, foram adicionados
22,5 pL do Ressuspension Buffer, os tubos foram incubados em temperatura ambiente
por 2 minutos, posicionados em estante magnética por 5 minutos e por fim, 20 pL do
sobrenadante foram transferidos para um novo tubo.

Os fragmentos purificados foram enriquecidos através da amplificacdo por PCR
da quantidade de DNA na biblioteca. Com os tubos em gelo, foram adicionados 5 L do
PCR Primer Cocktail e 25 pL do PCR Master Mix, em seguida a reagéo foi incubada em
termociclador com a tampa aquecida a 100°C a 98 °C por 30 segundos, seguido de 15
ciclos de 98°C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e extensdo
final a 72°C por 5 minutos. O produto de PCR foi entdo purificado adicionando-se ao
tubo 50 puL de AMPure XP beads seguido de nova lavagem com EtOH 80% descrita nas
etapas anteriores. Apos a lavagem, foram adicionados 32,5 uL de Ressuspension Buffer,
os tubos foram incubados em temperatura ambiente por 2 minutos, posicionados em
estante magnética por 5 minutos e 30 pL do sobrenadante contendo a biblioteca finalizada

foram transferidos para um novo tubo.

4.7.6 Normalizacéo e sequenciamento da biblioteca

1 pL da biblioteca de DNA foi diluida em 1 pL do Ressuspension Buffer para
anaise da qualidade e tamanho da biblioteca através do Bioanalyzer 2100 (Agilent
Technologies).

Foi utilizada a PCR Quantitativa em Tempo Real (QPCR) a fim de quantificar e
padronizar a quantidade de cada amostra a ser aplicada para obter dados de
sequenciamento de alta qualidade. Apos essa etapa, 10 pL de cada biblioteca foram
normalizados e diluidas até a concentragdo 10nM com Tris-Cl 10 mM, pH 8,5 contendo
0,1% de Tween 20. Posteriormente as bibliotecas indexadas e normalizadas foram
agrupadas em um pool contendo 10 pL de cada biblioteca para geracdo de cluster e
sequenciamento.

As amostras foram desnaturadas utilizando Hybridization Buffer HT1 (Illumina
Inc.), sendo posteriormente incubadas a 96°C por 2 minutos em termociclador. A reacao de

sequenciamento foi realizada em NovaSeq 6000 Sequencing System (lllumina Inc.), na
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Macrogen, Inc (Coreia do Sul), de acordo com os pardmetros recomendados pelo pelo

fabricante.

4.7.7 Montagem e anotacao dos transcriptomas

Os arquivos FastQ gerados para cada biblioteca foram submetidos a analise com
0 software FASTQC (Andrews et al, 2014) para verificacOes de controle de qualidade
através de um conjunto modular de anélises que gera plotagens baseadas no Q score por
base sequenciada, distribuicdo de Q score médio de cada sequéncia obtida, contetdo de
adaptadores remanescentes, entre outras informacfes. A remocao dos adaptadores e
sequéncias de baixa qualidade foi realizada utilizando a ferramenta Trimmomatic.

O mapeamento das sequéncias obtidas por RNA-seq em relagdo a sequéncia
genémica do isolado C345 utilizado como referéncia foi realizado utilizando a ferramenta
Bowtie2, que divide o genoma em partes para mapear de forma mais eficiente. Foram
utilizados arquivos em formato .gbk, que contém as informacdes das sequéncias de todos
0s genes anotados dos genomas de referéncia.

Para as andlises estatisticas de expressédo diferencial entre genes de transcriptomas
diferentes, foi usada a biblioteca DESeq2 do ambiente de programacao R, usando como
dados de entrada os valores brutos de contagem de sequéncias para cada gene. Como
parametros para definir um gene como diferencialmente expresso entre duas condicGes

distintas foi estabelecido ter um valor de padj < 0,05 e um valor de log.FoldChange > 1.

4.7.8 Analise de enriquecimento funcional de redes génicas

Os dados anotados do transcriptoma foram submetidos a analise de
enriquecimento de termos e categorias do Gene Ontology (GO) utilizando o Banco de
Dados para Anotacdo, Visualizacdo e Descoberta Integrada (DAVID,
https://david.ncifcrf.gov/versdo 2021). Foram aplicadas a classificacdo de termos GO,
incluindo GO-BP (processo biologico), GO-MF (fungdo molecular) e GO-CC
(componente celular) e analises da Enciclopédia de Genes e Genomas de Kyoto (KEGG)
para descobrir as funcGes dos genes que se cruzam e testar as ligacGes biologicas em
genes co-regulados. Por meio da analise de enriquecimento de GO, é possivel comparar
e classificar aproximadamente os genes diferencialmente expressos (DEGS) para entender

melhor suas caracteristicas bioldgicas. O KEGG colabora na interpretacdo funcional de
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genes e genomas como uma rede completa, registrando redes de interacdes moleculares
nas células e variantes especificas a determinados organismos. O valor de p < 0,05 foi
considerado estatisticamente significativo nas analises (ZHOU et al, 2019; XING et al,
2015).

4.8 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo ndo envolve seres humanos e/ou animais, seja de forma direta ou
indireta, portanto 0 mesmo ndo necessita ser avaliado criteriosamente pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP) e/ou Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA). Este
trabalho foi submetido e aprovado pela Comissdo Interna de Biosseguranga (CIBio) do
IAM sob registro n° 01/2018.
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo encontram-se descritos nos topicos

a sequir.

5.1 PERFIL DE SUSCEPBILIDADE A POLIMIXINA B ENTRE OS ISOLADOS
1056 E C345

Os resultados acerca do perfil de susceptibilidade a polimixina entre os isolados
1056 ¢ C345 demonstraram para a cepa C345 uma CIM de 16 ug/mL, caracterizando-a
como resistente a Polimixina B, enquanto a cepa 1056 demonstrou uma CIM de 2 pg/mL,
sendo classificada como sensivel a Polimixina B (tabela 2). De acordo com o European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) (EUROPEAN
COMMITTEE ON ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY TESTING, 2018), a
caracterizacdo de cepas de A. baumanni resistentes a Polimixina B se dad com a

apresentacdo de uma Concentracao Inibitdria Minima (CIM) a partir de 4 pg/mL.

Tabela 2 — Concentracao Inibitéria Minima (CIM) das cepas 1056 e C345

CEPA CIM (pg/mL)
1056 2 (PolS)
C345 16 (PolR)

Fonte: A autora
Legenda: PolS: cepa sensivel a Polimixina B; PolR: cepa resistente a Polimixina
B

5.2. CURVA DE CRESCIMENTO DAS CEPAS CLINICAS 1056 (POLS) E
C345 (POLR) EDA CEPA LABORATORIAL ATCC 19606

A curva de crescimento das cepas 1056 e C345 foi realizada para comparar a taxa
de crescimento. Nao foi possivel observar diferenca no padrdo da curva de crescimento
para A. baumannii de nenhuma das cepas analisadas. A figura 6 demonstra que os isolados
atingiram a fase estacionaria apds cerca de 12 horas de crescimento a 37 °C, sem

apresentar diferencgas na curva entre as cepas 1056 (PolS) e C345 (PolR).
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Figura 6 — Curva de crescimento das cepas clinicas 1056 (PolS) e C345 (PolR) e da cepa
laboratorial ATCC 19606 em meio LB
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Fonte: A autora

Legenda: Crescimento das cepas 1056 (PolS) e C345 (PolR) e ATCC 19606 (cepa controle) em
meio LB. No eixo X o tempo esta representado em horas. No eixo Y a ODegqo esté representada em
Unidades de Absorbancia (AU).

Além disso, para observar se a capacidade em lidar com agentes estressantes
presentes no ambiente apresenta variagdes entre os isolados 1056 (PolS) e C345 (PolR)
foi realizada uma curva de crescimento sob estresses aplicados em experimentos
individuais para cada uma das cepas estudadas (Figura 7).

Os estresses de temperatura aplicados aos isolados causaram comprometimento
no crescimento, as cepas 1056 (PolS) e C345 (PolR) apresentaram um padrdo de
crescimento mais lento quando cultivadas a 20°C, enquanto foi observado grande
comprometimento no crescimento das células cultivadas a 50°C, no entanto, ndo foi
observada diferenca entre o padrdo de crescimento entre os dois isolados avaliados (1056
e C345).

Quando cultivada na presenca de NaCl a 3% (alta osmolaridade), a cepa 1056
(PolS) apresentou leve comprometimento no crescimento bacteriano ao atingir o inicio
da fase estacionéria em comparacdo com as demais cepas analisadas. Os demais agentes
estressantes (estresse oxidativo e estresse acido e alcalino) aplicados ndo foram capazes
de comprometer o crescimento de nenhum dos isolados analisados, além disso, ndo foram

observadas diferencas no padrdo de crescimento das cepas analisadas.
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Figura 7 — Curva de sobrevivéncia com toleréncia ao estresse das cepas clinicas 1056
(PolS) e C345 (PolR) e da cepa laboratorial ATCC 19606 em meio LB
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Fonte: A autora

Legenda: O efeito da tolerancia ao estresse das cepas 1056 (PolS) e C345 (PolR)
e ATCC 19606 sob a) 20 °C; b) 50 °C; c¢) 3% NaCl; d) 1% Triton X-100; e) 3%
Etanol; f) pH 5,5; g) pH 8,5. Foram utilizados os resultados da curva de
sobrevivéncia padrdo a 37 °C do experimento anterior como controle para
comparacdo em todas as andlises (C).



66

5.3 ANALISE DA SOBREVIVENCIA RELATIVA A POLIMIXINA B

Para avaliar o padréo de crescimento das cepas frente a exposic¢éo a Polimixina B
em diferentes concentrag6es (0, 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18 e 20 ug/mL) foi realizada
uma curva de sobrevivéncia. A cepa 1056, sensivel a polimixina apresentou crescimento
até a concentragdo de 1 pg/mL, apresentando comportamento similar a cepa ATCC 19606
utilizada como controle do experimento. Os dados de crescimento para o isolado C345
corroboraram o resultado detectado através do MIC, onde foi possivel observar a

formacéo de coldnias até a concentrac¢do de 16 pg/mL (Figura 7).

Figura 8 — Padrdo de crescimento das cepas clinicas 1056 (PolS) e C345 (PolR) e da cepa
laboratorial ATCC 19606 relativo a Polimixina B
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Fonte: A autora
Legenda: Padrdo de crescimento relativo a Polimixina B. O gréafico apresenta o
padrdo de crescimento das 3 cepas avaliadas (ATCC 19606, 1056 e C345).

5.4 ANALISE DO GENOMA BACTERIANO DAS CEPAS CLINICAS 1056
(POLS) E C345 (POLR) DE Acinetobacter baumannii.

5.4.1 Conjunto de dados de sequenciamento do DNA gendmico, andlise
de qualidade e anotacéo genémica.
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O comprimento total dos genomas sequenciados foi de aproximadamente 3.9 Mb
para os isolados 1056 e C345, que apresentaram um contetdo GC de 39,8% e AT de
60,2% para ambas as cepas analisadas. O valor aproximado de Q20 foi de 94% e Q30
86% para ambos 0s genomas analisados, esses dados configuram um genoma de boa
qualidade (Figura 9). O score Q corresponde ao indice de qualidade de sequenciamento
de uma determinada base, scores Q mais altos indicam uma menor probabilidade de erro,

ou seja, maior confiabilidade dos dados gerados através do sequenciamento.

Figura 9 — Contetdo GC/AT e escores Q20/Q30 dos genomas das cepas 1056 e C345
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Fonte: A autora
Legenda: Contetido GC/AT (%) e scores Q20/Q30 (%) dos dados brutos das cepas 1056 e C345.

A tipagem por MLST revelou que as cepas 1056 e C345 pertencem ao mesmo
sequence type (ST): ST514B8/ST103". A anotagdo dos genomas utilizando a ferramenta
RAST demonstrou a presenca de 3.768 sequéncias codificantes de proteinas (CDS) para
as cepas 1056 e C345. Além de 63 genes de RNA de transferéncia (tRNA) e 3 genes de
RNA ribossomal (rRNA) para ambas as cepas. Para ambas as cepas a anotagéo incluiu
911 proteinas hipotéticas e 2.857 proteinas com atribui¢Ges funcionais.

