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RESUMO

GALDINO, Anna Clara Milesi. Mecanismos de a¢do anti-Pseudomonas aeruginosa de
compostos de coordenagdo derivados da 1,10-fenantrolina-5,6-diona. Tese (Doutorado em
Ciéncias — Programa de Pos-Graduag@o em Bioquimica) — Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Pseudomonas aeruginosa ¢ um patégeno humano oportunista. A rapida emergéncia de
mecanismos de resisténcia em P. aeruginosa resulta em sucessivas falhas terapéuticas,
aumentando, assim, as taxas de morbidade e mortalidade relacionadas a este patogeno. Diante da
demanda por novas estratégias terapéuticas anti-P. aeruginosa; no presente trabalho, observou-se
que os compostos de coordenacdo derivados da 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona),
[Ag(fendiona);]ClOs (Ag-fendiona) e [Cu(fendiona)s](ClO4),.4H>O (Cu-fendiona), afetaram
significativamente a atividade enzimatica da elastase B (LasB), um fator de viruléncia protagonista
na patogénese de P. aeruginosa. As andlises in silico (docking molecular) revelaram que fendiona
e seus derivados de Ag*e Cu?' foram capazes de interagir com residuos de aminoacidos do sitio
ativo de LasB, destacando-se o composto Cu-fendiona, que apresentou os valores de energia de
interacdo mais favoraveis. Adicionalmente, os compostos estudados inibiram in vitro a atividade
proteolitica de LasB, sendo Cu-fendiona o composto com atividade inibitoria mais potente (K; =
90 nM). Células bacterianas apresentaram uma inibi¢do consideravel na expressao do gene lasB
bem como na producdo/secrecao do produto proteico final (LasB madura), quando incubadas em
concentragdes sub-inibitorias dos referidos compostos. Ag-fendiona e Cu-fendiona exibiram agao
protetiva contra os efeitos toxicos de LasB em células epiteliais pulmonares, reduzindo os danos
na monocamada de A549 em aproximadamente 32% e 42%, respectivamente. Cu-fendiona
também neutralizou os efeitos toxicos induzidos por LasB, aumentando a taxa de sobrevivéncia
de larvas de Galleria mellonella inoculadas tanto com sobrenadante de P. aeruginosa, rico nesta
enzima, quanto com a enzima purificada. Portanto, esse conjunto de resultados enfatiza a agdo
anti-viruléncia de compostos derivados da fendiona, principalmente Cu-fendiona, um potente
inibidor de LasB. Em seguida, a acdo dos compostos Ag-fendiona e Cu-fendiona foi investigada
in vitro sobre o crescimento bacteriano. Nossos resultados revelaram que Ag-fendiona e Cu-
fendiona apresentaram uma exuberante a¢do bactericida, inibindo o crescimento planctonico de
diferentes isolados clinicos de P. aeruginosa. Além disso, Ag-fendiona e Cu-fendiona em
combinagdo com um antimicrobiano classico pertencente as cefalosporinas, ceftazidima, agiram
sinergicamente no controle do crescimento de P. aeruginosa. Os mecanismos de agdo anti-P.
aeruginosa dos compostos Ag-fendiona e Cu-fendiona foram investigados através de diferentes
metodologias. Nesse sentido, a indugdo de estresse oxidativo foi um importante componente para
promover a morte das células bacterianas. Verificou-se que os compostos testados induziram a(o):
(1) aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio, (ii) ativacdo da resposta antioxidante
via producdo de catalase e superoxido dismutase, (iii) danos oxidativos a enzimas (inibi¢do da
atividade de aconitase), fragmentacdo do DNA e peroxidagdo de lipideos de membrana. Em
contrapartida, verificou-se que o co-tratamento com o antioxidante N-acetilcisteina foi capaz de
restaurar o crescimento planctonico de P. aeruignosa incubados na presenca de Ag-fendiona e Cu-
fendiona. Os compostos derivados da fendiona promoveram também o colapso das membranas
bacterianas (membrana externa e plasmatica) bem como alteraram os perfis de estabilidade,
permeabilidade e polarizacdo de membrana plasmatica. Para uma visdo global acerca dos efeitos
dos compostos derivados de fendiona, realizamos uma anélise metabolomica. Ag-fendiona e Cu-
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fendiona promoveram severas alteracdes no metabolismo bacteriano, dentre as quais destacam-se:
a hiperativacao do ciclo dos acidos tricarboxilicos e da enzima NADH:ubiquinona oxirredutase,
associada a inativacdo da via das pentoses fosfato e da via de biossintese de folato. A inibigdo
destas vias (i) promoveu a deplecdo do contetido intracelular de NADPH e (ii) impossibilitou
o turnover de glutationa, uma importante molécula antioxidante. Por fim, demonstrou-se que as
alteracdes metabolicas induzidas pelos compostos derivados da fendiona estdo correlacionados a
inducdo do estresse oxidativo. Coletivamente, nossos resultados destacam que a coordenagdo da
fendiona com ions metalicos, em especial, Ag* e o Cu?*, representa um novo grupo promissor de
agentes antimicrobianos contra cepas de P. aeruginosa nao-responsivas a antibioticoterapia
classica. Além disso, a indugdo de estresse oxidativo na célula bacteriana ¢ um evento-chave para
o efeito bactericida destes novos compostos antimicrobianos.

Palavras chaves: Pseudomonas aeruginosa, 1,10-Fenantrolina-5,6-diona, Compostos de
coordenac¢do, Resisténcia antimicrobiana, Terapia anti-viruléncia, Mecanismos de agdo
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ABSTRACT

GALDINO, Anna Clara Milesi. Mechanisms of anti-Pseudomonas aeruginosa action of
coordination compounds derived from 1,10-phenanthroline-5,6-dione. Tese (Doutorado em
Ciéncias — Programa de Pos-Graduag@o em Bioquimica) — Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019.

Pseudomonas aeruginosa is an opportunist human pathogen. The rapid emergence of
mechanisms of resistance in P. aeruginosa results in successive therapeutic failure, raising the
morbidity and mortality rates related to this pathogen. Given the demand for novel anti-P.
aeruginosa therapeutical alternatives, it was observed, in this current study, that coordination
compounds derived from 1,10-phenantroline-5,6-dione (phendione), [Ag(phendione),]ClO4 (Ag-
phendione) and Cu(phendione);](ClO4)2.4H>O (Cu-phendione) significantly affected the activity
of elastase B (LasB), which is a well-known protagonist in the P. aeruginosa pathogenesis.
Analysis in silico (molecular docking) has shown that phendione and its Ag" and Cu?* derivative
compounds were able to interact with amino acid residues into the LasB active site, particularly
Cu-phendione that exhibited the most favorable interaction energy parameters. Additionally, the
test compounds in vitro inhibited the LasB enzymatic activity, in which Cu-phendione had the
most potent inhibitory effect (Ki = 90 nM). Bacterial cells treated with a sub-inhibitory
concentration (2xMIC value) of the test compounds caused a significant reduction on both
expression of the /asB gene and final proteic product (the mature LasB protein). Ag-phendione
and Cu-phendione exhibited protective action against the LasB-iduced toxic effects, reducing
A549 monolayer damage by approximately 32% and 42%, respectively. Also, Cu-phendione
neutralized the LasB-induced toxic effects, increasing the survival rate of Galleria mellonella
larvae when inoculated with either LasB-enriched pseudomonal supernatant or purified LasB.
Therefore, these data emphasize the anti-virulence action of phendione-derivative compounds,
especially Cu-phendione, which is a powerful LasB inhibitor. Subsequently, it was investigated
the in vitro effects of Ag-phendione and Cu-phendione on bacterial growth. Our results revealed
that Ag-phendione and Cu-phendione presented a strong bactericidal effect, inhibiting the
planktonic growth of different clinical isolates of P. aeruginosa. Further, Ag-phendione and Cu-
phendione in combination with ceftazidime, a classical antimicrobial agent, acted synergistically
to control the P. aeruginosa growth. The anti-P. aeruginosa mechanisms of action of Ag-
phendione and Cu-phendione were also investigated using different methodologies. In this sense,
the induction of oxidative stress was an important component that triggers the bacterial killing. In
this way, the test compounds induced an: (i) increase in the intracellular reactive oxygen species
production, (ii) activation of antioxidant response via catalase and superoxide dismutase, (iii)
oxidative damage of enzymes (e.g., aconitase inhibition), DNA fragmentation and membrane lipid
peroxidation. In contrast, it was found that the co-treatment with the antioxidant N-acetylcysteine
was able to restore the planktonic growth of P. aeruignosa when incubated with either Ag-
phendione or Cu-phendione. Phendione-derivative compounds also promoted collapse of the
bacterial membranes (both outer and plasmatic membranes), affecting their stability, permeability
and polarization profiles. For an overview on the effects of phendione-derivative compounds, it
was carried out a metabolomic approach. Our results showed that Ag-phendione and Cu-phendione
promoted extensive alterations on the bacterial metabolism, such as the hyperactivation of both
tricarboxylic acids and NADH:ubiquinone oxireductase enzyme, meanwhile the compounds
inhibited pentose phosphate pathway and folate biosynthesis. The inhibition of these pathways



promoted the depletion of NADPH intracellular content and also impaired the turnover of
glutathione, which is an important antioxidant molecule. Finaly, it was demonstrated that
metabolic changes induced by phendione-derivative compounds were correlated with the
induction of the oxidative stress on P. aeruginosa cells. Collectively, our results accentuate that
the coordination of fendione with metal ions, especially Ag * and Cu?*, represent a promising new
group of antimicrobial drugs against P. aeruginosa, including resistant strains, Also, the induction
of oxidative stress in bacterial cells is a key event for bactericidal effects of these new compounds.

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, 1,10-Phenanthroline-5,6-dione, Coordination compounds,
Antimicrobial resistance, Antivirulence therapy, Mechanisms of action.

X1



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Local de isolamento e perfil de suscetibilidade das amostras de P. aeruginosa

utilizadas no presente eStUAO.............oociiiiiiiiiiiiiiiiee e 56
Tabela 2- Primers utilizados na reacio de RT-PCR para a quantificacdo da expressao
GENICA d@ JASB @ FPOD. ............c....oooieiiieeeee e e 63
Tabela 3 - Energias de intera¢do entre os compostos derivados da fendiona e o sitio ativo
da LasB de P. @eruGinosa................ccooocuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e e ettt 80
Tabela 4 — CMIs dos compostos derivados da fendiona no crescimento planctonico de P.
aeruginosa (ATCC 27853) em diferentes meios de cultivo...............ccccooviiiiiiiiiinnnnninn. 90

Tabela 5 — CMIs e CMBs dos compostos derivados da fendiona no crescimento
planctonico de isolados clinicos P. aeruginosa com perfil de resisténcia a antimicrobianos

[0 BT (1 PP PPPPPRUPUPRPPPPPRt 91
Tabela 6 — Valores de FIC index das combinacdes de derivados da fendiona e ceftazidima
sobre 0 crescimento de P. AerUZGINOSA..................cccccuuuueeeiiieeiiiiiiiiiieee e e et e e e e e e 96

Xil



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Tendéncia nas taxas de prevaléncia média de microrganismos resistentes a

antimicrobianos entre 0s anos de 2005 € 2030.. ..ottt 24
Figura 2 — Distribuicio geografica da prevaléncia de cepas de P. aeruginosa resistente aos
carbapenémicos entre os anos de 2009 e 2011 (HONG et al., 2015).............cccceeeeviiireeennnnne. 25
Figura 3 — Pseudomonas Qeruginosa.........................ccooccuueeimmiuieiianiuieeeaniiieeeeniieeeeniieeeenaes 27
Figura 4 — Fatores de viruléncia produzidos por P. aeruginosa.....................ccccceeeveuennnnnns. 29
Figura S — Sequéncia de aminoacidos de LasB de P. aeruginosa. ...................ccccccoueueeennne.. 31
Figura 6 — Participacao da LasB em multiplos processos fisiopatologicos de P. aeruginosa.
................................................................................................................................................. 34
Figura 7 — Numero de novos antimicrobianos aprovados para o uso clinico nos ultimos
AINOS. ...ttt e ettt et e ettt e e ettt e e e bt e e e e a bttt e e e bt et e e e bttt e e e bttt e e e bb e e e e e e b e e e e e naneee 36
Figura 8 — Numero crescente de publicacdes relacionadas a estratégia anti-viruléncia. ..... 38
Figura 9 — Estudos de docking molecular entre LasB e 1,10-fenantrolina.. ......................... 40
Figura 10- Estrutura basica de compostos de coordenacio e principais metalofarmacos de
USO CHIMECO. ...ttt e e et e e e et e e e st e e e 42

Figura 12 — Estrutura quimica da 1,10-fenantrolina-5,6-diona e seus derivados: 1,10-
fenantrolina-5,6-diona (A), [Cu(fendiona)s;](C104)2.4H>0O (Cu-fendiona) (B) e