Uma analise dos substistemas exclusivos, que compreendem um conjunto de
proteinas que juntas implementam um processo bioldgico especifico ou complexo
estrutural para determinado organismo, demonstrou que a distribuicdo de subsistemas de
proteinas é idéntica para ambas as cepas 1056 e C345. A anotacdo gerada atraves da
plataforma PATRIC demonstra que a maioria dos conjuntos de subsistemas das cepas
1056 e C345 apresenta relagdo com o metabolismo bacteriano (94 substistemas / 738
genes), seguido do processamento de proteinas (42 subsistemas / 221 genes) e resposta
ao estresse, defesa e viruléncia (33 subsistemas / 119 genes) (Figura 10).
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Figura 10 — Distribuig&o dos subsistemas das cepas 1056 e C435

Subsistema (Subsistema, Genes)
B Metabolismo (94, 738)
B Processamento de proteinas (42,221)
B Resposta ao estresse, defesa, viruléncia (33,119)
M Energia (30, 230)
B Transporte de membrana (20, 166)
I Processamento de DNA (18, 68)
B Processamento de RNA (14, 76)
M Processos celulares (11,67)
I Envelope celular (7, 42)
B Diversos (6, 18)
Regulacio e sinalizacio celular (3, 12)

Fonte: A autora

Através de dados gerados pela plataforma PATRIC, foi possivel atribuir genes
especificos a determinados mecanismos de resisténcia (Tabela 3). Nenhuma diferenca na
distribuicdo dos genes responsaveis pelos mecanismos de resisténcia antimicrobiana foi
encontrada entre as cepas 1056 e C345, além disso ndo foi detectada a presenca de nenhum

gene comumente relacionado a resisténcia a Polimixina B.
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Tabela 3 — Genes de resisténcia antimicrobiana detectados nos isolados 1056 e C345

utilizando a ferramenta k-mer

Mecanismo de resisténcia antimicrobiana

Genes

Enzima de ativacdo antibiotica

katG

Enzima de inativacdo antibiética

ADC family, OXA-51 family

Alvo antibidtico em espécies suscetiveis

alr, ddl, dxr, EF-G, EF-Tu, folA, dfr,
folP, gyrA, gyrB, inhA, fabl, iso-
tRNA, murA, rho, rpoB, rpoC, S10p,

S12p
Proteina de protecao ao alvo de antibidtico berC
Proteina de substituicao de alvo de antibidtico fabG, htdX
Bomba de efluxo conferindo resisténcia a antibidticos EmrAB-TolC, macA, macB,
MdfA/Cmr, TolC/OpmH
Gene conferindo resisténcia via auséncia gidB
Proteina de alteracdo da carga da parede celular e gdpD, pgsA
conferencia de resisténcia a antibioticos
Permeabilidade moduladora de proteinas ao OprD - family
antibidtico
Regulador modulando a expressdo de genes de oxyR

resisténcia a antibiéticos

Fonte: A autora

Uma analise realizada utilizando a ferramenta Resfinder também detectou a

presenca dos genes de resisténcia blaoxa-7o (uma OXA-51-like) e blaapc-2s (Tabela 4),

ambos envolvidos na resisténcia aos betalactamicos e intrisecos a espécies de A.

baumannii.

Tabela 4 — Genes de resisténcia antimicrobiana detectados nos isolados 1056 e C345

utilizando a ferramenta Resfinder

Gene Identidade (%) Cobertura (%) Fendtipo
blaoxa-7o 100.00 100.00 Resisténcia a betalactamicos
blaapc-2s 97.05 100.00 Resisténcia a betalactamicos

Fonte: A autora
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Através da andlise do proteoma predito, realizado com base na sequéncia de

proteinas utilizando a ferramenta BLASTP com base na sequéncia dos genomas de ambos
os isolados, foi possivel observar uma distribuicdo idéntica do conjunto de proteinas

detectadas entre as cepas 1056 e C345 (Figura 11).

Figura 11 — Proteoma predito para os isolados 1056 (PolS) e C345 (PolR) utilizando a

ferramenta BLASTP

Percent protein sequence identity

100(99.999.809.599 98 95 90 80 70 60 50 40 30 20 10
10099.999.899.599 98 95 90 80 70 60 50 40 30 20 10

Bidirectional best hit
Unidirectional best hit

Fonte: A autora.

A.baumannii C345 (mais internamente)

Legenda: Proteoma predito das cepas clinicas estudadas. A. baumanni 1056 (mais externamente) e
Além disso, foi realizado o alinhamento manual dos aminoacidos que compdes 0s

mecanismos mais comumente associados a resisténcia a polimixina em A. baumannii, 0s

operons IpxCAD, pmrCAB e os genes IpsB, IptD e vacJ (Figuras 12-16) dos isolados 1056
e C345 utilizando o software BioEdit verséo 7.2. N&o foi detectada nenhuma alteragéo na
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sequéncia de aminoacidos das proteinas geradas por nenhum dos genes que Sao

sabidamente envolvidos na resisténcia a Polimixina B.

Figura 12 — Alinhamento de aminoécidos das sequéncias obtidas para o operon IpxCAD
das cepas 1056 e C345 utilizando o software BioEdit versao 7.2

a) 1pxC_I056
1pxC_C345

1pxC_I056
1pxcC_c345

1pxC_I056
1pxC_c345

1pxC_I056
1pxC_C345

b) 1pxA I056
1pxA C345

1pxA_I056
lpxA C345

1pxA_I056
1pxA_C345

C) 1pxD_I056
1pxD_C345

1pxD_I056
1pxD_C345

1pxD_I056
1pxD_C345

1pxD_I056
1pxD_C345

Fonte: A autora.
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MVRQRTLNRVVRASGIGLHSGORVMINFIPHTVDGGIVFRRIDLDEPPVDIPANALLIQEAFMCSNLVTGDIKVGTIEHVMSAIAGLGIDN

100 110 130 140 150 1 1
LIVEVSASEVPIMDGSAGPFIYLLMOGGLREQDAPKRFIRKILRPVEALIDDRRAIFSPENGFQLNFTIDFDHPAFAREYQSATIDFSTET
LIVEVSASEVPIMDGSAGPFIYLLMQOGGLREQDAPKKFIKILRKPVEALIDDRRAIFSPENGFQLNFTIDFDEPAFAREYQSATIDFSTET

190 200 210 220 230 240
FVYEVSEARTFGFMRDLDYLRKANNLALGASLDNAIGVDDTGVVNEEGLRFADEFVRHRILDAVGDLYLLGHQITARFDGYRKSGHALNNQL
FVYEVSEARTFGFMRDLDYLKANNLALGASLDNAIGVDDTGVVNEEGLRFADEFVRHRKILDAVGDLYLLGHQIIARFDGYRSGHALNNQL

- P

LRNVQSDPSNYEIVTFDDERDCPIPYVSVT*
LRNVQSDPSNYEIVTFDDEKDCPIPYVSVT*

10 20 30 20 50 €0 5} 80 S0

MSNHDLIHSTAIIDPSAVIASDVQIGPYCIIGPQVTIGAGTRLHSHVVVGGFTRIGONNEIFQFASVGEVCQDLRYRGEETWLE IGNNNL
MSNHDLIHSTAIIDPSAVIASDVQIGPYCIIGPQVTIGAGTRLHSHVVVGGFTRIGONNEIFQFASVGEVCQDLRKYRGEETWLEIGNNNL

100 110 120 130 140 150 160 70 180

IREHCSLHRGTVQDNALTRIGSHNLLMVNTHIAHDCIVGDHNIFANNVGVAGHVHIGDHVIVGGNSGIHQFCRIDSYSMIGGASLILRDV
IREHCSLHRGTVQDNALTRIGSHNLLMVNTHIAHDCIVGDHNIFANNVGVAGHVHIGDHVIVGGNSGIHQFCRKIDSYSMIGGASLILKDV

180 200 210 220 230 240 250
PAYVMASGNPAHAFGINIEGMRRRGWSKNTIQGLREAYRLIFKSGLTSVQAIDQIKSEILPSVPEAQLLIDSLEQSERGIVRY
PAYVMASGNPAHAFGINIEGMRRRGWSKNTIQGLREAYKLIFKSGLTSVQAIDQIKSEILPSVPEAQLLIDSLEQSERGIVRY

10 20 30 20 50 €0 70 80 S0
MRVQQOYRLDELAHLVRGELIGEGSLQFSNLASLENAEVNHLTFVNGEKHLDQAKVSRAGAYIVTIARLREHLPEKDNFIIVDNPYLAFAIL
MRVQQYRLDELAHLVRGELIGEGSLQFSNLASLENAEVNEHLTFVNGERKHLDQAKVSRAGAYIVTARLREHLPEKDNFIIVDNPYLAFAIL

100 110 120 130 140 150 160 70 180
THVFDRRISSTGIESTAQIHPSAVISETAYIGHYVVIGENCVVGDNTVIQSHTKLDDNVEVGRDCFIDSHVTITGGSKLRDRVRIESSTV
THVFDRRISSTGIESTAQIHPSAVISETAYIGHYVVIGENCVVGDNTVIQSHTKLDDNVEVGRDCFIDSHVTITGGSKLRDRVRIESSTV

150 200 210 220 230 240 0
IGGEGFGFAPYQGRWHRIAQLGSVLIGNDVRIGSNCSIDRGALDNTILEDGVIIDNLVQIAHNVHIGSNTAIARRCGIAGSTRIGRNCIL

IGGEGFGFAPYQGRWHRIAQLGSVLIGNDVRIGSNCSIDRGALDNTILEDGVIIDNLVQIAHNVHIGSNTAIARRCGIAGSTRIGENCIL

280 290 300 310 320 2

340
AGACGVAGHLSIADNVILTGMSMVTRNISEAGTYSSGTGLFENNHWEKTIVRLROQLADVPLTQITRRLDHIQAQIESLESTFNLRE*
AGACGVAGHLSIADNVILTGMSMVTRNISEAGTYSSGTGLFENNHWEKTIVRLROQLADVPLTQITRRLDHIQAQIESLESTFNLRR*

Legenda: Alinhamento de aminoacidos correspondentes aos genes a) IpxC b) IpxA c) IpxD dos isolados

1056 e C345 de A. baumannii utilizando a ferramenta ClustaW Multiple Alignment (BioEdit versdo 7.2).
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Figura 73 — Alinhamento de aminoéacidos das sequéncias obtidas para o0 operon pmrCAB
das cepas 1056 e C345 utilizando o software BioEdit versdo 7.2

a) pmrcC_I056
pmrC_C345
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pmrC_C345

pmrC_TI056
pmrC_C345

pmrC_TI056
pmrC_C345

pmrC_TI056
pmrc_c345
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pmrcC_c345

A_I056
b) g:;:cus

pmra_I056
pmra_c345

pmrA I056
pmra_c345

pmrB_I056
C) pmrB_C345

pmrB_I056
pmrB C345

pmrB I056
pmrB C345

pmrB I056
pmrB_C345

pmrB _I056
pmrB_C345

Fonte: A autora.
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10 30 40 50 €0 70 80 90
VEYSLRRRLIWGTSIFSVILGCILIFSAYRVALQEVDEILDTQMRKYLAERTAEHPLRTVSSKFDFHRTYHEEDLFIDIWAYRDQAHLSHH
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100 110 1zo 130 140 150 160 0
F L L L L L B T e T I F e L T I I
LELLVPPVEQAGFYSHRTAQGIVRTYVLPLKDYQIQVSQOERVREAFAWELAGSMFIPYLIILPFAIFALARIIRRGLKPIDDFRNELKE
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T T T T e e T e [ e I |
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2 310 230 340 350 360
S T e e e T [ T L T T e e [T [

LLALAKQDVTLSMVEPTGYFQLNDVALNCVEQLVNLAMOKE IDLGFVRNEPTEMESIEPTVHSIIFNLIDNAIKYTPHQGVINISVYTDP
LLALAKQDVTLSMVEPTGYFQLNDVALNCVEQLVNLAMOKRE IDLGFVRNEPTEMHESIEPTVHSIIFNLIDNAIKYTPHQGVINISVYTDP

370 400 410 420 430 440
DHYACIQIEDSGAGIDPENYDRKVLRKRFYRVHHHLEVGSGLGLSIVDRATQRLGGTLTLDRKSLELGGLSVLVKLPRVLHLHETRA*
DHYACIQIEDSGAGIDPENYDRKVLRKRFYRVHHHLEVGSGLGLSIVDRATQRLGGTLTLDRKSLELGGLSVLVKLPRVLHLHETRA*

Legenda: Alinhamento de aminoacidos correspondentes aos genes a) pmrC b) pmrA c) pmrB dos isolados
1056 e C345 de A. baumannii utilizando a ferramenta ClustaW Multiple Alignment (BioEdit versdo 7.2).
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Figura 14 — Alinhamento de aminodacidos das sequéncias obtidas para o gene IpsB das
cepas 1056 e C345 utilizando o software BioEdit verséo 7.2

1o 20 30 40 50 €0 70 a0 S0
B L e e e B B B B LI IR I I I I IR I I |
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lpsB_C345 MRVMQLLPELNSGGVERGTLEIARALVAQGHQSLVVSNGCRLVSQLEAEGS THLTLEIERKSLSSLWQIRPLRQLIEEHQED IVEVRSRV
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150 200 210 220 230 240 280 260 270
T T T L T T T T Ty oy
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lpsB €345 (QVFNDFPELENRFLLCLPGRITRLECEESLIELMOQLESQYPQLHAVVVCCADVRRDAYLSELQNTIQSKELADKITEVCERSDIREWLA
280 230 300 310 320 330 340 350 3€0
T T T L I D
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S
1psB_I056 YOSVLE#
1psB_C345 YOSVLE*

Fonte: A autora.
Legenda: Alinhamento de aminoacidos correspondentes ao gene IpsB dos isolados 1056 e C345 de A.
baumannii utilizando a ferramenta ClustaW Multiple Alignment (BioEdit verséo 7.2).



74

Figura 15 — Alinhamento de aminoéacidos das sequéncias obtidas para o gene IptD das
cepas 1056 e C345 utilizando o software BioEdit verséo 7.2
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Fonte: A autora.
Legenda: Alinhamento de aminoacidos correspondentes ao gene IptD dos isolados 1056 e C345 de A.
baumannii utilizando a ferramenta ClustaW Multiple Alignment (BioEdit verséo 7.2).
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Figura 16 — Alinhamento de aminoacidos das sequéncias obtidas para o gene vacJ) das
cepas 1056 e C345 utilizando o software BioEdit verséo 7.2

B L
vacd I056 MNYSNLLLSSLLTVGLY
vacJ €345 MNYSNLLLSSLLTVGLYTSAEA

100 110 1zo 130 140 150 led 170 pR-1n)
B L e e B e B e B L e B B e B e B
vacJd_I056 DMLDRHVLREVAVEYREKTPEDVRGSYROFRENLGEPWNAVNQLIQGRPGRAARTLGRFTINTLTTLGLADPASRLGLEPPEEESFGVTL
vacJd C345 DMLDRHVLREVAVEYREKTPEDVRGSYRQFRENLGEPWNAVNQLIQGRPCRAARTLGRFTINTLTTLGLADPASRLGLPPEEESFGVTL

130 200 210 220 230 2€0 270
L e L T o S T
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vaeJ C345 YYCVPSCPFLMLEFFCPSTLRDGVCLAVDAQARPORYIMDDODCLYWS THLLQAVDTRAQYLDLDQTIQCDQYAMIRD LY LQRRAFQIAR
230 230 300

T e
vacJd I056 KRGDSADVSFIDDDESEDVEEDNTDRTER®

vacJd C345 KEGDSADVSFIDDDESEDVEEDNTDETEEY

Fonte: A autora.
Legenda: Alinhamento de aminoacidos correspondentes ao gene vacJ dos isolados 1056 e C345 de A.
baumannii utilizando a ferramenta ClustaW Multiple Alignment (BioEdit versdo 7.2).

5.5 ANALISE DO TRANSCRIPTOMA DAS CEPAS CLINICAS 1056 (POLS)
E C345 (POLR) DE Acinetobacter baumannii.

4,5.1 Qualidade das reads FASTQC

Depois de carregar os dados, o dataset criado foi verificado, 0 mesmo contém
valores de contagem brutos que representam o nimero de reads mapeadas para 0s alvos.
A contagem total de reads dos dados brutos variou entre 20.745.114 e 40.948.652 entre
todas as amostras e suas replicatas (Figura 17).
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Figura 8 — Contagem de reads dos dados brutos gerados através do RNA-seq das cepas

estudadas e suas replicatas bioldgicas
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Fonte: A autora

Legenda: Contagem de reads dos dados brutos gerados das cepas 1056 e C345 e suas replicatas
bioldgicas. Os nimeros sdo apresentados em milhdes (M).

As amostras apresentaram um conteldo GC e AT de aproximadamente 42% e

57%, respectivamente. Com um valor de Q20 de 98% e Q30 que variou entre 95 e 96%
(Figuras 18 e 19).
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Figura 18 — Contetldo GC/AT dos transcriptomas gerados através do RNA-seq das cepas
estudadas e suas replicatas bioldgicas
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Fonte: A autora
Legenda: Conteddo GC/AT (%) dos dados brutos gerados das cepas 1056 e C345 e suas replicatas
biolégicas.

Figura 19 — Escores Q20/Q30 dos transcriptomas gerados através do RNA-seq das cepas
estudadas e suas replicatas bioldgicas
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Fonte: A autora
Legenda: Scores Q20/Q30 (%) dos dados brutos gerados das cepas 1056 e C345 e suas replicatas
biolégicas
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4.5.2 Andlise do RNAseq

45.2.1 Caracterizacdo da amostra

Para as analises de RNA-seq, as cepas clinicas 1056 (PolS) e C345 (PolR) foram
cultivadas sob diferentes concentracdes de Polimixina B (0, 2 e 8 pg/mL). Os dados de
transcriptoma das cepas expostas a diferentes concentragdes de antibidticos foram
comparados entre si para a verificacdo dos Genes Diferencialmente Expressos (DEG). O
quadro 1 apresenta as estratégias de comparacOes utilizadas nas andlises do presente

estudo.

Quadro 1 — Comparac6es utilizadas nas analises de RNA-seq das cepas estudadas sob

diferentes condicdes de exposicdo a Polimixina B

Cepa (Concentragdo PolB) X  Cepa (Concentracéo PolB)

C345 (0 pg/mL)

1056 (0 pg/mL)

C345 (2 pg/mL)

1056 (2 pg/mL)

C345 (0 pg/mL)

C345 (2 pg/mL)

C345 (0 pg/mL)

C345 (8 pg/mL)

C345 (2 pg/mL)

C345 (8 pg/mL)

1056 (0 pg/mL)

1056 (2 pg/mL)

C345 (8 pg/mL)

1056 (0 pg/mL)

C345 (8 pg/mL)

1056 (2 pg/mL)

Fonte: A autora

Para uma melhor anéalise os dados gerados foram normalizados visando corrigir
vieses técnicos sistematicos, a fim de tornar as contagens de reads comparaveis entre as
amostras (Figura 20) e a variabilidade do experimento também foi analisada através do
PCA (Principal Component Analysis) (Figura 21). Através desses resultados, foi possivel
observar que as triplicatas de cada amostra utilizada para as comparacOes realizadas séo
homogéneas, concluindo-se que a unica variabilidade no experimento é advinda de

diferengas biologicas entre as amostras comparadas sob diferentes condigGes de cultivo.
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Figura 20 — Box plots e graficos de densidade das contagens de leitura bruta do RNA-
seq
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Legenda: Boxplots e gréaficos de densidade de contagens de leitura bruta (acima) e normalizada (abaixo)
do RNA-seq das cepas 1056 e C345 sob diferentes condi¢des de comparacdo. A) C345 (0 ug/mL) versus
1056 (0 pg/mL); B) C345 (2 pg/mL) versus 1056 (2 pg/mL); C) C345 (0 pg/mL) versus C345 (2 pg/mL);
D) C345 (0 pg/mL) versus C345 (8 pg/mL); E) C345 (2 pg/mL) versus C345 (8 ug/mL); F) 1056 (0 pg/mL)
versus 1056 (2 pg/mL); G) C345 (8 pg/mL) versus 1056 (0 pg/mL); H) C345 (8 pg/mL) versus 1056 (2
pg/mL). Obs: A figura encontra-se acima para fins ilustrativos e estd disponivel para melhor visualizagio
no Apéndice 1.
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Figura 9 — Andlise de variacdo dos dados do RNA-seq realizada via PCA (Principal

Component Analysis)
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Legenda: Grafico de PCA do RNA-seq das cepas 1056 e C345 sob diferentes condi¢Oes de comparagéo.
A) C345 (0 pg/mL) versus 1056 (0 pg/mL); B) C345 (2 pg/mL) versus 1056 (2 pg/mL); C) C345 (0
pg/mL) versus C345 (2 pg/mL); D) C345 (0 pg/mL) versus C345 (8 ug/mL); E) C345 (2 pg/mL) versus
C345 (8 ug/mL); F) 1056 (0 pg/mL) versus 1056 (2 ug/mL); G) C345 (8 pg/mL) versus 1056 (0 pg/mL);
H) C345 (8 ug/mL) versus 1056 (2 pg/mL). Obs: A figura encontra-se acima para fins ilustrativos e esta
disponivel para melhor visualiza¢do no Apéndice 2.
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45.3.2  Genes Diferencialmente Expressos (DEG)

Apo6s a normalizacdo dos dados, foram detectados uma gama de Genes
Diferencialmente Expressos (DEG) para cada uma das comparacOes realizadas. O
numero total de DEG para cada estratégia encontra-se na tabela 5 e na figura 22
encontram-se 0s MA plot (s) onde consta uma representacdo visual da razdo logaritmica
da expressdo diferencial em fungdo da intensidade média para cada comparacdo
analisada. Dentre as comparacdes que geraram mais DEGs encontram-se C345 (2 pg/mL)
versus 1056 (2 pg/mL) com 1096 genes regulados positivamente e 413 regulados
negativamente, C345 (8 pg/mL) versus 1056 (2 pg/mL) com 1050 genes regulados
positivamente e 380 regulados negativamente e C345 (0 pug/mL) versus 1056 (0 pg/mL)

com 849 genes regulados positivamente e 312 regulados negativamente.

Tabela 5 — Genes Diferencialmente Expressos (DEG) nas diferentes condicdes de

comparagéo

E - ~ Genes regulados Genes regulados
stratégia de comparacéo . ;
positivamente negativamente

C345 (0 pg/mL) x 1056 (0 pg/mL) 849 312
C345 (2 pg/mL) x 1056 (2 pg/mL) 1096 413
C345 (0 pg/mL) x C345 (2 pg/mL) 48 34
C345 (0 pg/mL) x C345 (8 pg/mL) 143 129
C345 (2 pg/mL) x C345 (8 pg/mL) 54 44

1056 (0 pg/mL) x 1056 (2 pug/mL) 374 274
C345 (8 pug/mL) x 1056 (0 pg/mL) 833 315
C345 (8 pg/mL) x 1056 (2 pg/mL) 1050 380

Fonte: A autora
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Figura 10 — MA plot (s) para as diferentes estratégias de comparacgéo
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Legenda: MA plot (s) para cada estratégia de comparacdo entre as diferentes cepas e condi¢des de
cultivo. Os pontos verdes representam os genes regulados positivamente, os pontos vermelhos
representam os genes regulados negativamente e 0s pontos cinzas representam genes que ndo foram
significativamente diferentes entre os dois grupos comparados. Obs: A figura encontra-se acima para
fins ilustrativos e esta disponivel para melhor visualizagdo no Apéndice 3.



83

45.3.3  Andlise de enriquecimento funcional (Gene Ontology)

A anélise de enriquecimento teve como objetivo estabelecer o aumento ou
diminuicdo de vias funcionais que pudessem estar associadas as respostas fisiologicas do
organismo. Para se analisar as respostas funcionais do transcriptoma de um organismo,
os dados de expressao génica sao analisados sobre a perspectiva de processos bioldgicos
possibilitada pelo enriquecimento de termos GO (ASHBURNER et al, 2000). Essa
analise busca comparar determinados subconjuntos de transcritos em relacdo a todo o
transcriptoma, verificando-se processos biologicos estatisticamente enriquecidos nos
subconjuntos de transcritos testados.

Foram selecionadas as estratégias de comparagdes mais relevantes para a analise
de enriquecimento funcional de redes génicas. A primeira estratégia consistiu em
comparar a expressdo génica dos isolados clinicos quando cultivados sob as mesmas
condicBes, na auséncia e presenca de uma concentracdo subinibitéria de Polimixina B:
C345 (0 pg/mL) versus 1056 (0 pg/mL); C345 (2 pug/mL) versus 1056 (2 pg/mL) e em
seguida verificar os DEG quando comparamos a cepa resistente C345 cultivada a 8
pg/mL versus a cepa sensivel 1056 cultivada na auséncia de Polimixina B e a cepa C345
a (8 pg/mL) versus 1056 cultivada & (2 pg/mL).

A andlise de enriquecimento funcional demonstrou que para todas as comparacées
realizadas, a cepa resistente C345 apresentou superexpressdo para o grupo de genes
relacionados a exportacdo transmembrana de drogas, sendo a Unica dentre todas as
categoria superexpressa na cepa C345 resistente a ser observada em todas as estratégias
de andlise realizadas (Quadro 2). Demais categorias hiperexpressas identificadas
incluiram componentes de membrana, metabolismo da arginina e da prolina, regulacdo
da transcricdo, processos de traducdo e componentes do ribossomo, beta-oxidacdo de
acidos graxos e atividade de enoil-CoA hidratase.

Algumas categorias como processo catabolico de fenilacetato, metabolismo da
fenilalanina, fosforilagdo oxidativa, metabolismo lipidico e processo biossintético do

glutamato encontravam-se regulados negativamente na cepa C345.