[Ag(fendiona):]|C104 (Ag-fendiona) (C). ..........coooiiiiiiiiiiiiiiiieiiee et 57
Figura 13 — Representaciio esquematica do alinhamento das sequéncias de GAPDH
produzida por humanos € P. GerUginOSa........................oeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeiiieeee e e 62
Figura 14 — Interac6es moleculares entre o sitio ativo de LasB de P. aeruginosa e os
compostos derivados da fendiona..................ccccoooiiiiiiiiii i 81
Figura 15 — Efeitos dos compostos derivados da fendiona na atividade enzimatica de LasB
Produzida POY P. GEFUZINOSA. .............cccccueuueeieeiieeiieiiieieee e et e e e e e e et e e e e e e s e aaeeeees 83
Figura 16 — Efeitos dos compostos derivados da fendiona na expressdo do gene lasB e na
producio da enzima LasB madura em P. aeruginosa. ...................ccccceeeevvoueeveeeeeeenenacnennnn 85
Figura 17 — Efeitos dos compostos derivados da fendiona sobre danos celulares causados
POY LasB de P. @eruginosa. .................coocccuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiee ettt 87
Figura 18 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na toxicidade induzida por LasB
em larvas de G. mellonella. ..........................c..ccoccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e &9
Figura 19 — Curva tempo-morte dos compostos derivados de fendiona em P. aeruginosa. 1).
................................................................................................................................................. 93
Figura 20 — Curva tempo-morte dos compostos derivados da fendiona em cepas clinicas de
P GOTUZGINOSA. ...ttt e e e e e ettt e e e e e e et aeaeeeeeeas 94
Figura 21 — Curva tempo-morte da combinac¢io de Ag-fendiona e ceftazidima em cepas
CliniCas de P. GEIUZINOSA. ................ccooeiuuiiiiiiiiiiiieieieeeee et e e e et e e e e e e e e 97
Figura 22 — Curva tempo-morte da combinac¢io de Cu-fendiona e ceftazidima em cepas
CliniCas de P. GEIUZINOSA. ................ccooeuuiiiiiiiieiiieeeeee et e e e e et e e e e e e s 98
Figura 23 — Efeitos de NV-acetilcisteina (NAC) na tolerancia de P. aeruginosa aos derivados
da fendiona.............oooiiiiii e 100
Figura 24 — Efeitos de N-acetilcisteina (NAC) na toleridncia de cepas clinicas de P.
aeruginosa aos derivados da fendiona...................c.ooooiiiiiiiiiii e 101
Figura 25 — Acumulo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células de P.
aeruginosa tratadas com compostos de coordenaciio derivados da fendiona. .................... 102

Xiii



Figura 26 — Acumulo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs) em cepas clinicas

de P. aeruginosa tratadas com compostos de coordenacio derivados da fendiona............ 103
Figura 27 - Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade da catalase em P.
AEFPUZIMOSA. ... e et e e e e e e ettt e e e e e e ettt eeeeeeeeansbbabteeeeeeeeennnnsbanaeeeeeeenannnes 105
Figura 28 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade de catalase em cepas
clinicas de P. GerUGINOSA.. ................cooocuuiuiiiiiiiiiiiiiieeee ettt e e e e 106
Figura 29 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade da enzima
antioxidante superoxido dismutase (SOD) em P. aeruginosa...................cccccceeeeeeeenevcnnnnnne. 107
Figura 30 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade da enzima
antioxidante superoxido dismutase (SOD) em P. aeruginosa...................cccccceeeeeeeevnecunnnnnne. 108
Figura 31 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade da enzima aconitase
A€ P. @EFUGINOSA. ..ottt e e e ettt e e e e e e s ettt e e e e e e e s e s nnaraaeees 110
Figura 32 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade da enzima aconitase
em cepas clinicas de P. @eruginosa. ....................cccccooviiiiiiimiiiiiiiiniiiiieeeeee e 111
Figura 33 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na fragmentacio do DNA de cepas
clinicas de P. GerUGINOSA.. ................cooocuuiuiiiiiieiiiiiieeeee ettt e e et 112
Figura 34 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na fragmentacio do DNA de cepas
clinicas de P. GerUGINOSA.. ................coooouuiiiiiiiieiiiiiiieeee ettt e e 112
Figura 35 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na peroxidac¢io de lipideos em P.
AEFPUZIMOSA. ... e et e e e e e e ettt e e e e e e ettt et e eeeeeeansbbba e et eeeeeeannnnbbanaeeaaeeenannnes 114
Figura 36 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na peroxidac¢io de lipideos em P.
AEFPUZIMOSA. ... e et e e e e e e ettt e e e e e e sttt et e eeeeeeansbbbateeeeeeeeannnnsbanaeeaeeeennnnnes 115
Figura 37 — Efeitos dos compostos derivados da fendiona sobre a ultraestrutura de P.
AEFPUZIMOSA. ... et e e e e e e ettt e e e e e e sttt eeeeeeeeansbatb e et eeeeeesannnsbanaeeeeeeennnnnes 116
Figura 38 — Desestabilizacio da membrana externa de P. aeruginosa. .............................. 118
Figura 39 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na integridade de membrana
plasmatica de P. eruginosa.....................coocceeiimiiiiiiimiiiiiiiieiie e 119
Figura 40 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na polarizacio de membrana
plasmatica de P. eruginosa.....................coocceeiimiiiiiiiiiiiiiiieiiec e 120
Figura 41 — Curva tempo-morte dos compostos derivados da fendiona em culturas de P.
aeruginosa com alta densidade celular.....................c... 121

Figura 42 — Heatmap representando a regulacio metabdlica de P. aeruginosa apos o
tratamento por 1 h em concentracoes bactericidas dos compostos derivados da fenadiona,

Ag-fendiona (Ag-fen) e Cu-fenadiona (Cu-fen).. ..............cccceiiiiiiiiiiiiieee e, 122
Figura 43 — Comparacio dos metabdlitos e vias metabolicas alteradas por Ag-fendiona e
Cu-fendiona em P. GEFUZINOSA.....................ooeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeteee e e e e e e e e e e s e siaeeees 124
Figura 44 — Alteracdes do ciclo de acidos tricarboxilicos induzidos por compostos derivados
da fendiona em P. @eruGinoSa......................cooueeiiiiiiiuiiiiiiieeeeeiieeee e e et e e e 125
Figura 45 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade de enzimas
relacionados a0 TCA. ... 126
Figura 46 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na cadeia transportadora de
ClEtrons de P. GEFUZINOSA. ...............ccooviuueiiiiiiieeiieeieeee ettt e e e e e e e e e e aaeeees 127
Figura 47 — Alteracdes da via da pentose fosfato induzidos por compostos derivados da
FENAIONA.. ... e 128
Figura 48 — Alteracdes na via de biossintese de folato induzidos por compostos derivados
da fendiona em P. @eruGinOSa......................oooeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeieiieee e e et e e e e 130

X1V



Figura 49 — Esquema ilustrando a via de biossintese de folato. ..........................cccoci. 131
Figura 50 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na propor¢cio NADP*/NADPH em

P GOTUZGINOSA. . ...t e ettt e e e e e ettt e e e e e e et aeeeaeens 132
Figura 51- Alteracdes na via do metabolismo relacionado a glutationa induzida por
compostos derivados da fendiona em P. aeruginosa.....................cccccoovvviiiiiviiiiieiinniinnnnnn, 133
Figura 52 — Esquema ilustrando a via de biossintese de glutationa.................................... 134
Figura 53 — Efeitos da combinac¢do de compostos derivados da fendiona e antioxidantes no
metaboliSmo de P. AerUGiNOSA. ....................coooeeeiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee et e e e e 136

XV



4-HNE
8-0x0-G
ABS
AEM
[Ag(fendiona)>]ClO4
ANOVA
BHL
BSA
CAZ
CCBS
CEPCD
CLSI

CMB
CMI

LISTA DE ABREVIACOES

— 4-Hidroxi-2(E)-nonenal

— 8-Oxoguanina

— Absorbancia

— Agéncia Europeia de Medicamentos

— Ag-Fendiona (ou Ag-fen)

— Anédlise de variancia

— N-Butirilhomoserina lactona

— Albumina de soro bovino

— Ceftazidima

— Centro Ciéncias Biolodgicas e da Saude
— Centro Europeu de Prevengdo e Controle de Doengas

— Instituto de Padronizacdo Clinica e Laboratorial (do inglés,
Clinical and Laboratory Standards Institute)

— Concentragdo minima bactericida

— Concentragdo minima inibitoria

[Cu(fendiona);](C104)2.4H,0 — Cu-fendiona (Cu-fen)

DARMD
DCFHDA
DCIP
DiOC:(3)
DMEM

DMSO
DPTA
EARS-net

EDTA
EGTA
ENA-78

EROs

— Droga antirreumatica modificadora da doenca
— Diclorofluoresceina diacetato

— 2,6-Dicloroindofenol sodico salitrato de sodio
— Jodeto de 3,3-dietiloxacarbocianina

— Meio de Eagle modificado por Dulbecco (do inglés, Dulbecco's
Modified Eagle Medium)

— Dimetilsulfoxido
— Acido dietileno triamina penta-acético

— Rede Européia de Viligancia de Resistencia Antimicrobiana (do
inglés, European Antimicrobial Resistance Surveillance Network)

— Acido etilenodiamino tetraacético
— Acido diamino glicol eter tetraacético

— Proteina epitelial ativador de neutréfilos-78 (do inglés, epithelial
neutrophil activating protein-78)

— Espécies reativas de oxigénio

XVi



EUA
FC
FCCP
FDA

FIC
FMN
GAPDH
GHS
GSSG
HAART

HCV
HIV
|§10))
HNC
HPI
HSV-1
IDSA

IFN-y

IL
IMP
INICC

1QS
LasB
LB

LC
LPS
LTBM
MCP-1

— Estados Unidos da América
— Taxa de alteracao (do inglés, Fold-change)
— Carbonil cianida p-trifluorometoxifenilhidrazona

— Agéncia americana de administra¢do de farmacos e alimentos
(do inglés, American Food and Drug Administration)

— Indice de concentragio inibitoria fracionada
— Mononucleotideo de flavina

— Gliceraldeido-3-fosafato desidrogenase

— Glutationa reduzida

— Glutationa oxidada

— Terapia antirretroviral altamente ativa (do inglés, Highly Active
Antiretroviral Therapy)

— Virus da hepatite C

— Virus da imunodeficiéncia humana

— Peréxido de hidrogénio

— Hidroxinitrocumarina

— N-(1-carboxi-3-fenilpropil)-fenilalanil-alfa-asparagina
— Herpes simplex virus

— Sociedade de Doengas Infecciosas da América (do inglés,
Infectious Diseases Society of America)

— Interferon-gama
— Imunoglobulina
— Interleucina

— Imipenem

— Consorcio internacional de controle de infec¢ao nosocomial (do
inglés, International Nosocomial Infection Control Consortium)

— 2-(2-Hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldeido

— Elastase B

— Luria-Bertani

— Cromatografia liquida

— Lipopolissacarideo

— Laboratoério de Tecnologia em Bioquimica e Microscopia

— Proteina quimiotatica de monocitos-1 (do inglés monocyte
chemotactic protein-1)

Xvil



MDA — Malondialdeido

MDR — Resisténcia multipla a drogas (do inglés, multi-drug resistant)

MEC — Matriz extracelular

MER — Meropenem

MHA — Agar Mueller-Hinton

MHB — Caldo Mueller-Hinton

MS — Espectrometria de massas

MTT — 4,5-Dimetil-2-(tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio

MVD — Molegro Virtual Docker

NAC — N-acetilcisteina

NADH — Dinucleétido de nicotinamida e adenina

NADPH — Fosfato de dinucle6tido de nicotinamida e adenina

ONOO- — Peroxinitrito

0, — Radical superoxido

OH’ — Radical hidroxila

OCDE — Organizagao para a Cooperagao e o Desenvolvimento
Econdmico

OD — Densidade otica

OdDHL — N-(3-Oxododecanoil)-homoserina lactona

OMS — Organiza¢ao Mundial da Satde

ORF — fases de leitura aberta (do inglés, Open read frame)

PBP — Proteina ligadora de penincilina (do inglés, penicillin binding
proteins)

PCA — Andlise de componentes principais (do inglés, principal
component analysis)

PES — Fenazina etosulfato (do inglés, phenazine ethosulfate)

PGS — 2-Heptil-3-hidroxi-4-quinolona

PI — lodeto de propideo

[ON) — Quorum sensing

RPM — Rotagdo por minuto

RT-PCR — Reacdo em cadeia de polimerase em tempo real

SCFM — Meio sintético de escarro de fibrose cistica (do inglés, synthetic
cystic fibrosis sputum medium)

SDS — Dodecil sulfato de sodio

XViil



SDS-PAGE — Gel de eletroforese de poliacrilamida contendo SDS

SFB — soro fetal bovino

SMP — Sao Paulo metalo- S-lactamase

SOD — Superéxido dismutase

SP — Proteina surfactante (do inglés, surfactant protein)

TBA — Acido tiobarbittrico

TBARS — Substancias reativas ao acido tiobarbiturico

TBE — Tris-borato-EDTA

TCA — Ciclo dos acidos tricarboxilicos

TNF-a — Fator de necrose tumoral-alfa

TOF — Tempo de voo (do inglés, time of flight)

TSA — Agar triptona de soja

TSB — Caldo triptona de soja

TUNEL — Marcadogdo de fragmentagdo do DNA via dUTP e
deoxinucleotidil terminal transferase (do inglés, Transferase dUTP
Nick End Labeling)

UA — Unidades arbitrarias

UAF — Unidades arbitrarias de fluorescéncia

UFC — Unidade formadora de colonia

UPEC — Escherichia coli uropatogénicas

UTI — Unidades de terapia intensiva

uv — Ultravioleta

WST-1 — 2-(4-lodofenil)-3-(4 nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio)