84

Quadro 2 — Resultado da analise de enriquecimento funcional de categorias do Gene

Ontology (GO) para comparagdes entre as cepas 1056 (PolS) C345 (PolR)

(continua)
C345 (0 pg/mL) x 1056 (0 pg/mL)
DEGS Categoria Termo Gene Ontology P value Enggglrj;ent
PB Processo catabdlico de fenilacetato 5.9E-11 6.26
KEGG_Pathway Metabolismo da fenilalanina 3.3E-7 '
DOWN PB Fosforilacéo oxidativa 8.4E-3 1.48
CC Complexo de citocromo 1.1E-2 '
FM Ligacdo a DNA de sequéncia especifica 3.8E-2 0.5
PB Exportacdo transmeml_)rgpa_l de drogas / resposta a 1.9E-6 33
antibioticos
CcC Componente integral da membrana 1.6E-4 2.97
KEGG_Pathway Metabolismo da arginina e da prolina 4.2E-2 1.75
s Atividade do transportador transmembrana de
FM N 3.4E-2 121
aminoacidos
FM Atividade do fator de transcri¢éo 2.4E-2 0.99
PB Regulagdo negativa da transcri¢do 3.9E-2 '
C345 (2 pg/mL) x 1056 (2 pg/mL)
DEGS Categoria Termo Gene Ontology P value Enggggent
BP Processo catabélico de fenilacetato 2.9E-15 7 86
KEGG_Pathway Metabolismo da fenilalanina 2.0E-8 '
BP Desintoxicagdo celular 4.6E-4 2.04
BP Processo metabolico do enxofre 1.6E-3 1.89
DOWN BP Transporte de alcanossulfonato 8.1E-3 '
BP Regulacéo positiva da transcrigdo 5.5E-3 152
MF Complexo proteina-DNA 3.1E-2 '
MF Ligacdo a DNA de sequéncia especifica 1.5E-3 1.26
BP Metabolismo lipidico 7.2E-2 0,9
BP Tradugéo 3.4E-8
MF Constituinte estrutural do ribossomo 5.1E-7 4.84
MF Ligacdo de RNA 1.1E-5
UP BP Exportacao transmemt_)rgpa_t de drogas / resposta a 2 5E-4 247
antibioticos
BP Processo biossintético de nucleotideos de purina 5.3E-3 1.36
MF Enovelamento de proteinas 1.1E-2 1.27
C345 (8 pg/mL) x 1056 (0 pg/mL)
DEGS Categoria Termo Gene Ontology P value Enggs:zent
BP Processo metabolico do enxofre 6.5E-4 1.86
BP Fosforilacdo oxidativa 8.7E-3 1.45
DOWN CcC Complexo de citocromo 1.3E-2 '
BP Processo biossintético do glutamato 1.3E-2 1.23
MF Ligacdo a DNA de sequéncia especifica 3.8E-3 1.04
BP Exportacéo transmempr_apa} de drogas / resposta a 2 3E-6 245
antibioticos
BP Beta-oxidacdo de acidos graxos 1.2E-4
UP BP Processo catabélico de fenilacetato 1.2E-4 219
KEGG_Pathway Metabolismo da fenilalanina 1.3E-3 '
MF Atividade de enoil-CoA hidratase 7.1E-3
KEGG_Pathway Metabolismo da arginina e da prolina 3.1E-3 2.05
CC Complexo proteina-DNA 4.1E-2 1.15




85

Quadro 3 — Resultado da analise de enriquecimento funcional de categorias do Gene

Ontology (GO) para comparagdes entre as cepas 1056 (PolS) C345 (PolR)

(concluséo)

C345 (8 pg/mL) x 1056 (2 pg/mL)

DEGS Categoria Termo Gene Ontology P value Engggpgent
BP Processo catabélico de fenilacetato 4.1E-15
2 KEGG Metabolismo da fenilalanina 3.7E-8 775
BP Processo metabélico do enxofre 1.8E-3 1.84
MF Ligacdo a DNA de sequéncia especifica 1.7E-3 1.15
BP Regulacéo positiva da transcrigdo 2.0E-2 1.14
BP Exportacéo transmemk_mrgpa} de drogas / resposta a 8.6E5 286
antibioticos
BP Processo biossintético de nucleotideos de purina 2.7E-3 1.62
UP KEGG Metabolismo da arginina e da prolina 1.8E-1 1.53
BP Enovelamento de proteinas 2.0E-2 1.5
BP Tradugéo 8.7E-4 1.33
CcC Ribossomo 2.0E-2
BP Transporte de aminoacidos 2.7TE-2 1.02

Fonte: A autora

Legenda: BP: processos bioldgicos; CC: componente celular; MF: fungdo molecular

Na segunda estratégia os isolados foram comparados entre si na auséncia versus

presenca de condicao subinibitoria de Polimixina B para cada uma das cepas analisadas.

Os grupos génicos relacionados ao processo catabolico de fenilacetato, metabolismo da

fenilalanina e atividade de enoil-CoA hidratase encontraram-se reguladas negativamente

em ambas as cepas 1056 e C345 cultivadas na auséncia de polimixina. Genes envolvidos

na regulacdo da transcricdo, metabolismo da alanina, aspartato e glutamato apresentaram-

se superexpressos na cepa C345 em cultivo sem a presenca de Polimixina B, em

comparacao a cepa cultivada sob uma concentracdo de 8 pg/mL do antibiético (Quadro

3).



http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0045893
http://www.ebi.ac.uk/QuickGO/GTerm?id=GO:0005840
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Quadro 4 — Resultado da analise de enriquecimento funcional de categorias do Gene

Ontology (GO) com as cepas 1056 (PolS) C345 (PolR) comparadas entre si

C345 (0 pg/mL) x C345 (8 pg/mL)

DEGS Categoria Termo Gene Ontology P value Engggpgent
BP Processo catabélico de fenilacetato 7.8E-24 1214
DOWN KEGG_Pathway Metabolismo da fenilalanina 4.7E-18 )
MF Atividade de enoil-CoA hidratase 1.5E-3 1.16
Up BP Regulagdo da transcri¢do 5.4E-3 1.91
KEGG_Pathway Metabolismo da alanina, aspartato e glutamato 2.1E-2 0.47
1056 (0 pg/mL) x 1056 (2 pg/mL)
DEGS Categoria Termo Gene Ontology P value Enggggent
BP Processo catabélico de fenilacetato 1.4E-20
DOWN KEGG_Pathway Metabolismo da fenilalanina 2.4E-13 9.67
BP Desintoxicacéo celular 2.2E-3
MF Atividade de enoil-CoA hidratase 4.9E-3 0.95
BP Tradugéo 1.1E-28 19.14
UP MF Constituinte estrutural do ribossomo 4.5E-25 '
MF Atividade da Ligase 9.3E-3 1.17

Fonte: A autora
Legenda: BP: processos bioldgicos; CC: componente celular; MF: funcdo molecular

Tendo em vista 0 mecanismo de acdo da polimixina na membrana externa
bacteriana, os genes pertencentes ao grupo GO de exportagdo transmembrana de drogas
superexpressos para a cepa resistente C345 quando comparada a 1056 nas diferentes
condi¢cdes foram investigados. Os genes macA, mprA, além dos componentes do
complexo EmrAB e EmrKY tiveram a expressdo aumentada em todas as estratégias de
comparacgéo avaliadas. O gene acrA foi encontrado superexpresso quando comparadas as
cepas C345 versus 1056 cultivadas a 2 pg/mL de Polimixina B, C345 cultivada a 8 pg/mL
versus 1056 na auséncia do antibiotico e C345 a 8 ug/mL versus 1056 cultivada a 2 pg/mL.
Os genes rpmG e bacA estavam regulados positivamente exclusivamente quando
analisada a comparacdo C345 versus 1056 cultivadas a 2 pg/mL e C345 cultivada a 8
pg/mL versus 1056 a 2 pg/mL, enquanto o gene parE foi regulado positivamente apenas

na estratégia de comparacdo C345 versus 1056, ambas cultivadas a 2 pg/mL (Quadro 4).
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Quadro 5 — Genes hiperexpressos na cepa resistente C345 de A. baumannii relacionados

a exportacdo transmembrana de drogas

Genes hiperexpressos

C345 (0 pg/mL) x 1056 (0 pg/mL)

macA
mprA
emrA
emrB
emrK
emrY
ybhR

ybhS

C345 (2 pg/mL) x 1056 (2 pg/mL)

macA
mprA
emrA
emrB
emrK
emrY
ybhR
ybhS
rpmG
parE
acrA
bacA

C345 (8 pug/mL) x 1056 (0 pg/mL)

macA
mprA
emrA
emrB
emrK
emrY
ybhR
ybhS
acrA

C345 (8 pug/mL) x 1056 (2 pg/mL)

macA
mprA
emrA
emrB
emrK
emrY
ybhR

ybhS

rpmG
bacA
acrA

Fonte: A autora
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6 DISCUSSAO

Acinetobacter baumannii causa uma série de infecgdes, incluindo infec¢bes do
trato urinario, osteomielite, endocardite, meningite, infeccdes de cicatrizes e feridas,
pneumonia associada a ventilagdo mecanica, infecgdes do trato respiratorio e septicemia.
Essas infeccGes sdo a principal fonte de efeitos potencialmente fatais em pacientes
hospitalizados atribuida & sua alta capacidade de formar biofilmes e desenvolver
resisténcia contra varios antibidticos. E um patdgeno oportunista intrinsecamente
resistente a muitos antibidticos, além de obter a capacidade de adquirir resisténcia a
diversos os antibidticos. As cepas clinicas 1056 ¢ C345 de A. baumannii do presente
estudo foram isoladas em Hospital Universitario pertencente ao complexo médico-
hospitalar da Universidade Federal do Rio de Janeiro, do mesmo paciente, praticamente
no mesmo momento e de sitios de infec¢do distintos (sangue e secrecdo traqueal,
respectivamente). Tais cepas apresentavam estreita relacdo epidemioldgica, no entanto,
apresentaram diferenca com relagdo a resisténcia a polimixina.

Até alguns anos atrés, a resisténcia a polimixina era um evento incomum, no
entanto, cepas clinicas de A. baumannii apresentam cada vez mais elevadas taxas de
sobrevivéncia frente a essa classe de antibidticos, 0 que pode estar associado a sua alta
competéncia, plasticidade genémica e capacidade de transferéncia horizontal de genes
(BOUVIER et al, 2021; JABEEN et al, 2021; SHIN; PARK; PARK, 2020). O presente
estudo observou uma CIM para Polimixina B de 2 pg/mL para a cepa sensivel 1056 e 16
pg/mL para a cepa resistente C345, apresentando valores compativeis com as taxas de
resisténcia descritas comumente na préatica clinica em trabalhos realizados em diferentes
centros hospitalares do Brasil que visaram o estudo de isolados clinicos, sendo observada
variacdes na CIM de polimixina de 4 a 128 pg/mL para os diversos isolados de A.
baumannii (CARRASCO et al. 2021, FEDRIGO et al.,2021; GENTELUCI et al., 2020).

Os dados para a analise da sobrevivéncia relativa a polimixina dos isolados 1056
e C345 puderam reforcar o resultado detectado através da MIC para ambas as cepas, onde
pdde ser observado o crescimento de coldnias até a concentracdo de 16 ug/mL para a cepa
C345, confirmando sua resisténcia a polimixina. Atualmente, os antibidticos polimixina
(colistina e Polimixina B) representam o Ultimo recurso para o tratamento de infeccfes
graves por Gram-negativos, isso impde um esfor¢o significativo para manter as
propriedades antibacterianas desses antibidticos. O aumento constante das taxas de

resisténcia a essa classe de antibioticos é um ponto critico para a pratica clinica, uma vez
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que é crucial otimizar o uso desses antimicrobianos, maximizando sua eficacia e
minimizando o surgimento de resisténcia (TREBOSC et al, 2019; SHARAFI,
ARDEBILI, 2019).

O crescimento bacteriano geralmente mostra uma fase em que a taxa de
crescimento especifica comeca em um valor de zero e depois acelera até um valor maximo
em um determinado periodo de tempo. Além disso, as curvas de crescimento contém uma
fase final na qual a taxa diminui e finalmente chega a zero, de modo que uma assintota é
alcancada. Geralmente essas mudancas na taxa de crescimento resultam em uma curva
sigmoidal, com uma fase lag logo ap6s t = 0 (tempo zero), seguida por uma fase
exponencial e por fim, uma fase estacionaria (HALMI et al, 2014). Em relacdo a taxa de
crescimento bacteriano, ndo foram observadas diferengas entre as cepas 1056 (PolS)e
C345 (PolR), ambas atingiram sua fase estacionaria em um periodo de 12 horas de
crescimento sob condi¢fes normais de cultivo (35 x 2° C), esses dados foram compativeis
com outros estudos de fendtipo bacteriano, que observaram que a cepa ATCC 17978 e
outras cepas clinicas de A. baumannii atingiram sua fase estacionaria em um periodo de
aproximadamente 12 horas de cultivo, indicando que ambos os isolados avaliados no
presente estudo apresentam taxa de crescimento caracteristica e compativel com demais
cepas de A. baumanni de diferentes linhagens laboratoriais e clinicas (NG et al, 2019;
SUN; XIANG. 2021).

Apesar de uma ligacdo direta entre resposta ao estresse e determinantes de
resisténcia bacteriana em muitos casos, o presente estudo ndo observou diferenca na
resposta das cepas 1056 (PolS) e C345 (PolR) frente a exposicdo a diferentes agentes
estressantes, com excecdo do cultivo a 50 °C, ambas as cepas foram capazes de crescer
igualmente sob todas as condicdes de estresse a que foram expostas. Esse fato pode se
dar pela capacidade que cepas clinicas de A. baumannii tem de persistir no hospedeiro
humano e no ambiente médico, onde encontra uma infinidade de estressores independente
do fenotipo MDR, estudos indicam que A. baumannii estd entre as espécies mais
comumente envolvidas em infeccGes hospitalares e pacientes colonizados ou infectados
por uma determinada cepa de A. baumannii podem carregar o patdégeno em diferentes
locais do corpo por periodos de dias a semanas, além da capacidade de cepas clinicas de
A. baumannii sobreviverem por mais de 30 dias em superficies abiodticas secas
(DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007; FIESTER; ACTIS, 2013).

Apesar dos resultados do presente estudo serem concordantes, é importante

destacar a presenca de possiveis limitacOes tecnicas que envolvem os testes de
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crescimento bacteriano com polimixinas que podem ser responsaveis pela alta taxa de
variabilidade nos resultados da CIM para este antibiotico. Fatores que incluem
heterogeneidade entre as diferentes marcas, fabricantes e formulacdes, ligagéo de drogas
a materiais plasticos, variagdo entre as marcas na composicao de cations de meios de MH,
a potencial atividade antimicrobiana de aditivos (por exemplo, polissorbato-80, soro e
proteinas) para reduzir a adesdo do fa&rmaco as microplacas e a presenca de fendbmeno
“skipped well”, que se refere a observagdo de um pogo sem crescimento, apesar da
ocorréncia de crescimento em pogos com maiores concentracdes podem ser responsaveis
pelo insucesso e/ou variabilidade nos testes com polimixina (SHARAFI; ARDEBILI,
2019).

A propriedade policatidnica inerente as polimixinas, as faz aderir a uma ampla
gama de materiais, incluindo plasticos usados em laboratorios de microbiologia. Isso faz
com que o antibiotico seja perdido consideravelmente durante os experimentos in vitro,
resultando em dados muitas vezes varidveis de procedimentos laboratoriais padrdo.
Embora sejam potencialmente graves, tais implicac6es ainda ndo sdo bem caracterizadas
na comunidade cientifica ou literatura, embora cada vez mais diversos estudos tenham
abordado estas caracteristicas inerentes a polimixina. Até o momento nao existem normas
especificas que possam eliminar tais vieses nos testes de sensibilidade a polimixina, no
entanto, sugere-se que a utilizacdo de microplacas de superficie de baixa ligacdo ou ndo
ligacdo as proteinas, como as microplacas de vidro, ou a realizacdo do teste de CIM com
a presenca de um surfactante como polissorbato 80 nas solucdes estoque, diluicdes e meio
de crescimento podem ser Uteis na diminuicdo de taxas de erros. Em um estudo realizado
com duas cepas de controle de qualidade sensiveis a polimixina, foram medidas as CIM
para este antibidtico na presenca e auséncia de polissorbato 80. A presenca de
polissorbato 80 teve um efeito consistente na reducdo do valor da CIM de ambos os
isolados testados (NATION et al, 2015; SHARAFI; ARDEBILI, 2019; SINGHAL et al,
2018)

Em A. baumannii, a resisténcia as polimixinas resulta principalmente de
modificagdes do LPS presente na membrana externa bacteriana. Essas modificacGes
correspondem principalmente a adi¢do do grupo catiénico pETN no lipidio A associado
a mutagGes no operon PmrCAB e perda ou reducdo na sintese de LPS como resultado de
mutacdes no operon LpxCAD (LIMA et al, 2020). Outros mecanismos de resisténcia as
polimixinas conhecidos em cepas de A. baumannii incluem a reducdo na sintese de

biotina, um cofator importante para producdo de LPS e para a susceptibilidade a
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polimixina, devido a delecbes no gene IpsB que codifica uma glicosiltransferase
envolvida na sintese de biotina. MutacGes no gene vacJ, uma vez que Vacl é uma
lipoproteina de membrana externa altamente conservada e amplamente distribuida,
importante para a viruléncia em varios patdgenos Gram-negativos e responsavel pela
simetria da membrana externa bacteriana. O gene IptD, responsavel pela insercédo de LPS
na membrana externa bacteriana, também encontra-se implicado na resisténcia a
polimixina. Estudos verificaram que a perda desse gene causa uma diminuicdo
significativa na quantidade de LPS associado a células, comprometendo a integridade do
envelope celular, levando a uma diminuicdo na suscetibilidade a Polimixina B (RICHIE
et al, 2016; KYRIAKIDIS et al, 2021; MOURARECK et al, 2020).

A anélise gendmica das cepas 1056 (PolS) e C345 (PolR) néo revelou nenhuma
modificacdo estrutural ou diferenca entre as sequéncias do DNA de ambas as cepas que
pudesse justificar a diferenca no perfil de resisténcia a Polimixina B seja de mecanismos
ja estabelecidos ou desconhecidos. Ambas as cepas pertencem ao mesmo ST:
ST5148/ST103" e a distribuicdo de conjuntos de proteinas especificas é idéntica para as
cepas estudadas, onde ambas possuem 33 subsistemas e 119 genes relacionados a resposta
ao estresse e viruléncia. Nenhuma das andlises realizadas identificou a presenca de
qualquer gene ou modificagdo que pudesse justificar a resisténcia a polimixina da cepa
C345.

Estudos de transcriptoma podem conferir informacgfes relevantes sobre os
processos bioldgicos que resultam na resisténcia bacteriana em cepas incomuns, como é
0 caso dos dois isolados avaliados no presente estudo, tais estudos podem detectar
potenciais alvos terapéuticos e colaborar no direcionamento do combate a resisténcia. O
papel do transcriptoma na fisiologia bacteriana e nos mecanismos de resisténcia
antimicrobiana esta se tornando cada vez mais claro. Estudos anteriores ja chamaram
atencdo para a contribuicdo do transcriptoma no mecanismo de resisténcia a polimixina
(CAFISO et al, 2019; HENRY et al, 2011). Isolados clinicos intimamente relacionados
como é o caso das cepas 1056 e C345 podem ter perfis transcricionais muito diferentes e
alteraces transcricionais podem surgir ao longo do periodo de infec¢do do paciente uma
vez que as bactérias podem apresentar alteracGes fisiologicas alterando o padréo global
de expressao génica em resposta a baixa concentracdo de antibidticos (HEO et al, 2014).

A anélise gendmica dos isolados clinicos 1056 e C345 néo foi capaz de detectar
nenhuma mutagdo que pudesse justificar a divergéncia na susceptibilidade a polimixina

apresentada, sendo entdo necessarios estudos mais aprofundados com foco na expressao
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génica dessas cepas que pudessem esclarecer e possivelmente apontar vias de interesse.
Para isso, 0 RNA dessas cepas foi sequenciado utilizando estratégias de exposicdo a
diferentes concentracgdes de polimixina a fim de observar quais alteragcdes poderiam estar
relacionadas com a diferenca no fendtipo entre as cepas clinicas 1056 e C345.

O RNA-seq dos isolados 1056 e C345 revelou uma gama de genes
diferencialmente expressos (DEGs) para cada uma das estratégias de comparagdo
realizadas. Sabe-se que a expressdo génica varia de acordo com a presséo seletiva a qual
0 organismo esta sendo exposto, 0 que pode justificar a quantidade de dados gerada. Além
de ndo ser possivel realizar uma andlise considerando os genes detectados de maneira
individual, sabe-se que estes ndo agem sozinhos. Processos celulares séo o resultado de
complexas interacOes entre diferentes genes e moléculas e bases de dados como o Gene
Ontology e KEGG possibilitam a implementacdo de uma série de métodos para analise
de enriquecimento génico com o objetivo de identificar grupos diferencialmente
expressos (enriquecidos) sob determinadas condi¢cdes (MOLAN, 2018).

Genes pertencentes ao grupo GO de exportagcdo transmembrana de drogas
encontraram-se superexpressos na cepa resistente a polimixina C345 em todas as
estratégias de comparacao utilizadas frente a cepa sensivel 1056. Em uma anélise mais
aprofundada, foi possivel observar que os genes macA, mprA, emrA, emrB, emrK, emrY,
ybhR e ybhS foram regulados positivamente no isolado C345 para todas as condigdes
avaliadas. Interessantemente, todos os genes detectados codificam proteinas membros de
bombas de efluxo que tém a funcdo de transportar moléculas para o exterior das células,
importante fator na resisténcia a antibi6ticos.

Bactérias Gram-negativas expressam uma infinidade de bombas de efluxo que séo
capazes de transportar moléculas estruturalmente variadas, incluindo antibioticos, para
fora da célula bacteriana. A presenca de transportadores de efluxo de drogas € um
problema para o tratamento de infeccbes bacterianas porque reduz a concentracao
intracelular de antibidtico, permitindo que as bactérias sobrevivam. A superexpressao de
algumas bombas de efluxo pode causar niveis clinicamente relevantes de resisténcia a
antibidticos em patégenos Gram-negativos. Cinco superfamilias de bombas de efluxo
multidrogas bacterianas foram identificadas com base na similaridade de sequéncia,
consistindo em MFS (Superfamilia Facilitadora Principal), SMR (Small Multidrug
Resistance), RND (Divisdo Celular de Nodulagdo de Resisténcia), ABC (Cassete de
Ligacdo de ATP) e MATE (Extrusdo de Compostos ToOxicos e Multidrogas). Varias

dessas bombas de efluxo, embora desencadeiem baixos niveis de resisténcia, sdo
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frequentemente o primeiro passo, eventualmente levando a niveis mais altos de
resisténcia ao adquirir mutagdes cromossomicas (BLAIR; RICHMOND; PIDDOCK,
2014; FENG et al, 2020).

O gene macA codifica a proteina de exportacdo de macrolideos MacA envolvida
no efluxo de drogas em bactérias Gram-negativas desempenhando o papel de proteina de
fusdo da membrana periplasméatica, mediando a interacdo entre os componentes da
membrana interna e externa do complexo. Faz parte do sistema transportador ABC
MacAB-TolC, identificado como o primeiro transportador do tipo ABC envolvido no
efluxo de drogas em bactérias Gram-negativas, onde a eficiéncia catalitica da MacB ¢
fortemente estimulada por MacA. TolC por sua vez, é um importante canal de membrana
externa e desempenha um papel importante na excre¢do de varias moléculas, funciona
sempre em combinacdo com sistemas de transporte e é necessario para a execucao da
funcdo de diversas bombas de efluxo, incluindo MacAB. Estudos anteriores observaram
que o complexo MacAB apesar de ndo ser essencial para o crescimento em E. coli,
encontrando-se em niveis muito baixos sob condi¢Ges laboratoriais padrdo tem sua
expressao amplamente aumentada em bactérias expostas a estresses, sugerindo que o
papel de MacAB no transporte de glicolipidios é necessario apenas sob certas condicdes,
como a pressdo exercida pela presenca de antibidticos (LU; ZGURSKAYA, 2013; SHI
et al, 2019).

O LPS é considerado um substrato fisiologico da bomba MacAB-TolC, a proteina
de fusdo de membrana MacA possui alta afinidade e liga-se especificamente ao nucleo
do LPS, sendo ativada pela ATPase. Shirshikova et al (2021) demonstraram que a
auséncia da bomba de efluxo MacAB em Serratia marcescens aumenta a suscetibilidade
a aminoglicosideos e polimixinas, diminui a motilidade natatoria e a capacidade de
formacédo de biofilme (HUANG, et al, 2022; LU; ZGURSKAYA, 2013).

A fungdo da bomba de efluxo MacAB-TolC A. baumannii ainda néo foi elucidada.
No entanto, estudos recentes sugerem um papel importante na resisténcia a antibioticos.
Perfis protedmicos de duas cepas de A. baumannii cultivadas em fase estacionaria
planctonica ou em biofilme soélido-liquido maduro foram comparadas e foi possivel
observar que a bomba de efluxo MacAB-TolC desempenha um papel essencial na
formagéo do biofilme. Sugere-se que a hiperexpressao de MacAB-TolC ajuda o patdgeno
a se adaptar as mas condicfes que ocorrem em biofilmes maduros e esta envolvida nas
respostas ao estresse do envelope que mantém a rigidez da membrana e conferem

resisténcia ao alto estresse osmético (HUANG et al, 2022). Outro estudo realizado em A.
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baumannii com uma cepa deficiente de LPS demonstrou que a expressdo de MacAB-
TolC foi regulada positivamente entre 28 e 39 vezes nesse organismo. O aumento da
expressdo desse sistema provavelmente aumenta a taxa de efluxo de compostos tdxicos
da célula, ajudando assim a compensar 0 aumento da permeabilidade da membrana
externa bacteriana deficiente em LPS (HENRY, et al, 2011). De maneira semelhante, um
estudo anterior também realizado com cepas de A. baumannii observou que o tratamento
com polimixina induziu a superexpressdo de MacAB-tolC como uma resposta de
manutencdo da parede celular ao estresse do envelope gerado, 0 que pode corroborar 0s
achados de superexpressao do gene macA para a cepa C345 resistente a polimixina e
chamar atencdo para o fato de que a bomba de efluxo MacAB-TolC pode ajudar A.
baumannii na desintoxicacao celular para persistir e se encaixar em ambientes agressivos.
Ainda que os substratos precisos desta bomba ainda precisem ser caracterizados, seu
possivel papel na manutencdo da parede celular esta de acordo com sua superexpressao
quando as bactérias estdo enfrentando antibidticos direcionados a membrana, como a
polimixina (HENRY et al, 2021).

Os genes que compdem as bombas de efluxo homdlogas EmrKY (emrK; emrY) e
EmrAB (emrA; emrB) pertencentes a familia de transportadores de drogas MFS também
estavam regulados positivamente na cepa resistente a polimixina C345. Os genes emrK e
emrY, controlados pelo regulador de resposta EvgA, foram detectados inicialmente em
1996, apresentam uma alta similaridade aos genes emrA e emrB, com 50,4% e 63,3% de
identidade de sequéncia de aminoacidos, respectivamente (TANABE et al, 1997) e
compdem a bomba de efluxo EmrKY ainda pouco investigada e relatada na literatura para
bactérias Gram-negativas. No entanto, a superexpressao desses genes em condicdes de
estresse ja foi previamente detectada em estudos realizados em E. coli e Shigella fexneri,
sugerindo o papel dessa bomba de efluxo na sobrevivéncia bacteriana (KATO et al, 2000;
PASQUA et al, 2019; TANABE et al, 1997).

EmrAB por sua vez, contribui para a adaptacdo ao estresse osmatico e resisténcia
a polimixina, no entanto, as funcgdes especificas dessa bomba de efluxo sdo em sua
maioria desconhecidas em A. baumannii. O operon emrAB foi identificado pela primeira
vez ha 28 anos como conferindo resisténcia intrinseca de E. coli a carbonil-cianeto m-
clorofenilhidrazona (CCCP) e acido nalidixico. Sua superexpressdo causa aumento da
resisténcia a uma gama de antibidticos, incluindo as polimixinas. Sugere-se que 0
transportador EmrB reconhece seus substratos do citoplasma ou do folheto interno da

membrana interna, esses substratos sdo posteriormente liberados no lado periplasmatico
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dentro do componente adaptador multimérico EmrA, conectado ao conhecido canal de
membrana externa TolC, conduzindo os compostos toxicos através da membrana externa
(YOUSEFIAN et al, 2021).