XiX



1-

2-
3-

4-

SUMARIO

INTRODUGAOD .....evoeveeveereersrrsrssrssssssssessesssssssssssssessessessssssssssessessensssssssssessansansssessessessansasens 23
1.1- Resisténcia a antimicrobianos ........cccccvviiiiiiiiiininiiniinr s 23
1.2- PSeudomonNas QEIrUGINOSA ..........uueeeessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 26
1.3- Mecanismos de patogenicidade..........cccceviiiiiiiiiiiiiiiii e 28
1.4- Elastase B (LASB) ...cccicecirrcenreeniiiiisiissnnnensiissssssssnnseesssssssssssnnssesssssssssssnnssessssssssssssnssssssssssssssnns 30
1.5-  Antibioticoterapia classica contra P. Geruginosa ...............eeeiiveeiisssnnreniiiiissssssnnneenssissssssnnns 34
1.6- Novas abordagens terapULICAS......cccceriiiiiiiiisscnntetiiiiisiissnnneesssissssssssnssessssssssssssnssesssssssssssnns 36
1.7- Terapia anti-VirUIENCIa......cciviiiiivemriiiiiiiiiinnnrieniiissssssestessssssssssssnssessssssssssssnssesssssssssssnnnsanns 37
1.8- Inibidores de LasB: potencial compostos com a¢do anti-viruléncia .........ccceevveeereeeniicciisnnnns 38
1.9- Novos compostos com agao bactericida ........ccccvviiiiiiiiiiiiii 40

1.9.1- Compostos de coordenaciio: acio antimicrobiana..................ccccciiiiiiiiiii e, 41

1.9.2- Novos compostos derivados da 1,10-fenantrolina com acfio anti-bacteriana ................................. 45

1.10- Mecanismos de agao propostos para compostos de coordenagao derivados da 1,10-

FENANEIONING .. 47
1.10.1- ESTresse OXidatiVo..........coouiiiiiiiiiiiiiiie ettt et st e e ee e 47
1.10.2- Danos @a membrana bacteriana..............ooc.uiiiiiiiiiiiiii e 50
1.10.3- Disfuncio de proteinas essenciais a0 metabolismo bacteriano ................cc.ccccocoeviiiiniiiniininne 51
JUSTIFICATIVA caeeeeeeeeteetcictreieisssesssiessssssisssesssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssnes 54
(07 1 = I N 55

3.1- ODJetivo Geral....uueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiinieiiiiieeiessieiiesteeiesssteisssstesiesssseesesssstessessssassessasseses 55

3.2- Objetivos eSPECIfiCOS ..cicvcerriiriiiiieiiitiiiieiite it a e s ae e 55
IMETODOLOGIA......aeeeeeeeiieieeteiiesreeisiesresssiintssssisessssssisssssssissressssssssssssssssssssssssssssssssesnes 56

4.1- MICTOTZANISINOS ..ueviiiiiinreiiiisneniiissneiiiisneniessneeiesisstessesssnesiosssstesssssssessesssssesesssssessesssnassessasseses 56

4.2- Cultivo doS MiCror@ANISIOS ...coiciiuririiiiinieiiiisreiiiiineeiiiinieiiisieeiomsmeeissteiissiesiessteisssees 56

4.3- Compostos de COOrdeNACAQ........ceereriiiiiiiisinrreeiiiiiiiiisntrrrrtissssssssssrrerssssssssssnsssesssssesssssnssssnnsssnes 57

4.4- Analise in silico das interacoes moleculares dos derivados da fendiona e o sitio ativo de LasB

........................................................................................................................................................ 57

4.5- Obtencao dos sobrenadantes de cultivo bacteriano ..........cccccevviiiiiiiiiiiiiiiinn, 59
4.5.1- Crescimento PlanctOnico ..............cceeeviiiiiiiiiiiiiiiii e e s 59
4.5.2- Crescimento em DIiofilme..............cooouiiiiiiiiiiii e 59
4.5.3-Dosagem de Proteina .............ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et s 59

4.6- Dosagem de atividade elastinolitiCa........cccocevceiiiiiiiiiiniisiiiiiinriirr e 60

LR R A1 11 1Y 4 1 T TP 60

4.8- Imunodeteccao de LasB .........ccccviiiiiiiiiiiiiiiiiissssssssssesssssssssesssssssssssssssssssens 60

4.9- Expressao do gene lasB por reacio em cadeia de polimerase em tempo real (RT-PCR)....... 62

XX



4.10 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na toxicidade induzida por LasB em células

epiteliais pulmonares (AS49) ... e 63
4.11- Efeitos de compostos derivados da fendiona na toxicidade induzida por LasB contra larvas
de Galletiad MEONEIA..............uuueuuueeeiiiiinnneneniiiiiiicettten s aees 64
T8 B O 110 11 0 Tl 17 65
4.13- Curva teMPO-TNOTTE.....ccerieisreriisssreiiissteriesssreeiessssessesssseesesssssesssssssessesssssesssssssassessssassessasseses 65
4.14- Efeitos das combinacdes de compostos derivados da fendiona com antimicrobianos classicos
sobre a viabilidade bacteriana ............oocevvvvvmiiiiiiiiiiiiir s 66
4.15- Efeitos de antioxidante na tolerancia bacteriana aos compostos derivados da fendiona..... 67
4.16- Efeitos de compostos derivados da fendiona sobre a producio de EROs.............uuueereeennnne. 67
4.17- Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade de enzimas antioxidantes de P.
e g 68
4.17.1-Obtenciio dos exXtratos CeIUIATES .............cooiiiiiiiiiiiiiiiiiee et e e e 68
B7T.2- CatALASE.......oeieeiiiiiei e e e s e e e e e e s e bbb e et e e e s e e bbbt e eeeeeeeanrrnee 68
0 A R 0 ) ) P OO OO PPUPPPPOPIRE 69
L T N 1) 11 ] 69
4.19- Perfil de fragmentacio do DNA em gel de agorose........cccooeeeriisnrericssneiiissnnenicssnneeiesssneenes 70
4.20- Analise de fragmenta¢do do DNA por TUNEL (“Transferase dUTP Nick End Labeling”) 71
4.21 — Peroxidacao HPIdica .......cccvvviiiiiiiineiiiniiiiiriiiniiniesisisser e e s e ssan e 71
4.22- Efeitos dos compostos derivados da fendiona sobre a ultraestrutura bacteriana................. 72
4.23 - Desestabilizacio da membrana exXterna..........ccceevvcereeriiiiiiiiscnneeeiiin s 73
4.24 - Integridade da membrana plasmatica bacteriana.........ccceccercvriiiveiisseiisnnnsnnneeen. 73
4.25 - Polarizacdo de membrana plasmatica bacteriana.........cccoecercreiiiieniissniiscnnnsinneiseesnnen. 73
4.26 — Analise do perfil Metabolico ........ccvvviiiiiriisieiiiiiiiirin i 74
4.27 — Deteccao da atividade de isocitrato desigrogenase .......ccceveeeeriisnrericssneeiisssnnenscssnneeiessneenes 75
4.28- Detecciio da atividade de malato desidrogenase..........ccccvvevereriiisneeiisssnneiisssnenicnineeiesssnens 76
4.29 — Deteccio da atividade de NADH:ubiquinona oxiredutase ..........cccvevuneeriiserersissnenicssannenes 77
4.30- Avaliagio da propor¢io NAD /NADH ......ccccceveetrrerrntssesrssessstssesssssssessssssssssssssssssssssssssssesnes 77
Z RN N 1 B 1L R e Uy ] (ot T 78
RESULTADOS ......cueeveeeierieeiiieieeneisesrensiessssssisstssssiisssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnnes 79
5.1- Analise in silico da interacio entre compostos derivados da fendiona e o sitio ativo da enzima
I3 1Y 79
5.2- Efeitos dos compostos a base de fendiona na atividade in vitro de LasB..............ccccoeeuurrnnnne 82

5.3- Efeitos dos compostos derivados de fendiona na expressiao do gene /asB e na
producio/secrecio da enzima LasB.........cccoovvviiiiiiiiiiiiiiciiinnicerrrnr s 84

5.4- Efeitos dos compostos derivados da fendiona sobre a inducio de danos celulares (células
epiteliais pulmonares A549) causados por LasB.........ccccvviiiiiniiiiiiiniiiiinnieiinniennneeien. 85

XX1



5.5- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na toxicidade induzida por LasB em larvas de

L 717 17 | N 88
5.5- Avaliac¢ao do efeito antimicrobiano em diferentes meios de cultivo .........ccceevviiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 20
5.6- Avaliacio dos efeitos antimicrobianos em diferentes cepas clinicas........c..cccevrveerirreiiseeisneen. 91
5.7- Curva tempo-morte dos compostos derivados de fendiona em P. aeruginosa........................ 92
5.8 — Efeitos da combinac¢ido de compostos derivados da fendiona e ceftazidima sobre o
crescimento planctonico de P. AerUGiNOSA ........eevcuueerieeiisseeiisiiiieiiiieisreisersse e sse s 95
5.9 — Efeitos de antioxidante na tolerincia bacteriana aos compostos derivados da fendiona ..... 99
5.9- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na geracdo de EROS em P. aeruginosa........ 101
5.10- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na atividade de enzimas antioxidantes....... 104
S5.10.1- CatAlASe. ........oeeiiiiieiiieee et e e e s e e e e e e s e e br e e e e e e s e e b b reeeeeeeeeannraeee 104
T L1187 . ) 106
5.11- Danos oxidativos induzidos por compostos derivados da fendiona em P. aeruginosa........ 108
5.11.1- Atividade QCOMITASE...........cooeiiiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e e e s e e e e e e s e inreeee 108
5.11.2 - Efeitos dos compostos derivados da fendiona na degradacio do DNA bacteriano.................... 111
5.11.3- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na peroxidacio de lipideos................c.cccceeueennen. 113
5.12- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na ultraestrutura bacteriana...................... 115
5.13- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na estabilidade de membrana externa........ 117

5.14- Efeitos de compostos derivados da fendiona na estabilidade de membrana plasmatica.... 117

5.15- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na polarizacio de membrana plasmatica... 119

5.16- Alteracdes no perfil metabolico induzidos por derivados da fendiona............cccouerveueernnnes 120
BUL0.1 = TICA ..ottt ettt a e et a et e et ea bt ea bt e et e ettt ettt ettt areeane s 125
5.16.2 — Equilibrio NADP*/NADPH: via das pentoses fosfato e via de biossintese de folato.................. 127
5.16.3 — Metabdlitos relacionados a0 equilibrio redox..............c.ccocceveriiiniiiniiiiiiiiii e 132

5.13- Efeitos da combinac¢ido de compostos derivados da fendiona e antioxidantes no metabolismo

8 L T T PP 135
DISCUSSAD .....ceeeeeevesrereererrsesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 137
CONCLUSOES ......eeeeeeeeeeeeireesirsssssssssssssssesssssssssssssssssssssssasssssssssassnssssnssssnssssnssssnssssnsssanes 158
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS..........ccveeeevererresrssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssnsssssssenssssssens 160
ANEXOS ....oeeveveerreresssssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssesesssssssssssssessssnssssssnssssssensass 189

XXil



1- INTRODUCAO

1.1- Resisténcia a antimicrobianos

A introdugdo de antimicrobianos na pratica médica revolucionou a medicina moderna,
reduzindo drasticamente a mortalidade infantil e aumentando a expectativa de vida da populagio
mundial. Além disso, a utilizagdo de antimicrobianos possibilita o sucesso de cirurgias invasivas
e ¢ crucial para o sucesso de quimioterapias imunossupressoras, como as empregadas nos
transplantes de 6rgaos (HAMPTOM, 2013; BLAIR et al., 2015). Assim, para atender o uso de
antibioticos na medicina humana e como aditivos nas ra¢des utilizados na agroindustria, milhdes
de toneladas de antibioticos sdo produzidos anualmente (THANNER et al., 2016). Entretanto, nas
ultimas décadas, a eficacia da terapia antimicrobiana foi comprometida pela rapida emergéncia de
cepas multirresistentes a drogas (MDR) (BROWN & WRIGHT, 2016). A disseminacdo de cepas
resistentes a agentes antimicrobianos ¢ um fendmeno natural, que se desenvolve como
consequéncia da pressdo seletiva exercida por estes compostos quimicos (BROWN & WRIGHT,
2016). A prescri¢ao indiscriminada de antimicrobianos na pratica médica acelerou a emergéncia
de cepas MDR (BASSETTI et al., 2015). Nos Estados Unidos da América (EUA), estima-se que
pelo menos 30% das prescrigdes de antimicrobianos foram desnecessarias ou inapropriadas
(FLEMING-DUTRA et al., 2016). Além disso, os agentes antimicrobianos frequentemente
utilizados para o tratamento e preven¢ao de doencgas no setor agropecudrio também sao associados
a rapida propagagdo de microrganismos resistentes com impacto na saide humana (THANNER et
al., 2016).

Em termos econdmicos, a resisténcia a multiplos antimicrobianos resulta em altos gastos
aos sistemas de saude (publicos e privados) em todo o mundo (HOFER et al., 2018). Atualmente,
cerca de 50.000 mortes por ano nos EUA e na Europa se devem as infec¢des microbianas
resistentes a pelo menos um antimicrobiano (TACCONELLI et al., 2018). Porém, de acordo com
a previsdo publicada pela Organizagdo para a Cooperacdo e o Desenvolvimento Econdémico
(OCDE), cerca de 2,4 milhdes de pessoas na Europa, América do Norte e Australia serdo
acometidas por infecgdes fatais nos proximos 30 anos e, consequentemente, os cuidados
relacionados a saude podem chegar a até¢ US$ 3,5 bilhdes de ddlares por ano (Figura 1). De acordo
com a OCDE, os paises de baixa e média renda apresentaram as maiores taxas de prevaléncia de

microrganismos resistentes. Nesse sentido, estima-se que o numero de infec¢des causadas por
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microrganismos resistentes sera 4 a 7 vezes maior em paises como Brasil, Indonésia e Russia

quando comparados aos paises de alta renda que sdo participantes da OCDE (OCDE, 2018).
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Figura 1 — Tendéncia nas taxas de prevaléncia média de microrganismos resistentes a antimicrobianos entre os
anos de 2005 e 2030. O relatorio da OCDE reportou o aumento nas taxas de infecgdes causadas por bactérias
multirresistentes nos 52 paises participantes desta organiza¢cdo mundial (Adaptado de OCDE, 2018).

Neste cenario, destacam-se as infec¢des causadas por Pseudomonas aeruginosa, devido ao
seu tratamento clinico especialmente desafiador devido a alta prevaléncia global de cepas MDR
(Figura 2) (SONMEZER et al., 2016). Durante a década de 1960, P. aeruginosa emergiu como
um dos principais patogenos causadores de bacteremia, em que a taxa de mortalidade atingia niveis
de 90% (TAPPER et al,, 1974). Apbs a introducdo de antimicrobianos anti-pseudomoénicos na
pratica médica, a taxa de mortalidade de infegdes causadas por P. aeruginosa diminuiu para 20-
25% entre os anos de 1980-1990 (TODESCHINI et al., 1999; CHATZINIKOLAOU et al., 2000).
No entanto, a emergéncia de cepas resistentes, levou ao aumento continuo da mortalidade
relacionada as infecgdes causadas por P. aeruginosa, variando atualmente entre 20 e 70%

(VITKAUSKIENE et al., 2010; ZHANG et al., 2016).
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Figura 2 — Distribuicdo geografica da prevaléncia de cepas de P. aeruginosa resistente aos carbapenémicos
entre os anos de 2009 e 2011 (HONG et al., 2015).

O carater MDR observado em P. aeruginosa se deve, pelo menos em parte, a mecanismos
intrinsecos de resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, incluindo: tetraciclinas,
macrolideos, trimetoxazol (trimetropina/sulfametoxazol) e fluoroquinolonas (DISCROLL et al.,
2007; GELLATLY & HANCOCK, 2013). Além disso, a exposi¢ao continua aos antimicrobianos
classicos exerce pressdo seletiva na populacdo bacteriana, favorecendo a selecdo de cepas mais
resistentes, que adquirem mecanismos adaptativos de resisténcia (STRATEVA & YORDANOV,
2009; BREIDENSTEIN et al., 2011; GELLATLY & HANCOCK, 2013). A transferéncia de
mecanismos de resisténcia adaptativos se déd através do compartilhamento de material genético
bacteriano, incluindo plasmideos, transposons, integrons, profagos e ilhas de resisténcia, por meio
de conjugacdo, transformagdo ou transducdo, facilitando a incorporagdo de multiplos genes de
resisténcia ao genoma e/ou plasmideos de outras células bacterianas (GELLATLY & HANCOCK,
2013).

De acordo com o estudo epidemioldgico da proporcao de cepas resistentes conduzido pelo
International Nosocomial Infection Control Consortium (INICC), no periodo de janeiro de 2009 a

dezembro de 2015, em 422 unidades de tratamento intensivo de 36 paises da América Latina, Asia,
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Africa e Europa, revelou que 29,9% e 44,3% das cepas de P. aeruginosa foram resistentes a
amicacina e imipenem, respectivamente (ROSENTHAL et al., 2016). Em outro trabalho, a taxa
de resisténcia aos antimicrobianos cldssicos foi analisada em 115 amostras clinicas de P.
aeruginosa isoladas de pacientes internados em hospitais canadenses (entre janeiro de 2002 e
dezembro 2010), das quais 21,1% e 4,2% das amostras foram resistentes a ceftazidima e a
imipenem, respectivamente (WONG et al., 2014). A Rede Europeia de Vigilancia antimicrobiana
relatou que 20% das cepas clinicas isoladas no ano de 2015 foram resistentes a
piperaciclina/tazobactam, carbapenemas e fluoroquinilonas (EARS-Net, 2017). Nos EUA, P.
aeruginosa ¢ o principal agente de infecgdes hospitalares, dentre as quais 24,8% das amostras
clinicas isoladas, entre 2012 e 2015, apresentaram resisténcia multipla a diferentes classes de
antimicrobianos, caracterizando o fenotipo MDR (SADER et al., 2017). Nosso grupo de pesquisa
avaliou o perfil de resisténcia de 96 amostras clinicas de P. aeruginosa isoladas de pacientes
internados em hospitais do Rio de Janeiro, Minas Gerais e Espirito Santo (SILVA et al., 2014). Os
resultados revelaram que 33,3% das cepas clinicas foram resistentes a ceftadizima, enquanto

37,5% apresentaram-se resistentes ao imipenem (SILVA et al., 2014).

1.2-  Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa ¢ um microrganismo Gram-negativo, ndo fermentador da glucose, mével em
meio solido pela presenca de um flagelo polar (GELLATLY & HANCOCK, 2013) (Figura 3).
Adicionalmente, este microrganismo conta com uma sofisticada maquinaria metabolica, que
permite que esta bactéria seja capaz de crescer em inumeras fontes de carbono e nitrogénio
(DISCROLL et al., 2007). Dada a sua grande adaptabilidade a diferentes fontes nutricionais, esta
bactéria ¢ capaz de prosperar em diferentes nichos ambientais, incluindo solo, rizosfera vegetal e
filosfera, bem como nos tecidos de hospedeiros, que apresentam caracteristicas fisico-quimicas
distintas (DRISCOLL et al., 2000; LA ROSA et al., 2018). A versatilidade metabolica de P.
aeruginosa se deve a plasticidade de seu genoma. STOVER e colaboradores (2000) sequenciaram
o genoma de P. aeruginosa (cepa de referéncia denominada PAO1) e verificaram a presencga de
6,3 milhodes de pares de base. Além disso, P. aeruginosa possui um sofisticado sistema regulador
de expressdo génica (aproximadamente 8,4% dos genes estdo envolvidos em processos

regulatorios) (STOVER et al., 2000).
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Figura 3 — Pseudomonas aeruginosa. (A) Caracteristicas morfotintoriais apo6s coloragdo pelo método de Gram,
evidenciando-se bacilos Gram-negativos (MANDIGAN et al., 2010); (B) Ultraestrutura de células de P. aeruginosa
através de microscopia eletronica de transmissdo, destacando-se a presenga do flagelo polar, que confere motilidade
a esta bactéria (GARETT et al., 1999); (C) Crescimento bacteriano em agar cetrimide, evidenciando-se a producdo de
pigmento esverdeado caracteristico, denominado de piocianina, um conhecido fator de viruléncia deste patdogeno
(GALDINO et al., 2016).

P. aeruginosa é considerado um dos principais patdégenos oportunistas humanos, causador
de infec¢des comunitdrias e hospitalares, que acomete principalmente pacientes
imunocomprometidos, particularmente aqueles com neutropenia, queimadura, cancer, diabetes
mellitus, doenga pulmonar crénica obstrutiva e fibrose cistica (CEZARIO et al., 2009; PRASAD
et al., 2009; BALASUBRAMANIAN et al., 2013). Além disso, a habilidade deste patogeno em
colonizar e sobreviver por periodos prolongados em ambientes imidos, permite que equipamentos
respiratorios, dispositivos médicos, desinfetantes, esfregdes, comida e antissépticos constituam os
principais reservatorios deste microrganismo, sobretudo no ambiente hospitalar (GELLATLY &
HANCOCK, 2013). De acordo com a Agéncia Nacional de Satde (ANVISA), P. aeruginosa foi
o terceiro patdogeno mais prevalente em infec¢cdes nosocomiais em pacientes internados em
unidades de terapia intensiva (UTI) (ANVISA, 2016). Ja nos EUA, P. aeruginosa foi o bacilo
Gram-negativo ndo fermentador da glucose mais prevalente em infec¢des nosocomiais, sendo
observado em 16% dos casos de pneumonia associadas a ventilagdo mecanica, 11% das infec¢des
do trato urinario associados ao uso de dispositivos médicos, 8% das infecgdes pos-cirurgicas e 6%
de infecgdes sanguineas disseminadas (LISTER et al., 2009; DUSZYNSKA et al., 2015;
FLORES-MIRELES et al., 2015).

As principais manifestacdes clinicas nosocomiais causadas por este microrganismo
incluem: infec¢des de sistema respiratorio (pneumonias), trato urindrio, pele, articulagdes e 0ssos,

feridas, queimaduras e infec¢des disseminadas (GELLATLY & HANCOCK, 2013; TASHIRO et
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al., 2013). Apesar de ser um patdégeno primariamente nosocomial, P. aeruginosa também pode
estar relacionado as infecgdes comunitérias, dentre as quais se destacam: infec¢des oculares,
sobretudo ceratites associadas ao uso de lentes de contato, otites externas, infecgcdes de pele e
tecidos moles bem como feridas de pacientes diabéticos (GELLATLY & HANCOCK, 2013;
TASHIRO et al., 2013).

1.3- Mecanismos de patogenicidade

A patogenicidade de P. aeruginosa esta relacionada a combinacdo de diversos fatores que
incluem: plasticidade genomica e, consequente, versatilidade metabdlica; resisténcia multipla aos
antimicrobianos e a habilidade de produzir uma enrome variedade de atributos de viruléncia
(BALASUBRAMANIAN et al., 2013) (Figura 4). Os fatores de viruléncia desempenham papéis
cruciais na colonizagao, invasao de tecidos, sobrevivéncia intracelular e disseminagdo bacteriana.
P. aeruginosa possui diversas classes de adesinas, incluindo pili e flagelo, responsaveis pela
aderéncia desse microrganismo a receptores de superficie presentes nas células do hospedeiro. Esta
adesao inicial resulta na modulagdo da produgdo dos fatores de viruléncia, de modo que enzimas
bacterianas imunoprotetoras passam a ser produzidas abundantemente, por exemplo: (1) elastase
e peptidase alcalina, que protegem a bactéria da atuagdo do sistema imune, clivando
imunoglobulinas (Ig) A e IgG, componentes do sistema complemento, citocinas, fibronectina,
fribina, elastina e inativando interferon-gama (IFN-y) e fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a); (2)
leucocidinas, que afetam neutréfilos; (3) duas hemolisinas termolabeis — a fosfolipase C e a
lecitinase, que sinergicamente agem hidrolisando lipideos e lecitinas; (4) exotoxina A, que ¢ capaz
de inibir a fagocitose e suprimir a resposta imune celular, bem como inibir a biossintese de
proteinas, causar a morte celular e necrose do tecido; e (5) exoenzima S, que ¢ responsavel pela
degradacdo de proteinas de citoesqueleto, pela clivagem de IgG e IgA e pela resisténcia aos
mecanismos de killing de macréfagos; (6) exoenzima U, uma citotoxina que exibe potente
atividade pro-inflamatodria devido ao acentuado recrutamento de neutréfilos nos tecidos infectados,
ativando NF-kB e estimulando a expressdo e secrecdo de interleucina (IL)-8 durante a infecgdo
por P. aeruginosa (WINSTANLEY & FOTHERGILL, 2009; LIMA et al., 2012). Desta maneira,
a produgdo de fatores de viruléncia torna as infecgdes causadas por P. aeruginosa altamente

invasivas e toxigénicas (NEWMAN et al., 2017).
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Figura 4 — Fatores de viruléncia produzidos por P. aeruginosa. Esta bactéria produz um arsenal de fatores de
viruléncia, dos quais destacam-se: (i) lipopolissacarideo (LPS), que induz a produgdo de citocinas; (ii) pili, que ajudam
a adesdo bacteriana as células epiteliais respiratorias; (iii) flagelo, que participa de eventos de mobilidade, adesdo e
internalizagdo; (iv) moléculas liberadas extracelularmente como peptidases (responsaveis pela clivagem de proteinas
hospedeiras chave), exotoxina A (inibi¢ao da sintese de proteinas hospedeiras), exoenzima S (induz efeito citotoxico),
exoenzima U (efeito antifagocitico), fosfolipase C (clivagem de fosfolipidios de membrana), pigmentos (muitos
efeitos bioldgicos, como a piocianina que induz radicais livres nas células hospedeiras), ramnolipidios (agdo
detergente), lectinas soliveis (inibi¢do do batimento de células pulmonares) e alginato (inibi¢ao da fagocitose, agdo
antifungica e respostas imunes do hospedeiro) (Adaptado de GALDINO et al., 2017).

SMITH e colaboradores (2006) realizaram uma analise comparativa da expressao génica
relacionada a viruléncia em cepas de P. aeruginosa isoladas de infec¢cdes pulmonares agudas e
cronicas. Os autores relataram que as amostras clinicas de infec¢des agudas expressaram uma
ampla gama de genes de viruléncia; enquanto, os isolados de infec¢do cronica modularam

negativamente a expressao de genes relacionados a mobilidade bacteriana, bem como a biossintese
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de pigmentos bacterianos e o sistema de secre¢do do tipo III. Além disso, isolados de infec¢des
cronicas apresentam maior produgdo de alginato e outros exopolissacarideos, sendo capazes de
formar biofilmes mais espessos e, consequentemente, mais resistente a drogas antimicrobianas e
as respostas imunolédgicas do hospedeiro (HOGARDT et al., 2010; AL-WRAFY et al., 2017).
Além disto, também foi observada a reducdo na atividade enzimatica de peptidases secretadas em
cepas de P. aeruginosa isoladas de infec¢des cronicas (SMITH et al., 2006).