Um trabalho realizado com isolados de A. baumannii demonstrou através de
analises in silico, analise de expressdo e ensaio de efluxo que a bomba de efluxo EmrAB
fornece uma melhor capacidade de resistir ao estresse osmético e a varios compostos
quimicos, incluindo a polimixina, uma vez que um mutante demrB de A. baumannii
apresentou diminuicdo da susceptibilidade a este antibidtico. Ainda ndo se sabe como o
EmrAB bombeia os antibidticos na resisténcia a polimixina em A. baumannii, sugere-se
que a sua acdo seja similar a RosA/RosB, uma bomba de efluxo regulada por
temperatura/sistema antiportador de potassio que pode mediar a resisténcia a peptideos
antimicrobianos catidnicos (CAMPs), como a Polimixina B, em Yersinia. Este sistema é
induzido a 37°C e torna-se um mecanismo critico de resisténcia, bombeando os CAMPs
e induzindo a acidificagdo do citoplasma. O pH intracelular mais baixo pode entdo atuar
como um sinal regulatoério positivo para a inducéo de outros mecanismos de resisténcia a
CAMPs. No entanto, estudos futuros sdo necessarios para afirmar se EmrAB atua dessa
maneira em A. baumannii exposto a polimixina (LIN; LIN; LAN, 2017).

O gene mprA (emrR) também estava hiperexpresso na cepa C345. MprA pertence
a familia MarR de reguladores transcricionais, que respondem a uma variedade de
compostos fendlicos e sdo encontrados em espécies gram-positivas e gram-negativas,
MprA executa uma co-regulacdo, regulando negativamente a transcri¢do de genes que
codificam a bomba de efluxo EmrAB, além de reprimir um gene que codifica uma porina
de membrana externa (RODIONOV et al, 2001). Interessantemente, MprA, assim como
a bomba de efluxo EmrAB, regulada negativamente por essa proteina estavam
superexpressos na cepa resistente C345. Uma vez que MprA também regula
negativamente porinas de membrana externa, pode-se hipotetizar que esse achado seja
devido a uma tentativa da bactéria em fechar os canais de entrada e/ou atuacdo da
polimixina. Além disso, sob condicGes de estresse oxidativo, a tradugdo de mprA é
aumentada pela presenca de poliaminas e esse contexto ocasiona a diminuicdo do
percentual de entrada dessa via em bactérias Gram-negativas, podendo ocasionar quadros
de resisténcia a diversos antimicrobianos, incluindo polimixina.

As poliaminas s@o moléculas essenciais para o crescimento e fungdes das células
normais, interagindo, no meio bioldégico, com muitas macromoléculas. Como

consequéncia dessas variadas formas de interagdo, as poliaminas desencadeiam uma
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variedade de efeitos celulares, como inibi¢do da porina, ligacdo ao DNA, estabilizacdo da
membrana e resposta ao estresse externo. Um estudo anterior demonstrou que a presenga
de poliaminas lineares de baixo peso molecular pode resultar em um aumento da CIM de
polimixina em até 16 vezes, no entanto, a protecdo real das membranas por poliaminas
permanece enigmatica, sugere-se que, em concentracgdes suficientes elas podem bloquear
as porinas na membrana externa, resultando em permeabilidade de membrana reduzida
para antibidticos hidrofobicos, como as polimixinas. Esses resultados sugerem fortemente
que as poliaminas estdo envolvidas no alivio do estresse oxidativo através da estimulagéo
da sintese de proteinas membro do modulon de poliaminas, tais como EmrR (LlI;
BEUERMAN; VERMA, 2020; SAKAMOTO et al, 2015).

Os genes ybhR e ybhS, parte da bomba de efluxo ABC YbhFSR também estavam
regulados positivamente na cepa C345 para todas as estratégias de comparacao
analisadas. O sistema YbhFSR consiste em trés proteinas, YbhF como componente
dependente de ATP e YbhRS como componentes de membrana, pouco se sabe a respeito
dessa bomba de efluxo, que ainda néo foi caracterizada para nenhuma espécie bacteriana,
no entanto, estudos relataram o0 seu envolvimento na resisténcia a cefoperazona (uma
cefalosporina de terceira geracdo) e tetraciclina em E. coli. Através de andlise via
semelhanga de sequéncia, verificou-se também que o transportador com maior
semelhanga com YbhFSR em E. coli € o transportador de lipoproteina LolCDE, essencial
para a liberacdo de lipoproteinas (YAMANAKA et al, 2016; FENG et al, 2020). Ainda é
incerto se YbhS e YbhR sdo essenciais para o transporte de drogas, sua hiperexpressao
na cepa resistente C345 do presente estudo € um importante achado que destaca ainda
mais a necessidade de pesquisas subsequentes aprofundadas sobre o papel desse
transportador para explicar a sua funcdo como transportador multidrogas ABC.

Estudos futuros sobre os papéis das bombas de efluxo na resisténcia bacteriana
em A. baumannii podem ajudar a desenvolver novas estratégias terapéuticas, como por
exemplo o projeto de inibidores de bomba de efluxo seguros e de amplo espectro, que
seriam ferramentas valiosas na diminuigdo da resisténcia e restauracdo da atividade de
antimicrobianos na pratica clinica.

O gene acrA, por sua vez, estava hiperexpresso na cepa C345 quando cultivada a
2 e 8 ug/mL em comparacéo a cepa 1056. Esse gene codifica a bomba de efluxo AcrAB.
Como é o caso de outras bombas de efluxo, AcrAB-TolC compreende uma proteina
transportadora (efluxo), AcrB, na membrana interna; um canal de proteina de membrana

externa, TolC; e uma proteina acessoria periplasmatica, AcrA, que consiste em quatro
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dominios: a-hairpin, lipoyl, p-barrel e membrana proximal. As bombas de efluxo AcrAB
sdo conhecidas por reconhecer e transportar uma ampla gama de compostos, incluindo
antibidticos, sais biliares, corantes e detergentes. Em E. coli, AcrAB é uma bomba de
limpeza que confere resisténcia aos antibidticos cloranfenicol, fluoroguinolona,
tetraciclina, novobiocina, rifampicina, acido fusidico, acido nalidixico e betalactamicos
(GREEN et al, 2021; SUBHADRA et al, 2020).

Em estudos anteriores, a delecdo de acrA e/ou acrB levou a diminui¢do da
formacéo de biofilme nos mutantes de delecéo, indicando o envolvimento de AcrAB na
formacéo de biofilme em bactérias Gram-negativas, como Acinetobacter nosocomialis,
E. coli, Klebsiella e Salmonella Typhimurium. Além disso, mutantes AacrA e dacrB em
A. nosocomialis mostraram suscetibilidade a tobramicina, polimixina e acriflavina. Os
resultados dos trabalhos citados destacam a importancia da administracéo de antibioticos
especificos em conjunto com inibidores de bomba de efluxo (EPIs) para melhorar as
estratégias terapéuticas no controle de infeccBes por bactérias Gram-negativas
multirresistentes (SUBHADRA et al, 2020; KVIST et al, 2008; BAUGH et al, 2012;
SCHLISSELBERG et al, 2015).

Nas estratégias de comparacdo C345 (2 pg/mL) versus 1056 (2 pg/mL) e C345 (8
pg/mL) versus 1056 (2 pg/mL) foram detectados alguns genes regulados positivamente
na cepa resistente C345 especificos para essas condi¢des de cultivo, sdo eles rpmG, parkE
e bacA. RomG apesar de pouco estudada, é amplamente conservada em todas as espécies
bacterianas e frequentemente anotada como uma proteina ribossémica bacteriana,
codificando a proteina ribossomal L33, no entanto, estudos anteriores observaram que a
delecdo de rmpG em E. coli ndo apresentou efeito discernivel na funcdo do ribossomo
mas sim no reparo de lesdes de DNA, esse achado se assemelha as funcdes extra-
ribossémicas relatadas de proteinas "ribossémicas” em procariontes e eucariotos,
inclusive no reparo de DNA, em outros organismos uma dessas proteinas ribossomais
incomuns interage fisicamente com uma enzima de reparo de DNA, estimulando sua
atividade. No entanto, sdo necessarios mais estudos a cerca das funcGes extras dessas
proteinas, tais como RpmG para afirmar com certeza seu papel no reparo de DNA e como
isso contribui para a resisténcia a antibidticos (BOLT et al, 2016).

Interessantemente, parE e bacA, que codificam duas topoisomerases tipo 1V,
também encontraram-se reguladas positivamente na cepa resistente C345 cultivada na
presenca de polimixina. As topoisomerases Sd0 enzimas onipresentes necessarias de

modo geral para induzir quebras de fita no DNA, controlando a interligacdo e a tor¢do
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das moléculas de DNA. Até o momento, quatro topoisomerases foram identificadas em
bactérias (1, I1, 11l e IV). A topoisomerase IV € essencial para a segregacao cromossoémica
e relaxa o DNA duplex superenrolado, o que favorece a separagéo das fitas e a replicacéo,
transcricao, recombinacdo e o reparo do DNA. A sua hiperexpressdo na cepa resistente
C345 pode se dar justamente pela necessidade da célula em ativar outros processos
regulatorios e de transcri¢ao/traducdo génica na presenca de polimixina (URUSHIBARA
etal, 2017).

Devido a presenca presumida das topoisomerases em todas as bactérias e, em
alguns casos, seus papéis essenciais dentro da célula bacteriana, essas enzimas sdo alvos
atraentes para a terapia antibacteriana, e tanto a natureza quanto a industria farmacéutica
tém sido bem-sucedidas em explora-las para esse fim, uma vez que tais enzimas estao
criticamente envolvidas no controle do superenrolamento do DNA e na segregacdo
cromossémica durante a replicacdo e, consequentemente, a sua inibicao enzimatica € letal
para a célula bacteriana. (HOOPER, 1998; URUSHIBARA et al, 2017).

O dominio ATPase contendo subunidades de gyrB (uma topoisomerase tipo II) e
parE, por exemplo tem sido reconhecido ha muito tempo como alvos antibacterianos,
uma vez que existem indicios de que ambas enzimas atuam em conjunto. Os inibidores
dessas enzimas se qualificariam como inibidores de alvo duplo, reduzindo potencialmente
a frequéncia de resisténcia. No entanto, a maioria dos inibidores GyrB/ParE conhecidos
possui atividade Gram-positiva com atividade limitada ou nenhuma contra bactérias
Gram-negativas. O principal desafio se da pelo fato de por serem alvos citoplasmaticos,
0s potenciais inibidores dessas enzimas precisam atravessar a membrana externa
assimétrica, o espacgo periplasmatico e, finalmente, a membrana interna para atingir os
alvos em bactérias Gram-negativas, além dos mecanismos de efluxo eficientes para a
remocdo de agentes antibacterianos do citoplasma presentes nessas bactérias. Tais
desafios tomados em conjunto, exigem propriedades fisico-quimicas ideais para que um
determinado composto apresente um efeito antibacteriano eficaz e estudos realizados ja
demonstram que € possivel obter compostos com atividade inibidora eficaz contra
espécies Gram-negativas, incluindo Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter
baumannii (HO et al, 2018). A superexpressao de genes que codificam topoisomerases
tipo 1V, incluindo parE na cepa C345 resistente a polimixina pode ser um achado
interessante em relagdo ao papel dessas enzimas na resisténcia bacteriana e lancar mao de
estudos que busquem entender e buscar compostos que atuem diretamente nessas

topoisomerases podem ser Uteis no combate a bactérias clinicas MDR.
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No presente trabalho, analises fenotipicas, genotipicas e transcriptdmicas foram
combinadas com o objetivo de melhorar a compreensdo acerca dos mecanismos
moleculares envolvidos no processo de heteroresisténcia & polimixina de cepas clinicas
de Acinetobacter baumannii e possibilitar a descoberta de novos potenciais marcadores
moleculares associados a progressao da resisténcia. As diferentes vias (bombas de efluxo,
proteinas ribossémicas e topoisomerases) hiperexpressas na cepa C345 resistente a
polimixina podem representar novos alvos de estudos que busquem compreender os
mecanismos por tras da resisténcia a polimixina e chamar a atencdo para o possivel
envolvimento de genes ndo somente relacionados a porinas e proteinas de membrana,

como também genes que regulam operons inteiros.
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CONCLUSAO

As cepas clinicas 1056 e C345, embora intimamente relacionadas, apresentam
diferente perfil de resisténcia frente a Polimixina B;

A diferenca no perfil de resisténcia frente a Polimixina B ndo exerce influéncia
no padrdo de crescimento sob condigbes normais ou de estresse bacteriano
avaliados das cepas 1056 (PolS) e C345 (PolR);

A cepa C345 (PolR) apresentou maior taxa de crescimento frente a Polimixina B
quando comparada com a cepa 1056 (PolS);

N&o foi detectada a presenca de nenhum dos mecanismos mais comumente
relacionados a resisténcia a Polimixina B ou nenhuma diferenca entre os genomas
dos isolados 1056 (PolS) e C345 (PolR) que pudesse justificar o distinto perfil de
resisténcia frente a Polimixina B;

Uma gama de genes diferencialmente expressos puderam ser detectados entre as
cepas 1056 (PolS) e C345 (PolR), especialmente genes que codificam bombas de
efluxo, uma proteina ribossébmica, com possivel papel no reparo de DNA e
enzimas topoisomerases IV.