Dentre os fatores de viruléncia, as enzimas hidroliticas desempenham papel central na
destruicdo das barreiras fisicas, além de promover a resisténcia aos componentes imunologicos
celulares (fagocitose) e humorais (sistema complemento, anticorpos e peptideos antimicrobianos)
do hospedeiro (GALDINO et al., 2017). Adicionalmente, as peptidases produzidas por P.
aeruginosa participam na fisiologia bacteriana atuando nos processos de nutri¢cao e remodelamento
celular (GELLATLY et al., 2013; CROUSILLES et al., 2015; GALDINO et al., 2017). Dentre as
5.568 fases de leitura aberta (ORFs, do inglés Open read frame) presentes no genoma de P.
aeruginosa (cepa PAO1), 155 (2,8%) ORFs foram preditas como regides gendomicas responsaveis
pela sintese de peptidases (STOVER et al., 2000). Além disso, este patdgeno possui inimeros
sistemas secretorios capazes de liberar macigamente grandes quantidades de peptidases

(MORADALI et al., 2017).

1.4- [Elastase B (LasB)

Em meio ao arsenal de viruléncia produzido por P. aeruginosa, elastase B (também
conhecida como LasB ou pseudolisina), devido a sua multifuncionalidade, ¢ uma das principais
protagonistas da patogénese deste microrganismo (KESSLER et al., 1998; GALDINO et al., 2017,
SANTOS et al., 2017). LasB ¢ uma metalopeptidase dependente de zinco, pertencente a familia
das termolisinas peptidases M4 (vide MEROPS database). Estruturalmente, LasB possui 4
dominios conservados: (i) o dominio FTP (regido localizada no peptideo sinal, entre os
aminodcidos 56 ¢ 99), descrito como dominio essencial a preveng@o da ativagdo prematura e tem
uma atividade semelhante a chaperona (TANG et al., 2003); (ii)) dominio PepSY (localizado entre
os aminodcidos 122 e 192), responsavel pela inibi¢ao da ativididade enzimatica inicial (YEATS et
al., 2004); (ii1)) o dominio peptidase-M4 (localizado entre os aminoacidos 207 e 492), composto
por dois motivos ligados por uma hélice central, que fornece varios residuos importantes para a

catalise, e (iv) os sitios de ligacdo ao Ca’?" e Zn?>" que participam, respectivamente, da estabilizacdo
gag quep p P ¢
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estrutural e da atividade enzimatica (Figura 5) (RAWLINGS et al., 1995; BANBULA et al.,
1998). Além disso, o sitio catalitico de LasB ¢ composto por trés regides principais: (i) o sitio de
fenda de zinco (Hisi40, His144 € Gluies), (ii) 0 centro catalitico (Gluis1) e (iii) o sitio de ligagdo ao

substrato (Tyriss, His2os € Asp221) (HANGAUER et al., 1984).
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Figura 5 — Sequéncia de aminoacidos de LasB de P. aeruginosa. Sequéncia de aminoacidos e representagio
esquematica da distribui¢do de dominios na cadeia polipeptidica de LasB produzida por P. aeruginosa (PAO1). Os
residuos de peptideo sinal (verde), FTP (azul), PepSY (laranja) e dominio M4 (amarelo) foram destacados pelas caixas
coloridas. Os aminoacidos da sequéncia polipeptidica madura (que ¢ secretada) estdo representadas em negrito
(Adaptado de GALDINO et al., 2019).
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A sintese de LasB ¢ comandada pela expressdo do gene /asB, que por sua vez ¢ finamente
regulada pelos ativadores transcricionais Las e Rhl (BEVER et al.,1988; HAN et al., 2014).
Inicialmente, LasB ¢ sintetizada como uma pré-pré-enzima de 498 aminoécidos (~53 kDa)
(BEVER et al, 1988). Durante o processo de maturacdo, o peptideo sinal ¢ clivado da pré-
proenzima, logo apds a translocagdo pela membrana plasmatica (HAN et al, 2014). No
periplasma, a pro-enzima (formada pelo pro-peptideo e proteina madura) ¢ dobrada pela atividade
chaperona do dominio FTP e a pré-enzima tem sua estrutura estabilizada pela formacdo de uma
ligacdo dissulfeto entre os residuos Cysz70 € Cys297 (RAWLINGS et al., 2012; HAN et al., 2014).
Em seguida, o pro-peptideo ¢ clivado, mas permanece ligada a enzima madura por ligagdes nao
covalentes. Neste momento, a segunda liga¢do dissulfueto ¢ formada entre Cysso e Cysss e,
finalmente, o complexo pro-peptideo e enzima € secretado pelo sistema secretor tipo 2 (maquinaria
Xcp). No ambiente extracelular, a pro-enzima adquire a sua forma madura e ativa pela dissociagao
e degradacao do pro-peptideo (RAWLINGS et al., 2012; HAN et al., 2014).

A atividade enzimatica de LasB ¢ crucial no processo de invasao tecidual e na colonizagao
dos compartimentos mesenquimais (Figura 6) (GOLOVKINE et al., 2014; NOMURA et al.,
2014). LasB cliva a elastina nos dominios hidrofébicos, seguido da ruptura de fibras de elastina
em unidades estruturais monoméricas (YANG et al., 2015). A atividade elastinolitica foi relatada
como um importante agente nocivo a células pulmonares infectadas com P. aeruginosa, sendo um
dos principais compenentes indutores de perda da funcdo pulmonar (BRUCE et al, 1985;
ERICKSON et al., 2002). Detectou-se a presenca de elastase no escarro coletado de pacientes
portadores de fibrose cistica com infec¢des cronicas e severas por P. aeruginosa (BRUCE et al.,
1985). Além disso, a andlise histopatoldgica de pacientes autopsiados revelou a presenca de fibras
de elastina alteradas nos alvéolos pulmonares, indicando que a ruptura proteolitica do tecido
conjuntivo pulmonar ¢ um processo continuo no pulmao de pacientes portadores de fibrose cistica
cronicamente infectados por P. aeruginosa (BRUCE et al., 1985). Além de clivar a elastina, LasB
¢ capaz de promover dano tecidual pela degradagdo de outras proteinas constituintes da matriz
extracelular do hospedeiro, como colageno tipo III e IV, laminina, fibronectina e vitronectina
(HECK et al., 1986; ERICKSON et al., 2002; BEAUFORT et al., 2011). LasB também ¢ capaz
de desorganizar a membrana basal pela degradacdo de jungdes intercelulares, como ocludina,
claudina-1, claudina-4 ¢ tricelulina (AZGHANI et al., 2000; BEAUFORT et al., 2013; REBOUD
et al., 2016).
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LasB também modula as respostas imunologicas do hospedeiro pela degradagdo de IgA e
IgG (POTEMPA et al, 2009; SUAREZ-CUARTIN et al, 2017) (Figura 6). Nesse sentido,
fragmentos de IgG degradados pela LasB inibem a fagocitose, uma vez que a interagdo entre os
fragmentos de IgG e os receptores de IgG nos neutréfilos impossibilita a opsonizagdo das células
bacterianas (DORING et al.,1984). De maneira similar, observou-se a presenga de produtos de
degradagdo da IgA nas lagrimas de pacientes infectados com P. aeruginosa (BAINBRIDGE et al.,
1989; HECK et al., 1990). Adicionalmente, essa enzima subverte as defesas do hospedeiro através
da inativa¢do de citocinas e quimiocinas, como TNF-a, IFN-y e IL-2, proteina quimiotatica de
monocitos-1 (MCP-1, do inglés monocyte chemotactic protein-1) e proteina epitelial ativador de
neutrofilos-78 (ENA-78, do inglés epithelial neutrophil activating protein-78) (BAINBRIDGE et
al., 1989; HECK et al., 1990). Em consonancia com esses achados, verificou-se que isolados
clinicos recuperados de vias aéreas de pacientes portadores de fibrose cistica exibiram mutac¢des
no gene lasR (um regulador de quorum sensing), que resulta na menor produ¢do de LasB, levando
a resposta inflamatoria exacerbada pela superproducdo de IL-6 e IL-8 por células pulmonares
epiteliais (LEIDAL et al., 2003; FOLKESSON et al., 2012; LORE et al., 2012). Além disso, o
clearance bacteriano ¢ modulado negativamente pela degradacdo dos componentes da via do
complemento, incluindo os componentes C1 e C3 ligados as células, bem como pelos componentes
C5, C8 e C9 da fase fluida (LAFAYETTE ef al., 2015). Ainda, LasB ¢ capaz de degradar proteinas
surfactantes (SP-A e SP-D), que sdo responsaveis pelo reconhecimento e ligacdo a
oligossacarideos presentes na superficie celular de muitas bactérias, com a finalidade de sinalizar
para a eficaz fagocitose por macréfagos do hospedeiro (MARIENCHECK et al, 2003).
Anteriormente, foi observado que camundongos knockout SP-D eram mais suscetiveis a ceratites
causadas por P. aeruginosa (MARIENCHECK et al., 2003; HEIMER et al., 2013). Outro substrato
degradado pela LasB ¢ o peptideo antimicrobiano LL-37 (SCHIMIDTCHEN et al., 2002;
McCORMICK et al., 2007). A clivagem do LL-37 parece ser crucial durante infeccdes causadas
por P. aeruginosa em ulceras cronicas. Anteriormente foi relatado que os produtos de degradagao
de LL-37 foram detectados em fluidos de ulcera de pacientes infectados cronicamente por P.
aeruginosa (SCHIMIDTCHEN et al., 2002; McCORMICK et al., 2007; STREMPEL et al., 2015).

Dado o protagonismo de LasB na patogénese de P. aeruginosa, a delecdo do gene lasB
resultou em uma infec¢cdo menos invasiva de células epiteliais da cérnea de coelho (COWELL et

al.,2003). De maneira similar, ensaios in vivo mostraram que as infec¢des em camundongos e
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Caenorhabditis elegans por cepas de P. aeruginosa AlasB foram menos severas do que as

infeccdes causadas por cepas de tipo selvagem (TANG et al.,1996; TAN et al.,1999).
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Flagelo polar

Elastase B

DUDLIBIODC ORIUINN

Degradacdo de componentes do
sistema imune hospedeiro

Destruicdo das barreiras
epiteliais e endoteliais

Degradagdo de MEC
. ' L N S o8
2 o % ™
Q ’..'\
%

Peptideo Matriz extracelular
Aminodcidos (MEC)

Figura 6 — Participacdo da LasB em multiplos processos fisiopatologicos de P. aeruginosa. LasB ¢ uma
metalopeptidase multivalente que participa de: (i) eventos fisiolégicos pseudomonais, em especial, nutri¢do
bacteriana; (ii) lesdo tecidual pela degradagdo de proteinas da matriz extracelular do hospedeiro (por exemplo, elastina,
colageno tipo III e IV, fibronectina, fibrina) e destruicdo da jungdo epitelial e (iii) ruptura do sistema imunologico
inato e adaptativo, através da inativagdo de componentes do sistema imune (adaptado de GALDINO et al., 2019).

1.5- Antibioticoterapia classica contra P. aeruginosa

O tratamento ideal de infec¢des bacterianas pressupde o conhecimento do perfil de
susceptibilidade as diferentes classes de antimicrobianos bem como suas caracteristicas genéticas
(HIRAKAWA et al. 2010, BASSETTI et al., 2018). Os principais B-lactamicos utilizados nos
regimes de tratamento de infecgdes causadas por P. aeruginosa incluem: monobactana,
ceftazdima, cefepima, imipenem, meropenem e doripenem, e os antibioticos combinados com

inibidores de B-lactamase (piperacilina/tazobactam, ceftazidima/avibactam,
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ceftolozana/tazobactam) (WRIGHT et al., 2017; BASSETTI et al., 2018). Os antimicrobianos [3-
lactamicos tém a sua acdo na fase final da biossintese do peptidoglicano, inibindo
irreversivelmente as enzimas D-D-carboxitranspeptidase e glicosiltransferase, também conhecidas
como proteinas ligadoras de penincilina (PBPs, do inglés penicillin binding proteins) (KONG et
al.,2010; BASSETTI et al., 2018). Além disto, o complexo B-lactamicos-PBP induz a produgao
de autolisinas bacterianas, que degradam a parede celular, fragilizando-a ainda mais (MADIGAN
et al., 2010; PHILIPPE et al., 2014).

Os aminoglicosideos representam outra classe de antimicrobianos ainda eficiente no
tratamento de infec¢des causadas por P. aeruginosa. Os aminoglicosideos de primeira escolha sdo
gentamicina e tobramicina. Esta classe de antibidtico ¢ capaz de estabelecer ligagdes quimicas
(pontes de hidrogénio e de ligacdes ionicas) com rRNA 16S da subunidade 30S do ribossoma.
Embora a interagdo aminoglicosideo-ribossoma nio impega a formagao do complexo de iniciagao
da sintese proteica, esta ligagdo promove alteragdes estéricas no sitio de sintese proteica, que
resultam na leitura incorreta na sequéncia de cddons e culminam na sintese de proteinas aberrantes
(WRIGHT et al., 2017; BASSETTI et al., 2018).

Além de B-lactdmicos e aminoglicosideos, as polimixinas sdo opg¢des de compostos anti-
pseudomonicos. As polimixinas sd3o antibidticos polipeptidicos ciclicos, descobertos em 1947,
isolados da bacteria Bacillus polymyxa (FALAGAS et al., 2005). A polimixina B foi langado no
mercado em meados da década de 1950, porém seu uso foi banido logo em seguida devido a sua
elevada toxidez renal. No entanto, devido a ineficiéncia dos antimicrobianos carbapenémicos, o
uso das polimixinas isoladas ou em combinag¢do tem crescido no tratamento de infecgdes
nosocomiais severas (FALAGAS et al., 2005; PETROSILLO et al., 2008; VAARA, 2018;
MELETIS et al. 2018). As polimixinas sdo moléculas anfipaticas, que atuam primariamente
interagindo com as membranas externa e citoplasmatica. O grupamento diaminobutirato da
polimixina forma interagdes eletrostaticas com os grupamentos fosfato do lipidio A, constituinte
do lipopolissacarideo (LPS), principal componente do folheto externo da membrana externa de
bactérias Gram-negativas. A interacdo com a polimixina promove a remocao dos ions calcio e
magnésio dos lipidios de membrana, aumentando a permeabilidade dos envoltorios celulares,
levando ao extravasamento do contetdo citoplasmatico e culminando com a morte da bactéria

(POIREL et al., 2017). Atualmente, existem cinco compostos classificados como polimixinas
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(polimixinas, A, B, C, D e E), porém apenas dois deles, polimixina B e E (colistina), sdo utilizados

clinicamente (VELKOV et al., 2013).

1.6- Novas abordagens terapéuticas

Conforme abordado anteriormente, devido a rapida emergéncia de cepas MDR, o
tratamento de infecgdes causadas por P. aeruginosa representa um grande desavio para os gestores
de saude publica em todo o mundo (Figura 1) (VITKAUSKIENE et al., 2010; ZHANG et al.,
2016). Apesar deste quadro preocupante, nas ultimas décadas, tem sido observado o notavel
declinio no desenvolvimento e produgdo de novas moléculas com agdo antimicrobiana
(BASSETTI et al., 2013). Nesse sentido, desde o inicio dos anos 2000, apenas trés novas classes
de antimicrobianos foram introduzidas no mercado para uso humano (BASSETTI et al., 2017,
TIMSIT et al., 2019) (Figura 7). Isto se deve, em parte, porque novos compostos candidatos a
antimicrobianos derivados estruturalmente de farmacos ja estabelecidos tém maiores chances de
sucesso no processo de aprovagdo para o uso clinico (SILVER, 2011), a saber: (i) requer menor
aporte financeiro; (ii) requer ensaios pré-clinicos e clinicos de comprovagdo da eficacia menos
rigorosos; (iii) efeitos colaterais ja descritos; (iv) mecanismos de acdo conhecidos e (v) adequagao
aos normas regulatorias para a aprovagao (ANDES et al., 2004; CASSIR et al., 2014; SHARMA
et al., 2017).
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Figura 7 — Numero de novos antimicrobianos aprovados para o uso clinico nos ultimos anos. A figura evidencia
a deficiéncia de novas classes de antibioticos aprovados para o uso clinico (adaptada de BASSETTI et al., 2013).
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Além do déficit na inovacdo de moléculas antibidticas, o desenvolvimento de novos
antimicrobianos ndo ¢ mais considerado um investimento economicamente rentavel para a
industria farmacéutica (BARLLETT et al., 2013; BASSETTI et al., 2017, TIMSIT et al., 2019).
No geral, o uso de antimicrobiano por um individuo € realizado por um periodo curto de tempo.
Por este motivo, esta classe de fArmaco ndo ¢ tdo lucrativa quando comparados a medicamentos
prescritos para doengas crdnicas, como cardiovasculares, diabetes, pressdo arterial, distirbios
psiquiatricos, asma ou refluxo gastresofagico (PIDDOCK et al., 2012; ASLAM et al., 2018). De
acordo com o estudo realizado pela Office of Health Economics, o lucro da industria farmacéutica
obtivo a partir do desenvolvimento de um novo antimicrobiano ¢ de US$ 50 milhdes de ddlares,
ao passo que o lucro obtido de um novo medicamento para o tratamento de doengas
neuromusculares pode ultrapassar a marca de US$ 1 bilhdo de délares (BARLLETT et al.,, 2013;
BASSETTI et al., 2017; ASLAM et al., 2018).

Posto o cenario alarmante do esgotamento do repertdrio farmacéutico para o tratamento de
infeccoes multirresistentes e o desinteresse da industria farmacéutica na pesquisa e
desenvolvimento de novos antimicrobianos, nos ultimos anos, a Organizagdo Mundial da Saude
(OMS) vem ressaltado a resisténcia antimicrobiana como uma das trés maiores ameagas a saude
humana (OMS, 2018). Relatorios publicados pela Sociedade de Doengas Infecciosas da América
(IDSA) (BOUCHER et al., 2017; DRUSANO, 2017) e pelo Centro Europeu de Prevencdo e
Controle de Doengas e da Agéncia Européia de Medicamentos (CEPCD/AEM) (CEPCDM/AEM,
2009, BOUCHER et al., 2017; DRUSANO, 2017) relataram que ha poucos medicamentos em
ensaios clinicos que oferecam esperancas para o tratamento de infec¢des causadas pelos patdégenos
denominados “ESKAPE” (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.), que atualmente causam
a maioria das infec¢des hospitalares no mundo (BOUCHER et al., 2017; DRUSANO, 2017).
Baseado nisto, a OMS sugeriu que houvesse a priorizacdo de pesquisa e desenvolvimento de novos
antimicrobianos contra bactérias Gram-negativas, em especial para P. aeruginosa resistentes aos

carbapenemas (TACONELLI et al., 2017).
1.7-  Terapia anti-viruléncia

Uma das mais promissoras alternativas, que visa o tratamento de infec¢des persistentes, ¢

a terapia anti-viruléncia. Esta abordagem terapéutica visa reduzir a patogénese pela inibi¢ao da
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expressdo ou atividade biologica de fatores de viruléncia, sem necessariamente afetar o
crescimento microbiano (DICKEY et al., 2017). Como os compostos anti-viruléncia ndo visam
diretamente a interferéncia na proliferacdo microbiana, a pressdo evolutiva ¢ menor, retardando a
selecdo de subpopulacdes resistentes (IMPERI ez al., 2019). Ao inibir os mecanismos de viruléncia
bacteriano, os compostos anti-viruléncia permitem que o sistema imune do hospedeiro impeca a
colonizacdo bacteriana inicial, bem como pode abolir uma infecc¢do ja estabelecida (CEGELSKI
et al., 2008; RASKO & SPERANDIO, 2010). Além disso, os compostos anti-viruléncia podem
ser usados em combinagdo com agentes antimicrobianos classicos, que podem agir sinergicamente
para controlar infec¢des refratarias (RASKO & SPERANDIO, 2010). Com base no uso potencial
da abordagem anti-viruléncia no tratamento de cepas resistentes, varios grupos de pesquisa t€ém
dedicado grandes esfor¢cos na busca de novos alvos microbianos terapéuticos, bem como novos
compostos anti-viruléncia eficazes, o que reflete o aumento substancial no nimero de publica¢des

focadas na pesquisa de inibidores de viruléncia (Figura 8).
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Figura 8 — Numero crescente de publicagdes relacionadas a estratégia anti-viruléncia. O numero de publicac¢des
foi sumariado através de uma busca no banco de dados PubMed (www.pubmed.com) em 14 de maio de 2018,
utilizando as palavras-chave “anti-viruléncia”. Para esta analise, considerou-se apenas os artigos publicados em inglés
contendo a verbete “anti-viruléncia” no titulo ou resumo. O grafico mostra que o numero de publicacdes de anti-
viruléncia estd aumentando acentuadamente ao longo do tempo e o grafico de inser¢éo enfatiza isso, demonstrando
que nos ultimos 5 anos o numero de publicagdes de anti-viruléncia aumentou mais de 300% (adaptada de GALDINO
etal., 2019).

1.8- Inibidores de LasB: potencial compostos com ac¢io anti-viruléncia
O relevante papel de peptidases microbianas no estabelecimento e manutengdo de

processos infecciosos, reforca a relevancia desta classe enzimatica como alvos de drogas anti-

38



viruléncia (ZHU et al., 2015; CALVERT et al.,2018; GALDINO et al., 2019; FLEITAS et al.,
2019). No cenario atual, os inibidores de aspartico e serino peptidases sdo amplamente utilizados
na pratica médica para o tratamento de infec¢des virais, respectivamente, causadas pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e virus da hepatite C (QUENN, 2008; CULP et al., 2017). Sem
duvida, a introdugdo de inibidores de peptidase na terapia antirretroviral altamente ativa (HAART)
resultou no significante aumento de sobrevida e melhor progndstico de pacientes portadores do
HIV (QUENN, 2008; CULP et al., 2017). Portanto, diante dos bons resultados obtidos com o uso
de inibidores de peptidases no tratamento de infec¢des virais, destaca-se esta classe de inibidores
como potenciais agentes anti-viruléncia.

Considerando a acdo multifacetada da LasB na patogénese de P. aeruginosa, diversos
grupos buscam novas drogas que se liguem e inibam a atividade proteolitica associada a esta
enzima. A inibi¢do da atividade elastinolitica atenua a viruléncia de P. aeruginosa: (i) reduzindo
a invasividade bacteriana através dos tecidos do hospedeiro, (ii) evitando o bloqueio do sistema
imune hospedeiro durante infecgdes cronicas e (iii) bloqueando a via de sinalizagao para formagao
inicial de micro-colonias e estruturagao do biofilme (CATCHCART et al., 2011; SULEMAN,
2018). Tendo em vista que a LasB pertence a classe das metalopeptidases, agentes quelantes sdo
potentes inibidores desta enzima (KOCABIYIK et al, 1995; CATCHCART et al., 2011).
KOCABIYIK e colaboradores (1995) descreveram a importancia dos metais divalentes na
atividade de LasB produzida por P. aeruginosa. Observou-se que a atividade da LasB foi
completamente inibida pela adicdo de agentes quelantes, como EDTA e EGTA (KOCABIYIK et
al., 1995). A inibi¢do da LasB por agentes quelantes resulta da remocgao de cations, zinco e calcio,
que sdo essenciais para estabilizagdo da estrutural dessa enzima bem como para atividade catalitica
(SULEMAN et al., 2016).

A estrutura da LasB complexada com o ligante ativo N-(1-carboxi-3-fenilpropil)-
fenilalanil-alfa-asparagina (HPI) (PDB:1U4G) foi usada para investigar possiveis interacdes entre
o sitio catalitico de LasB e a 1,10-fenantrolina (GALDINO et al., 2019). As andlises de docking
molecular revelaram que a 1,10-fenantrolina ndo foi capaz de se ancorar de maneira estavel ao
sitio ativo desta enzima. Esta interagdo resultou na formagao de uma ponte de hidrogénio com uma
molécula de 4gua e baixa energia de interagdo (-26,25 Kcal/mol) (Figura 9). Refor¢cando, assim,
que a atividade inibitoria da 1,10-fenantrolina se deve ao sequestro de ions metalicos, assim como

os demais quelantes bidentados (GALDINO et al., 2019). Portanto, a descoberta e o
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desenvolvimento de drogas anti-LasB permanecem uma alternativa de riqueza para combater as

crescentes taxas de tratamento de insucessos por antibidticos.

LasB 1,10-Phen

Figura 9 — Estudos de docking molecular entre LasB e 1,10-fenantrolina. Os ensaios in silico foram realizados
utilizando a estrutura cristalizada da elastase produzida por P. aeruginosa depositada no RCB PDB Protein Data Bank
(co6digo:1U4G). Observou-se que a 1,10-fenantrolina foi capaz de estabelecer apenas um hidrogénio ligado a uma
molécula de agua (A), no entanto, apesar da intera¢@o fraca entre 1,10-fenantrolina e LasB, observou-se que este
composto foi capaz de inibir a atividade elastinolitica (B) (GALDINO et al., 2019).

1.9- Novos compostos com ac¢do bactericida

Conforme abordado anteriormente, o ritmo atual do desenvolvimento de novos farmacos
antimicrobianos ndo ¢ suficiente para acompanhar a rapida dispersdo de cepas MDR (ZAMAN et
al., 2017). Neste sentido, o desenvolvimento de novas terapias antimicrobianas contra
microrganismos Gram-negativo ¢ especialmente desafiador. A complexa composi¢ao lipidica das
membranas, externa e plasmatica, de bactérias Gram-negativas formam uma barreira fisico-
quimica de maneira a afetar a penetracao de drogas (EPAND et al., 2007; SILVER et al., 2011;
HAYAKAWA et al., 2019). Além disso, a presenca de porinas e bombas de efluxo na membrana
externa de bactérias Gram-negativas atuam como mais uma linha de defesa contra a entrada de
compostos toxicos (AMARAL et al., 2014; TAYLOR et al., 2019). Associado aos mecanismos
intrinsecos de resisténcia, a exposi¢do continua aos antimicrobianos classicos exerce pressao
seletiva na populagdo bacteriana, favorecendo a selecao de cepas mais resistentes, que adquiriram
mecanismos adaptativos de resisténcia (GELLATLY & HANCOCK, 2013; ARIAS-LEON et al.,
2018). Tendo em vista que a resisténcia aos antimicrobianos ¢ um fendémeno natural e inevitavel,

a busca ininterrupta por novas moléculas com propriedades antibacterianas se torna uma estratégia
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atrativa, ampliando o numero de possiveis ferramentas disponiveis para o tratamento de infec¢des

multirresistentes (GAJDACS, 2019).

1.9.1- Compostos de coordenacio: acio antimicrobiana

Compostos de coordenagdo, por defini¢do, sdo caracterizados pela formagao de ligagdes
coordenadas entre os ligantes doadores de pares eletronicos e os ions metalicos que atuam como
aceptores de elétrons (HOUSE, 2013; ALFARO-FUENTES et al., 2017). Neste contexto, as
aplicacdes terapéuticas de compostos de coordenacdo tém recebido grande aten¢do nos ultimos
anos (MAHAPATRA et al., 2019). Dentre os metalofarmacos utilizados com fins terapéuticos,
destacam-se: (i) compostos coordenados a cisplatina para o tratamento antineopléasico; (ii)
compostos coordenados ao ouro utilizados no tratamento de artrite reumatoide; (iv)
metalofarmacos de cobalto utilizados no tratamento de infec¢des virais; (v) metalofarmacos a base
de antimodnio e arsénico utilizados na terapia antiparasitaria; (vi) compostos de coordenagdo no
tratamento de infecgdes virais e bacterianas (Figura 10) (KOMEDA, 2012; MJOS & ORVIG,
2013; YASUI & YOSHIKAWA, 2017; ALESSIO et al., 2019; MAHAPATRA et al, 2019).