Os genes hiperexpressos na cepa C345 (PolR), codificam proteinas ainda pouco
estudadas em A. baumannii, mas com potencial importancia na resisténcia a

Polimixina B e outros antibiéticos.
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APENDICES

APENDICE 1: BOX PLOTS E GRAFICOS DE DENSIDADE DAS CONTAGENS
DE LEITURA BRUTA DO RNA-SEQ PARA TODAS AS COMPARACOES
REALIZADAS.

a) C345 (0 pg/mL) versus 1056 (0 pug/mL)

DES=qeounts
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b) C345 (2 ug/mL) versus 1056 (2 pg/mL)
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c) C345 (0 pg/mL) versus C345 (2 pg/mL)
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d) C345 (0 pg/mL) versus C345 (8 pg/mL)
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e) C345 (2 pg/mL) versus C345 (8 pg/mL)
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1056 (0 pg/mL) versus 1056 (2 pg/mL)
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g) C345 (8 pg/mL) versus 1056 (0 pug/mL)
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h) C345 (8 ug/mL) versus 1056 (2 pg/mL)
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APENDICE 2: ANALISE DE VARIACAO DOS DADOS DO RNA-SEQ
REALIZADA VIA PCA (PRINCIPAL COMPONENT ANALYSIS)

a) C345 (0 pg/mL) versus 1056 (0 pg/mL)
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Pontos em vermelho: C345 (0 pg/mL), pontos em azul: 1056 (0 pug/mL)
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b) C345 (2 ug/mL) versus 1056 (2 pg/mL)

PCA DESeq counts

PC2(3.03%)
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PC1(95.7%)

Legenda: Pontos em vermelho: C345 (2 pg/mL), pontos em azul: 1056 (2 pg/mL)
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c) C345 (0 pg/mL) versus C345 (2 pg/mL)

PCA DESeq counts
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Legenda: Pontos em vermelho: C345 (0 pg/mL), pontos em azul: C345 (2 pg/mL)
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d) C345 (0 pg/mL) versus C345 (8 pg/mL)

PCA DESeq counts
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PC2 (36.9%)
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Legenda: Pontos em vermelho: C345 (0 pg/mL), pontos em azul: C345 (8 pg/mL)
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e) C345 (2 pg/mL) versus C345 (8 pg/mL)

PCA DESeq counts
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Legenda: Pontos em vermelho: C345 (2 pg/mL), pontos em azul: C345 (8 pg/mL)



f) 1056 (0 pug/mL) versus 1056 (2 pg/mL)

PC2 (30%)

Legenda:

PCA DESeq counts
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g) C345 (8 pg/mL) versus 1056 (0 pug/mL)

PCA DESeq counts
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Legenda: Pontos em vermelho: C345 (8 pg/mL), pontos em azul: 1056 (0 pg/mL)
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h) C345 (8 ug/mL) versus 1056 (2 pg/mL)

PCA DESeq counts
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PC1(93.3%)

Legenda: Pontos em vermelho: C345 (8 pug/mL), pontos em azul: 1056 (2 pg/mL)
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APENDICE 3: MA PLOT (S) PARA AS DIFERENTES ESTRATEGIAS DE

COMPARACAO

a) C345_0_X_1056_0

MA plot logCPM DESeq_counts
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b) C345 2 X_1056 2
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d) C345 0 X_C345 8
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ABSTRACT
Introduction: The difficulty in treating Acinetobacter baumannii infections due to its
high rate of resistance to antibiotics has led to the study of mechanisms inherent to the
pathogen itself that can be used as effective targets in the treatment. Host Factor | Protein
(Hfg) is an RNA chaperone generally necessary to assist in the connection between
sRNAs and their mRNA target acting in the regulation of different genes, studies carried
out in a range of bacterial species have shown that Hfg acts in a pleiotropic manner,
contributing to virulence and response stress. Outline: This is an integrative review
developed from articles published in any language on Science Direct and PubMed
platforms. Data collection and analysis were carried out between the period of April 2020
and February 2021. Results: Hfg shown to play important roles in cell growth, OMVs,
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metabolism of carbon sources, tolerance to physical and chemical stress, virulence
through biofilm formation, fimbriae modulation, among others. Conclusion: Our work
shows data that strengthen the role of Hfq in different aspects of virulence and
environmental adaptation, including antimicrobial resistance of this pathogen, warning
about the importance of Hfq as a possible future effective target in the treatment of these

infections.

Descriptors: Virulence. Drug resistance. Acinetobacter baumannii. Review literature.

Chaperone. Host Factor 1 Protein.

INTRODUCTION

Acinetobacter baumannii is a Gram-negative bacillus recognized for its ability to
cause serious nosocomial infections and has emerged as one one of the most relevant
pathogens for health-associated infections worldwide. The high levels of resistance of
this bacterium has been attributed to its great ability to adapt and survive under adverse
conditions. Furthermore, A. baumannii is able to express virulence factors that facilitate
bacterial infection and the expression of determinants that trigger resistance'.

The post-transcriptional regulation of protein translation by means of small RNAs
(sSRNAs), which function as small non-coding RNA molecules and are normally involved
in the environmental stress response to preserve cellular response to environmental stress
to preserve cellular homeostasis, have received increasing attention in bacterial studies.
In Gram-negative bacteria, Hfg, an understudied RNA chaperone, is an important part of
the interaction between mRNA and SRNA>’. Hfq plays crucial roles in the regulatory
mechanisms that occur after RNA transcription that occur between the SRNA and the
target mMRNA. It was first detected in Escherichia coli in the 1960s and is considered a
regulator of RNA transcription involved in responses to stressful conditions, iron
homeostasis, and outer membrane synthesis. This chaperone is typically responsible for
modulating motility and promoting resistance to cellular stresses, however, hfq mutations
result in a spread of species-dependent phenotypic changes®*?.

Studies on Hfq of bacterial pathogens, including A.baumannii, have detected, after
deletion of the complete gene or part of it, disadvantages for the bacterium itself,
including attenuation of virulence, defects in secretory sistems expression, reduction of

invasion and dissemination through host mammal organs, defects of motility and
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decreased expression of several virulence factors'. It is very likely that the Hfgqg RNA
chaperone is implicated in regulation of these important processes through SRNAs™.
However, although the Hfq chaperone plays critical roles in cellular stress resistance, the
correlation between its expression and stress-related molecules in A. baumannii still needs
further studies.

This review summarizes the current knowledge on the role of the Hfg RNA
chaperone in the virulence and antibiotic resistance of A. baumannii, an increasing

important human opportunist pathogen.

METHOD

This is an integrative review study, with the objective of gathering results obtained
in previous studies, in a systematic and comprehensive way. The study was developed
from the analysis of scientific reports published in scientific journals from Science Direct
and PubMed databases. The articles were selected by applying the keywords: “Hfq and
Acinetobacter baumannii”, “Hfq and Gram-negative bacteria”. The databases were
accessed from April 2, 2020 to February 23, 2021.

The guiding questions we sought to answer were: does the RNA Hfqg chaperone
play roles in the resistance and virulence of A. baumannii? What are these roles and what
are their impacts?

The inclusion criteria were: studies available in full, in any language. As exclusion
criteria: those that did not correspond to the object of the study were excluded.

The search results were filtered using the inclusion and exclusion criteria. The pre-
selected studies went through the reading of titles and abstracts and then the full and
carefully reading of the selected articles was carried out. After analyzing the results of
the selected articles, our discussion was elaborated by considering their relationships with
other available scientific references.

RESULTS

Seven studies were selected to compose the review, as they present results that are

convenient to the guiding question (Figure 1).



Figure 1: Flowchart for selecting the articles included in the study.

Studies identified in databases using the
keywords "Hfq and Acinetobacter baumannii"
and "Hfq and Gram-negative bacteria"

I

i l

Science Direct

497 articles

PubMed
769 articles

561 articles

Articles excluded in the preselection process
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Articles selected for reading of
the abstract

705 articles

Articles excluded after reading of

the abstract

502 articles

Articles selected for full reading

203 articles

Studies included in quantitative
synthesis

7 articles

Source: Study data.

Caption: Not applicable.

The analysis of the studies selected to compose the review is shown in chart 1,

including the authors, year, journal and country where the study was carried out, as well

as the objective and conclusions of each study. Three of the selected studies were carried

out by a German group, two from the United States of America, one from a Indian and

one from a Portuguese group. All articles were published in international journals, four

were articles of review and three were original articles.

Chart 1: Analysis of the seven studies selected to compose the review.

Year / ) )
Authors Country Aim Conclusions

Journal

Describe the The main role of
Vogel J,
L uisi BF 2011/ Nature | Germany structural and the Hfg chaperone
uisi
functional is to act in bacterial
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characteristics of
Hfq and discuss
possible ways in
which this RNA
chaperone can
promote
interactions to
generate specific
regulatory

responses in vivo.

regulation,
however, the
specific roles of
this protein are still
not fully
understood, and
further studies on
its function are
needed. Studies
such as a global
map of Hfq
interaction sites in
vivo could
establish whether
there is a variation
in the concentration
of Hfg in the
bacterial cell, in
addition to
clarifying the
interactions in the
regulation of Hfq

with other cellular

factors.
Sharma A, The flexible C-
Dubey V, terminal tail
Sharma R, 2018/ Understand the present in A.
Devnath Journal of ) influence of the C- | baumannii Hfq is
K, Gupta Biological Indlian terminal tail of A. an integral
VK, Chemistry baumannii Hfg. functional part of
Akhter J, this protein, being
et al.

necessary for high-
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affinity RNA
binding.

Kuo HY,
Chao HH,
Liao PC,
Hsu L,
Chang
KC, Tung
CH, et al.

2017/
Frontiers in

Microbiology

United
States

Clarify the role of
A. baumannii Hfq
in virulence and

stress responses.

In this, which was
the first study to
illustrate the
functional role of
Hfq in A.
baumannii, it was
possible to observe
that this chaperone
plays a
fundamental role in
controlling
environmental
adaptation and

bacterial virulence.

Felicinao
JR, Grilo
AM,
Guerreiro
Sl, Sousa
SA, Leitdo
JH.

2016 / Future
Microbiology

Portugal

Review and gather
understanding of
the role of Hfg in

regulating traits
related to secretion
systems, alternative
sigma factors, outer
membrane proteins,

polysaccharides

and iron
metabolism in

bacterial virulence.

The role of Hfg in
the post-
transcriptional
regulation of genes
involved in cellular
processes in
bacteria of clinical
importance is
critical, especially
its role in the
production of

virulence factors.

Schilling
D,
Gerischer
u.

2009 /
Journal of

Bacteriology

Germany

Study
Acinetobacter
baylyi Hfqg, which,
due to its elongated

C-terminal tail,

A reduction in the
growth of A. baylyi
was observed after
deletion of the
complete hfg ORF.
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results in a protein
almost twice the
size of other
gammaproteobacter
ial Hfgs. t

r

Additionally, the

overexpression of

observed changes.

deletion or

the Hfq protein
riggered the loss
of bacterial cell
chain assembly,
however, the
glycine-rich
domain was not
esponsible for the

Review the results
of different studies

in order to

stability of SRNAs,

Hfq is a regulator
that affects the

Updegrov 2017/ )
) elucidate the role
e TB, Current United ) and acts by
o of Hfg in RNA )
Zhang A, Opinion in States N ) enabling the base
o base pairing, with a o
Storza G. | Microbiology ) pairing of SRNA
main focus on )
_ with target
Gram-negative
MRNAs.
pathogens.
Hfq is a global
Gather knowledge
) regulator
about the functions _
_ ) responsible for
2012/ of Hfq in bacterial ) _
interfering,
ChaoY, Current pathogens and o
S Germany o beneficially or not,
Vogel J. Opinion in highlight some ) )
_ ) ) in gene expression
Microbiology useful experimental o
in different
approaches to study )
bacterial
these roles.
pathogens.

Source: Study data.