Aprovado em 1979 pela agéncia americana de administracdo de farmacos e alimentos
(FDA, do inglés, American Food and Drug Administration), a cisplatina ¢ um dos principais
farmacos utilizados no esquema de tratamento padrao contra diferentes tipos de cancer, incluindo:
carcinomas espinocelulares de cabega e pescogo, carcinoma avancado da bexiga, tumores
metastaticos do ovario, tumores metastaticos do testiculo (ANVISA, 2016; DABROWAIK et al.,
2017). O ion Pt**, localizado no grupamento amino da cisplatina, se liga covalentemente as bases
nitrogenadas (guanina e adenina) em sequéncias dinucleotidicas GG e AG presentes na molécula
de DNA (ALESSIO et al, 2019). Por sua vez, os adutos de DNA-cisplatina induzem danos
celulares irreparaveis, que culminam na apoptose das células tumorais (RATHINAM et al., 2015).
O grande obstaculo no uso da cisplatina estd relacionado a sua elevada toxidez, induzindo
inameros e severos efeitos colaterais. Por este motivo, antitumorais a base de platina de segunda
geracao foram desenvolvidos e introduzidos na clinica médica. A carboplatina, aprovada pelo FDA
em 1989, e a oxaliplatina, aprovada pelo FDA em 2002, apresentam vantagens terapéuticas quando
comparadas a cisplatina, pois apresentam efeitos ototoxicos e nefrotoxicos reduzidos (CHAREST

et al., 2013). Além disso, outras drogas antineoplésicas a base de platina (nedaplatina, lobaplatina
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e heptaplatina) estdo atualmente sendo submetidos a ensaios clinicos nos EUA, mas jé estdo em

uso clinico no Japao, China e Coréia do Sul (STATHOPOULOS et al., 2012).
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Figura 10- Estrutura basica de compostos de coordenacio e principais metalofairmacos de uso clinico.

Desde o inicio da década de 1930, sais de ouro tém sido utilizados para o tratamento de
artrite reumatoide (MJOS & ORVIG, 2013; YASUI & YOSHIKAWA, 2017). Em 1985, o FDA

aprovou o uso da auranofina (tetraacetil-B-D-tioglicose-ouro(I)-tioetilfosfina), um composto de
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coordenagdo de ouro eficiente no tratamento de artrite reumatoide. A auranofina é classificada
como droga antirreumatica modificadora da doenga (DARMD), retardando a progressao do quadro
clinico inflamatorio. O mecanismo de a¢cdo da auranofina estd relacionado a inibi¢cdo das enzimas
NkB quinase e tioredoxina redutase, que levam a uma atenuagdo da resposta imunologica
exacerbada, comumente observada nos quadros de artrite reumatoide (DABROWAIK et al.,
2017); além de reduzir a formagao de espécies reativas de oxigénio (EROs), retardando os danos
teciduais (cartilagem e o0ssos) observados nesta patologia (RODER & THOMPSON, 2015;
DABROWAIK et al., 2017). Relatou-se que a auranofina ¢ capaz de reduzir os niveis séricos de
Cu?’, um potente indutor dos quadros mais severos de artrite reumatoide (RAFTER et al., 1990).
Além da auranofina, o tetroxido de 6smio foi amplamente utilizado em procedimentos de
sinovectomia quimica para o tratamento da artrite reumatoide nos joelhos. A ag@o do tetroxido de
6smio como DARMD esta relacionado a sua ag@o oxidante sobre proteinas e nucleotideos além de
mimetizar a atividade da enzima superoxido dismutase (SOD), catalisando a decomposi¢do de
constituintes do arsenal quimico de globulos brancos inflamatorios (GOLDSTEIN et al., 2005).

Atualmente ndo ha nenhum metalofdrmaco aprovado para o tratamento de infecgdes virais.
No entanto, um composto de coordenagdo de cobalto, doxovir (bis(2-
metilimidazol)[(bis(acetilacetona)(etilenodiimino)]-cobalto (III)) esta em estagio avangado nos
ensaios clinicos de confirmagdo de sua agdo antiviral. O doxovir completou com sucesso a fase 11
dos ensaios clinicos para o tratamento de Herpes simplex labial (HSV-1) e ensaios clinicos de fase
I para o tratamento de duas infecgdes oculares virais (ceratite oftalmica herpética e conjuntivite
adenoviral) (CHANG et al., 2010; ENGLAND et al., 2015). Andlises in vitro demonstraram que
o doxovir foi capaz de bloquear infecgdes causados pelo HSV-1 através da inibicao da fusdo do
capsideo viral com a membrana da célula hospedeira (LOUIE et al., 1998).

Os metalofarmacos também sdo amplamente utilizados no tratamento de infecgdes
parasitarias. Nesse sentido, os antimoniais pentavelentes, pentostan (estibogluconato de sodio
coordenado ao ion pentavalente de antimdnio-Sb>") e glucantime (N-metil-D-glucamina
coordenado ao antimonio-Sb>*) sdo farmacos de primeira escolha para o tratamento de
leishimaniose (FREZARD et al, 2009; ANVERSA et al., 2018). Os antimoniais pentavalentes se
comportam como pro-farmacos, em que o farmaco é administrado na forma Sb>*, porém, apds ser
administrado, ¢ convertido a Sb*" em reagdes de oxirredu¢do com a participagdo de moléculas

redutores como a de glutationa (GSH) e cisteina e cisteinil-glicina (Cys-Gly) produzidas pelos
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parasitos (FERREIRA et al., 2003; ANVERSA et al., 2018). Ja na sua forma ativa, o Sb>" é capaz
de interferir na fisiologia de tripanossomatideos através da inibi¢do da enzima tripanotiona
redutase (FERREIRA et al., 2013). Observou-se que Sb** interage com os residuos Cyssz, Cyss7,
Thrsss e Hisse1 da enzima tripanotiona redutase, resultando na completa inibi¢do desta, que
desempenha um papel essencial na homeostase redox de espécies do género Leishmania (RIDLEY
et al., 2003). Outro potencial alvo para a acdo leishmanicida dos antimoniais pentavalentes sdo as
proteinas que possuem dominio de dedo de zinco (zinc finger). DEMICHELI e colaboradores
(2013) observaram que o antimonio em sua forma trivalente foi capaz de deslocar os ions de Zn**,
assumindo o lugar deste nos sitios de ligacdo de zinco. A desnaturagdo de regides dedos de zinco
torna a proteina disfuncional (DEMICHELI et al., 2013; DABROWAIK et al., 2017). Além dos
antimoniais pentavalentes, o uso de compostos de coordenacdo a base de arsénio foi amplamente
utilizado no tratamento parasitoses causadas pelo Trypanosoma brucei (DABROWAIK et al.,
2017). Em inicio da década de 1900, BREINL & TODD reportaram a acdo antiparasitaria do acido
arsanilico para o tratamento da doenca do sono causada pelo 7. brucei (BREINL & TODD, 1907).
Entretanto, os efeitos toxicos associados ao acido arsanilico inviabilizaram seu uso e este
medicamento foi retirado do mercado (WHO, 2013). Apesar disso, o melarsoprol (2-(4-amino)-
(4,6-diamino-1,3,5-triazin-2-il)-fenil-1,2,3-ditiarsolan-4-metanol) continua sendo uma dos
principais farmacos de escolha para o tratamento de infec¢des de 7. brucei (WHO, 2013;
DABROWAIK et al., 2017).

As propriedades antibacterianas de metais e compostos metalicos sdo reconhecidas e
aplicadas clinicamente desde o século XVII. No passado, o nitrato de prata era usado no tratamento
de infec¢des de ulceras e queimaduras. No final do século XIX, fdrmacos combinados de
arsfenamina com sais de mercurio ou bismuto (Salvarsan®238) e prata (Silvol®240 Neo) foram
utilizados no tratamento da sifilis e neurosiflis (KLASEN et al, 2000, HOBMANN &
CROSSMAN, 2015). Apdés o desenvolvimento da penicilina e dos demais agentes
antimicrobianos, o uso de compostos metalicos no tratamento de infec¢des bacterianas caiu em
desuso, devido ao seu perfil de toxidez celular em sistemas hospedeiros e seu mecanismo de acao
pouco descrito (HOBMANN & CROSSMAN, 2015). No entanto, a demanda por novas estratégias
terapéuticas para o tratamento de infec¢des bacterianas persistentes, fez com que compostos de

coordenacdo a metais de transicdo ganhassem destaque como uma possivel alternativa terapéutica.
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Sabidamente, os metais cumprem fungdes celulares indispensaveis para a manutencdo da
homeostase celular, sendo essenciais para a estruturacdo de membranas celulares, proteinas e
DNA, além de serem indispensaveis a atividade de intmeras enzimas (WALDRON &
ROBINSON, 2009; PERNIL et al., 2019). Estima-se que cerca de 50% das proteinas requerem
ions metalicos para a sua estabilizagdo estrutural e/ou a atividade catalitica (ANDREINI et al.,
2004, PERNIL et al., 2019). Entretanto, o acimulo de metais essenciais no ambiente intracelular
passa a ser toxico para as células (LEIMERI et al., 2013). Além disso, metais ndo essenciais -
como prata (Ag), mercurio (Hg) e teltrio (Te) - sdo extremamente venenosos para a maioria das
bactérias e tém atividade microbicida em concentragdes excepcionalmente baixas (AFESSA et al.,
2010; LEIMERI et al, 2013). Com isto em mente, ANACONA e colaboradores (2008)
sintetizaram um complexo baseado na cefepima (uma cefalosporina de 4* geragdo utilizada no
tratamento de P. aeruginosa) coordenado a ions Cu?*. Os autores observaram que o composto de
coordenagdo obtido foi mais ativo contra cepas de E. coli, P. aeruginosa e S. aureus que o
antimicrobiano cefepima usado isoladamente. Da mesma forma, a associacdo de nanoparticulas de
prata ao monobactamico azatreonam resultou em um efeito sinérgico na inibi¢do do crescimento

bacteriano e formag¢ao do biofilme (HABASH et al., 2014).

1.9.2- Novos compostos derivados da 1,10-fenantrolina com ac¢ido anti-bacteriana

A 1,10-fenantrolina ¢ um molécula aromatica N,N-heterociclica, quelante de ions metais,
que apresenta atividade antimicrobiana contra uma grande diversidade de microrganismos
patogénicos (McCANN et al., 2012). Nas ultimas décadas, esta molécula tem ganhado destaque
no desenvolvimento e sintese de candidatos a metalofarmacos, pela sua capacidade de formar
complexos estaveis com metais e outros ligantes, permitindo assim, a sintese de inlimeras
moléculas bioativas (McCANN et al., 2012,2013; NEVILLE et al., 2013). Neste contexto, muitos
trabalhos relatam as propriedades antimicrobianas de derivados da 1,10-fenantrolina (McCANN
et al., 2012; SMOLENSKI et al., 2013). Por exemplo, fluoroquinolonas (norfloxacina,
ciprofloxacina e lomofloxacina) coordenadas ao cobre e co-ligadas a 1,10-fenantrolina exibiram
maior afinidade a molécula de DNA, melhorando, assim, a atividade bactericida destes compostos
contra cepas de S. aureus e E. coli resistentes as quinolonas livres de metais (RUIZ et al., 2007;

WU et al., 2008; SOUSA et al., 2013). SUN e colaboradores (2014) relataram a atividade
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antimicrobiana contra E. coli de compostos coordenados a metais da série dos lantanideos (La*"
Pr3* Nd*" Sm*" Eu** Gd*" Tb*" Dy** Ho*" Tm** Yb*" e Lu*") ligados a 1,10-fenantrolina e a
cinamato (molécula obtida a partir do 6leo de canela). Do mesmo modo, JAMAN e colaboradores
(2014) sintetizaram uma série de complexos metélicos de Cu(II), Ni(II), Co(IT) e Zn(II) derivados
da 2,9-dimetil-1,10-fenantrolina-dialdeido, que revelaram um amplo espectro de agdo
antimicrobiano, sendo ativos contra P. aeruginosa, E. coli, Staphylococcus aureus,
Staphylococcus podity, Klebsiella pneumonia, Aspergillus niger, Fusarium solani, Curvularia
lunata, Rhizoctonia bataticola e Candida albicans (JAMAN et al., 2014). THATI e colaboradores
(2007) sintetizaram e avaliaram os efeitos antimicrobianos de compostos de prata(I) contendo
1,10-fenantrolina e derivados de cumarina como ligantes e co-ligantes, respectivamente. Os
autores observaram que o composto [Ag(phen)z(hnc)] (hnc = hidroxinitrocumarina) foi o mais
ativo na inibi¢do do crescimento planctonico de C. albicans, promovendo o bloqueio da fungio
respiratéria fungica na concentragdo de 4,6 uM. DEVEREUX e colaboradores (2000) relataram o
efeito fungicida sobre C. albicans de compostos de coordena¢do de manganés ligados a 1,10-
fenantrolina e co-ligados a moléculas de acido ftalico e isoftalico (DEVEREUX et al., 2000).
Compostos derivados da 1,10-fenantrolina coordenados a prata, [Aga(3,6,9-tdda)(phen)s]EtOH
(PMCC 75) e [Ag(phen);ClO4] (PMCC 77) apresentaram uma potente atividade antibiotica,
inibindo crescimento planctonico de cepas clinicas MDR de P. aeruginosa (CMlIpmcc 75 = 5,19uM
e CMIpmcc77=11,01uM) (GALDINO, 2015).