Caption: Not applicable.
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DISCUSSION
The Hfqg RNA Chaperone

The chaperone Hfg RNA (Host Factor | Protein) is a highly conserved protein
present in Gram-negative and positive pathogens that collaborates in the efficiency of the
regulatory functions of different SRNAs, affecting the responses to stress, virulence and
impairment in the growth of several clinically important pathogens, being the best
characterized bacterial protein for this role-28,

Identified in the 1960s in Esherichia coli, the RNA-binding protein Hfq was
initially presented as necessary for the replication of the bacteriophage QR and in the
1970s it was biochemically characterized as an abundant nucleic acid-binding protein,
showing resistance to high temperatures. , with a high preference for RNA with high rates
of AU. Hfq was characterized as a member of the Like-Sm RNA-binding proteins family,
found in eukaryotes, bacteria and archaea®’'°2%-2!, Since the 1990s, when the hfq gene
was initially identified and silenced in E. coli, studies have demonstrated the great
advantages offered by the Hfq for the adaptation of the bacterium under stress conditions,
where the hfg null mutant presented a pleiotropic phenotype that includes defective
growth rates, change in cell size, susceptibility to stress, defective oxidation of carbon
sources, reduced fitness, increased sensitivity, attenuated virulence, and difficulty
responding to stress. Furthermore, the translation of several cellular mMRNAs was found
to be regulated by Hfg. Currently, it is known that Hfg acts as a chaperone of bacterial
cells, facilitating base pairing between small SRNAs and their mRNA targets, so that Hfq
interferes with the expression of different mRNAs, positively or negatively®17:20.22-23,

Hfq is a highly conserved protein, approximately half of bacterial genomes have
Hfq homologs. The N-terminal portion of this protein is generally highly conserved
between amino acids 1 and 66 in most pathogens, a region responsible for RNA binding
and protein interactions. However, the C-terminus of Hfg from different bacteria varies
significantly in length and sequence (Figure 2). The largest Hfq proteins are present in
members of the Moraxellaceae family of gammaproteobacteria. The length of the Hfq
chaperone varies considerably in different species, in Acinetobacter species, Hfq has 168
to 174 amino acids, for Psychrobacter species its size is from 183 to 203 amino acids and
up to 210 amino acids for Moraxella catarrhalis®?*,
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Figure 2: Multiple sequence alignment of Hfg amino acids from different bacterial

species.

catarrhalis MSEGQTLODPFLNA
baumannii MSEGQTLODPFLNS.
immobilis MSEGQTLODPFLNS
coli MARGQSLODPFLNA
gonorrhocae
aureus
acruginosa
frederiksenii ARG LN
MARGQSLODPFLNALRRERVPVSIYLVN(

LENTVSQMVYKH
LLENTVSOMVYKH.
(VVLLRNTSVIQMVY]

WRRNZRY R

enterica ASNNYHHGSNAQ

FIRTSOTCEFEROTO FDRCCMG YO MNHTGFERQNFDRSGFEERGFDGKAFE
FGGQGGE FGGQGEFEGHQGGFDNDSKFEDGQDDENNRY
FSQGODRGFERGSFGQSQERGFERGGFGQDRGFENPADNTGFEEKPNDGSNDNKG *

catarrhalis MSSGTYQH
baumannii QGAGF
immobilis FER
aoli NTSAQQD:
gonorrhoeae TVQQPAE*
aureus
aeruginesa
frederiksenii
enterica

NHE N YR

catarrhalis
baumannii
immobilis
coli
gonorrhocae
aureus
acruginosa
frederiksenii
enterica

WHRNEER R

Source: The autors.

Caption: Multiple sequence alignment visualized with BioEdit Sequence Alignment
Editor (v 7.0.5.3). Capital letters indicate amino acids. The numbers indicate the size of
the Hfg protein sequence. Asterisks indicate the end of the amino acid sequence. The
glycine-rich amino acid repetitive pattern of the A. baumannii Hfg sequence is marked

by a red box.

Structure of Hfq

Hfq, like the other members of the Sm/Lsm protein family, is characterized by its
ring-shaped quaternary architecture that allows interactions with other macromolecules
and acts by mediating the binding of SRNAs with their target mMRNA820:25 Each Hfq
subunit is composed of a short, variable N-terminal helix, which is generally four amino
acids long, five highly twisted and curved antiparallel B-strands, terminating in an
unstructured C-terminal carboxy region. Hfq is a hexamer that has three RNA binding
surfaces: proximal, distal, and lateral face, along with a C-terminal tail, necessary for
contact between two RNA molecules?325-27,

The proximal face of Hfq is extremely conserved and binds to uridines at the ends
of the bacterial SRNA. The distal face binds to the 5'-UTR untranslated regions of mMRNAs
and sRNAs. The positively charged side of Hfq binds to a uridine-rich sequence of some
sRNAs and mRNAs and plays a role in duplex structure formation and RNA exchange.

The C-terminal tail varies substantially in sequence and size, being untidy and flexible.
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To date, studies investigating its cellular function of Hfq still yield conflicting
conclusions. However, studies suggest that the C-terminal tail portion is important for

interaction with some SRNAs23-2%27-29,

Bacterial Hfg and its functions

Several mechanisms of regulation mediated by Hfq has been proposed. This RNA
chaperone can stabilize and promote interactions between sRNAs and mRNAs, these
interactions can work by activating or preventing protein synthesis through alterations
that will remodel the mRNA regions that contain the Ribosome Binding Site (RBS) and
the start codon. Hfq can repress protein synthesis by binding to the 5' region of the target
MRNA, making it unavailable for SRNA binding, preventing translation initiation. Hfq
can also stimulate translation, helping to bind an sRNA to the 5' region of its target
MRNA, this prevents the formation of a secondary structure that hinders and prevents
binding to the ribosome. Hfg may also protect sRNAs from fragmentation by
ribonucleases or cooperate in a way that promotes efficient mMRNA fragmentation by
associating with RNase E and sRNA. Finally, Hfg can interact with the PAP | protein,
stimulating its activity, making the 3' ends of the mRNA accessible for polyadenylation
to promote RNA turnover. In previous studies, it was observed that when Hfq is absent,
poly-A levels are reduced. In all cases, the information encoded in the RNA will be
decisive to define the Hfg's mechanism of action®?27:30-3,

The most important portion for target recognition of an SRNA is its 5' end, which
is normally small in Gram-negative bacteria, less than 10 nucleotides in length and
triggering a low stability of duplex bonds as they are imperfectly complementary to the
target mMRNA. Hfg can work around the situation by creating more stable complexes that
work by strengthening SRNA-mRNA bonds, allowing the sSRNA to complete its
regulatory activity. There are a few possible ways for Hfq to act as an aid in forming these
bonds, either by increasing the SRNA recognition rate with its target mRNA or by making
the SRNA-mRNA duplexes more stable due to their presence. It has also been shown that
Hfq can induce alterations in the RNA structure to favor the formation of duplexes®2°.

In bacteria, most of the SRNAs that bind to Hfq are critical in stress responses. An
example are the SRNAs that control the expression of RNA polymerase, sigma S (RpoS
or 638), which are regulatory proteins activated in response to environmental conditions

and act in the regulation of genes expressionthat promotes bacterial survival under
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different stressors. Previous studies have shown that a loop formed in RpoS mRNA
blocks the binding to RBS. Hfq can reverse the formation of this looping by binding to
an upstream domain of RpoS mRNA, facilitating pairing and up-regulating RpoS
expression. In previous studies, low expression of RpoS was observed in a mutant lacking
the hfg gene (Ahfg), and many of the observed phenotypic effects were attributed to
defects in RpoS expression!®21-2232,

Hfq also regulates the stress response mediated by RpoE (RNA polymerase,
extracytoplasmic E), a sigma factor necessary for the response to extracytoplasmic stress,
activated in situations such as heat shock (mutants with the silenced rpoE gene are unable
to grow at temperatures above 42 degrees Celsius) and controls the expression of
approximately 100 different genes. Hfq, together with other members of the RpoE
regulon, controls the expression of OMPs and other components of the bacterial envelope,
thus ensuring their integrity. The hfg deletion, in turn, causes severe activation of RpoE,
along with uncontrolled OMP expression and increased envelope stresst1319,

The destabilization of the mRNA responsible for encoding ompA is also related to
Hfg. OmpA is one of the main proteins that act and are found in large amounts in the
outer membrane of Gram-negative bacteria, having important roles in pathogenicity,
including invasion, adhesion and survival in the host organism, being even considered as
target proteins for the creation of vaccines. The stability of the OmpA mRNA encoding
is inversely proportional to the rate of cell growth. In the stationary phase of slow-growing
cells, Hfq accumulates and competes with ribosomes for the 5' untranslated region of the
MRNA, repressing ribosome binding and protecting against RNAseE degradation,
resulting in mMRNA degradation?®.

The identification of the functions performed by the Hfq RNA chaperone during
infectious processes is largely facilitated by the study of null-hfg mutants, since observing
what happens to the organism in the absence of the gene of interest is the best way to
discover its function. Studies of Ahfg mutants showed growth deficiency and increased
susceptibility to stressful conditions. Hfq was also shown to be necessary for the
suitability and virulence of almost all bacterial pathogens, especially in Gram-negative
bacteria. Ahfg mutants tend to have a phenotype of sensitivity to host defense mechanisms
and attenuated virulence, resulting in a failure to survive in the hostile and challenging
environments encountered in the host environment, e.g. oxidative stress®3,

It was in the Gram-negative bacterium Yersinia enterocolitica that the role of Hfg

in controlling virulence was first implicated due to its role in the production of
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enterotoxins from this microorganism. In other studies, Hfq has also been implicated in
the production of exotoxin from Pseudomonas aeruginosa and the production of
hemolysin from Vibrio parahaemolyticus, however the mechanisms that lead to these
actions remain unknown. Hfq also controls virulence gene expression and synthesis of a
crucial regulator to produce virulence factors in Vibrio cholerae and Pseudomonas
aeruginosa®th1433,

A study carried out with Ahfg mutants of pathogens belonging to thirty-four
different species, mostly Gram-negative bacteria, showed that, in most cases, pleiotropic
phenotypes are observed in the absence of Hfq in the bacterial organism, such phenotypes
compromise pathogen survival under stress conditions, as well as impaired biofilm

formation and decreased virulence?.

The Hfg RNA chaperone and Acinetobacter baumannii

The A. baumannii hfq gene encodes a protein of 168 amino acids, almost twice as
long as other bacterial Hfgs, this is a consequence of an unusually elongated C-terminal
portion rich in glycine residues that consists of a strictly repeated amino acid pattern
unique to Acinetobacter species, in turn, the alignment of the hfq sequence of the N-
terminus revealed a significant level of similarity with other bacterial species, with
conserved regions of amino acids between 1 and 66 known to be involved in RNA
binding®24.

The C-terminal region of A. baumannii has a distinct repetitive pattern of amino
acids GGFGGQ starting at amino acid 104 (Figure 1), which presented itself as an
important component of Hfg for conferring flexibility and assisting these proteins in
binding and interacting RNA with others protein partners, in addition, through
experiments with truncated Hfq proteins it was possible to observe that the absence of the
C-terminal portion rich in glycine brought disadvantages for the bacteria with respect to
growth, tolerance to stress (oxidative, thermal, acid and osmotic), carbon metabolism,
self-regulation of Hfq expression and virulence®.

Furthermore, the Hfg sequence reveals a relationship between its C-terminal
portion and the family of eukaryotic glycine-rich proteins (GRP), the members of this
family of proteins, as in A. baumannii, have an RNA recognition domain located in the
In the N-terminal portion and a glycine-rich domain in the C-terminal portion, this

glycine-rich tail confers flexibility and assists these proteins in binding RNA and
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interacting with other partner proteins. Interestingly, GRPs are recognized as central to
RNA interaction and stress adaptation, as is Hfg, these observations may suggest an
evolutionary relationship between prokaryotic and eukaryotic LSm proteins and
considering the structure and function of Hfg, the presence of a C-Tail terminal that assists
in interactions seems to be an obvious advantage®34.

Experiments that silenced the hfg gene from strains of A. baumannii and
Acinetobacter baylyi, a member of the same genus, also demonstrated that this chaperone
has important functions for the bacterium itself. After deletion of hfg, defects and delays
in cell growth of up to 7h, decreased levels of bacterial outer membrane vesicles (OMVs),
deficiency in the metabolism of various carbon sources, including sugars, organic acids,
amino acids, nucleosides, among others, were observed , drastic decrease in tolerance to
physical and chemical stressors that can easily be found in hospital environments, such
as temperature, pH, osmotic pressure and oxidative stress with consequent deficiency in
the modulation of the expression of genes involved in stress tolerance, such as basD,
bauA, uspA, among others®’24,

Hfq is also involved in the virulence of A. baumannii, being a vital factor for the
survival of the pathogen under desiccation, for the formation of biofilms and in the
modulation of fimbriae, which in the absence of the gene encoding this chaperone are
reduced in compared to a wild-type strain. In addition, silencing the gene encoding Hfqg
led to a reduction of about 1 log in adhesion of A. baumannii cells to eukaryotic cell
membranes®724,

Hfg has also been involved in antibiotic resistance. A 2-fold reduction in the
minimum inhibitory concentration (MIC) of nalidixic acid and gentamicin was observed
after deletion of hfqg, and the resistance was recovered after its complementation. On the
other hand, there was an increase in resistance to meropenem in strains with 4hfq mutants

when compared to wild cells®"24,

CONCLUSIONS

The data presented in this study gather evidence that implies Hfg as a central
regulator of numerous functions of virulence and environmental adaptation in A.
baumannii. The information exposed in this work allows this SRNA to be considered as

a possible factor of significant virulence and resistance. Additional studies are needed in
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order to better characterize this molecule and its functioning mechanism so that its use is

considered as a possible drug target effective against infections by A. baumannii.
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ANEXOS

ANEXO 1: DECLARACAO COMITE DE ETICA

Declaro, para fins académicos, que o projeto intitulado “HETERORRESISTENCIA E
RESPOSTA ADAPTATIVA A POLIMIXINA B DE CEPAS CLINICAS DE
Acinetobacter baumannii”, da discente Lilian Caroliny Amorim Silva, do curso de
Doutorado em Biociéncias e Biotecnologia em Salde do Instituto Aggeu Magalhdes
(IAM/FIOCRUZ-PE), sob a orientagdo da pesquisadora Dra. Nilma Cintra Leal e
coorientacdo do pesquisador Dr. Danilo Elias Xavier, ndo envolve seres humanos e/ou
animais, seja de forma direta ou indireta, portando 0 mesmo nao necessita ser avaliado
criteriosamente pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) e/ou Comissdo de Etica no Uso
de Animais (CEUA).
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