Na busca de novos complexos mais efetivos e com menos efeitos colaterais verificou-se
que a 1,10-fenantrolina e seus derivados, 1,10-fenantrolina-5,6-diona (fendiona),
[Ag(fendiona);]ClOs (Ag-fendiona) e [Cu(fendiona);](ClO4)2.4H>O (Cu-fendiona), alteraram o
funcionamento de uma grande variedade de sistemas biologicos. Esses compostos foram capazes
de matar isolados clinicos de Trichomonas vaginalis resistentes ao metronidazol (RIGO et al.,
2018) e exibiram atividade antimicrobiana contra Phialophora verrucosa, Scedosporium
apiospermum, C. albicans e Candida haemulonii (GRANATO et al., 2017, McCANN et al., 2012,
GANDRA et al.,, 2017). Além disso, Ag-fendiona e Cu-fendiona foram eficientes na inibi¢do do
crescimento planctonico de P. aeruginosa apresentando, respectivamente, concentragdo minima
inibitoria (CMI) de 5,2 e 8,4 uM (VIGANOR et al., 2016). Adicionalmente, os compostos testados

modularam negativamente a expressao de diferentes atributos de viruléncia, a interacdo entre P.
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aeruginosa e células epiteliais pulmonares bem como foram capazes de aumentar a sobrevivéncia
de larvas de G. mellonella infectadas com P. aeruginosa (SILVA, 2014).

Além de seu excelente potencial antimicrobiano e anti-viruléncia, ensaios de toxidez in
vivo relataram que os derivados metalicos Ag-fendiona e Cu-fendiona apresentaram menor 1Cso
quando comparado a 1,10-fenantrolina e fendiona. Ja nos ensaios in vivo, usando-se larvas do
inseto G. mellonella, 90% das larvas sobreviveram ao tratamento até a concentragao de 33,3 mg/kg
de fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona, ao passo que o tratamento com a mesma concentragao
de 1,10-fenantrolina foi letal a 100% da populagdo de larvas de G. mellonella. J& nos estudos
utilizando-se 0 modelo murino, observou-se 100% de sobrevivéncia em camundongos sui¢os
tratados com até 150 mg/kg de todos os compostos. Além disto, ndo foram observadas alteragdes
comportamentais, nem nos niveis de expressao de diferentes enzimas hepaticas (McCANN et al.,
2012). Tendo em vista os efeitos deletérios dos compostos de coordenacdo derivados de fendiona
na fisiologia de diversos microrganismos patogénicos, somados ao baixo perfil de toxidez destes
compostos a larvas e camundongos, tornam esses compostos potenciais representantes de uma

nova classe de agentes antimicrobianos (SANTOS et al., 2012).

1.10- Mecanismos de acio propostos para compostos de coordenacio derivados da 1,10-

fenantrolina

1.10.1- Estresse oxidativo

A formagdo de EROs ¢ uma consequéncia natural da respiragdo aerdbica (IMLAY et al.,
1991; DWYER et al., 2015). As EROs sao geradas a partir de sucessivas reacdes de oxirreducao
que levam a formagdo de radial superéxido (O:°), perdxido de hidrogénio (H>O;) e radical
hidroxila (OH") (IMLAY et al, 1991; DWYER et al., 2015).

Em resposta a exacerbacgdo da geracdo de EROs, o microrganismo langa mao de seu arsenal
antioxidante, composto primordialmente por sistemas enzimaticos e pequenas moléculas
antioxidantes (HALLIWELL et al., 2000; ZANDALINAS et al., 2018). Dentre os mecanismos
antioxidantes, a glutationa (y-L-glutamil-L-cisteinil-glicina, GSH), ¢ o agente antioxidante nao
proteico mais abundante em P. aeruginosa, podendo ser encontrada em concentragdes

intracelulares que variam de 0,1 a 10 mM (MASIP et al., 2006). O grupamento tiol presente na
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GSH ¢ responsavel por sua atividade bioldgica, enquanto a ligacdo gama entre o 4cido glutamico
e a cisteina impede sua degradagdo por enzimas proteoliticas (MASIP et al., 2006; ADEOYE et
al., 2018). No citoplasma, o GSH atua, diretamente ou como co-fator do sistema enzimatico
glutarredoxina, impedindo a oxidagdo proteica (MASIP et al., 2006; ADEOYE et al., 2018). Os
niveis fisioldgicos de GSH/GSSG sdo mantidos pela acdo da enzima glutationa redutase. Esta
enzima utiliza o potencial redutor de NAD(P)H na reciclagem de glutationa oxidada (GSSG),
regenerando, assim, os niveis de glutationa reduzida (MASIP et al., 2006 DENG et al., 2014). Por
fim, a enzima glutationa peroxidase atua na remoc¢ao de hidroperdxidos inorganicos e organicos,
reduzindo-os a H>O e a 4lcoois, acoplado com a oxidagdo de GSH (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007; ATICHARTPONGKUL et al., 2018).

A enzima SOD catalisa a dismutagdo do O, em H>O; e O, (MCCORD & FRIDOVICH,
1969). P. aeruginosa possui duas SODs citoplasmaticas, uma dependente de Fe (Fe-SOD) e outra
dependente de Mn (Mn-SOD) (GHORBAL et al., 2016). Por sua vez, a enzima catalase atua
decompondo H>O> em H20 e O,. P. aeruginosa conta com trés genes responsaveis pela expressao
de catalases monofuncionais, katA, katB e katE (STOVER et al., 2000; LEE et al., 2005). Uma
vez que a obtengdo de energia em P. aeruginosa se da primordialmente através de processos
aerdbios, a expressdo basal das enzimas antioxidantes (catalase e SOD) ¢ relativamente alta (LEE
et al., 2005). Contudo, o aumento da concentracdo intracelular de H,O» ¢ detectado pelo sensor
OxyR, que orquestra a super-expressao do maquindrio antioxidante em P. aeruginosa (OCHSNER
et al., 2000; LAN et al., 2010; CHUNG et al., 2016). No entanto, quando as defesas antioxidantes
ndo sdo suficientes para neutralizar a formagao de EROs, ha o acimulo de destas espécies toxicas,
podendo levar a quebra oxidativa da fita de DNA, além de causar a oxidacao de proteinas e lipideos
de membrana (VAN ACKER & TOM COENYE, 2017; ZANDALINAS et al, 2018). Se nio
reparados adequadamente, os danos oxidativos culminam com a morte celular bacteriana (VAN
ACKER & TOM COENYE, 2017; ZANDALINAS et al., 2018).

KOHANSKI e colaboradores (2008) demonstraram que antibioticos cldssicos induzem
alteracdes no equilibrio redox, como mecanismo comum de acdo bactericida (KOHANSKI et al.,
2008; DWYER et al, 2015). O tratamento de E. coli com concentragdes bactericidas de
norfloxacina, ampicilina ou canamicina promoveu o actmulo de EROs, induzindo a

desorganizagdo de ions ferro e enxofre (KOHANSKI e al., 2008). Por sua vez, a presenga de Fe**
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livre no citosol catalisa e amplifica a formagdo de radicais hidroxila via a reagdo de Fenton,

conforme exposto na equaciao 1 (KOHANSKI et al., 2010).

0; + Fe3t - 0, + Fe?*
H,0, + Fe** —» Fe3* + OH™ + OH
(Eq. 1)

Seguindo esta linha de pensamento, DWYER e colaboradores (2007) observaram que o
co-tratamento com agentes quelantes de ferro promoveu a atenuagdo no acumulo de EROs
associado a reducgdo da letalidade induzida por inibidores da DNA girase (DWYER, et al., 2007).
Da mesma maneira, o condicionamento do meio de cultivo com agentes antioxidantes (tioureia,
N-acetilcisteina (NAC) e glutationa) bloqueia a formagdo de EROs, tornando os microrganismos
mais resistentes a acdo de antimicrobianos de agdo bactericida (KOHANSKI et al., 2008;
CAMERON & PAKRASI, 2011; YOUNG et al, 2015; LIAO et al, 2019). Assim como os
antibioticos bactericidas classicos, tem sido proposto que compostos coordenados a metais de
transi¢do sdo capazes de induzir danos celulares oriundos da formacdo de EROs. Anteriormente,
observou-se que compostos de coordenagdo promoviam drésticas perturbacdes na homeostase de
ferro, levando desestabiliza¢do de centros [4Fe-4S]*" (BARRAS et al., 2018).

0] composto 3,4,7,8-tetrametil-1,10-fenantrolina(1,2-diaminociclohexano)(ClO4)>
apresentou-se como um inibidor do crescimento de S. aureus e E. faecalis (NG et al., 2018). O
mecanismo de a¢do bactericida deste composto foi correlacionado aos danos oxidativos induzidos
pela producao exacerbada de H>O»; por este motivo, o efeito bactericida deste composto foi
mitigado pela suplementacdo enzimatica de catalase (NG et al., 2018). O uso do derivado da 1,10-
fenantrolina, Ru(II) (4,7-difenil-1,10-fenantrolina)2(,2-benzenoditiolato) como
fotossensibilizador no tratamento fotodindmico contra S. aureus e E. coli promoveu o acimulo
intracelular de EROs, culminando com a morte bacteriana (FREI et al, 2014). PAEZ e
colaboradores (2013) demonstraram que a indugdo do estresse oxidativo foi crucial para agdo anti-
S. aureus ¢ anti-E. coli de compostos derivados da 1,10-fenantrolina coordenados ao Ru?" e Cr**.
Mais recentemente, o composto coordenado a ions Ag" e Ru*, AGXX® (Largetec GmbH, Berlim),
foi desenvolvido como polimero antimicrobiano de amplo espectro, que pode ser eletrodepositado

em varias superficies, incluindo ago, ceramica, vidro e polimeros organicos (GURIDI et al., 2015;
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CLAUSS-LENDZIAN et al., 2018; VAISHAMPAYAN et al., 2018). Ag" e Ru” desempenham
um papel central na acdo bactericida deste polimero. Os ions metélicos formam uma célula micro-
galvanica, que induzem a formagao de EROs, causando uma forte resposta oxidativa em bactérias
Gram-posivitas e Gram-negativas (GURIDI et al., 2015; HEISS et al, 2017; CLAUSS-
LENDZIAN et al., 2018).

1.10.2-Danos 2 membrana bacteriana

O envoltorio bacteriano ¢ composto por biomoléculas ricas em grupamentos quimicos
altamente eletronegativos, o que favorece a adsor¢ao de cations, podendo alterar estruturalmente
o envoltorio bacteriano, bem como afetar a permeabilidade e a atividade de transporte da
membrana bacteriana (ZHANG et al., 2008). Corroborando essa hipdtese, observou-se, através de
microscopia eletronica de varredura, que a integridade de membrana plasmatica de E. coli e S.
aureus foi drasticamente comprometida pelo tratamento com concentragdes toxicas de ions de Ag*
e A" (JUNG et al., 2008; LI et al., 2010; LEMIRE et al., 2013). Em outro estudo, através de
microscopia eletronica de transmissdo, foi observado o aumento do espago periplasmatico em
cepas de E. coli, que foram tratadas com nanoparticulas de prata, sugerindo que estes
metalocompostos induzem o adelgacamento da membrana interna e seu desprendimento da parede
celular (FENG et al., 2014).

Sabe-se que ions metalicos interrompem a cadeia transportadora de elétrons, uma vez que
inibem a atividade da enzima NADH:ubiquinona oxirredutase (DIBROV et al., 2002; BELLUCO
etal.,2016; BARRAS et al., 2018). Neste contexto, FADEEVA e colaboradores (2011) relataram
que Ag" foi capaz de inibir a atividade da enzima NADH:ubiquinona oxirredutase produzida por
Vibrio harveyi, e a mutacdo sitio dirigida no residuo 377 desta proteina (Cys—Ala) conferiu
resisténcia a varios ions metalicos (FADEEVA et al., 2011). Em Vibrio cholerae, observou-se que
Ag" atua dissipando potencial quimiosmoético da membrana bacteriana, causando vazamento de
prétons através da membrana e extravazemento do contetido intracelular (DIBROV et al., 2002).
Em outro exemplo, BONDARENKO e colaboradores (2018) observaram que nanoparticulas de
prata apresentaram excelente acdo bactericida contra E. coli e P. aeruginosa, exibindo valores de
CMI de 320 uM e 40 pM, respectivamente. Neste mesmo estudo, os autores demostraram que a
membrana plasmadtica foi o principal alvo das nanoparticulas de prata, induzindo: despolarizagao

da membrana externa, extravasamento de K para o ambiente extracelular e inibicio da respiracio
9
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celular (BONDARENKO et al., 2018). De maneira similar, BRAHMA e colaboradores (2018)
destacaram que células de S. aureus tratadas com o composto macrociclico hexadentado derivado
da tiossemicarbazida revelaram numerosas protrusdes no envoltdrio celular, além da alteragao de
polarizagdo da membrana plasmatica. WANG e colaboradores (2015) relataram a atividade
antimicrobiana do composto derivado da 1,10-fenantrolina coordenado ao Ru** ([Ru(1,10-
fenantrolina)2 (polipropidil)]*>*). Através de analises de microscopia eletronica de varredura e
microscopia de for¢a atdmica, observou-se que os compostos derivados do Ru*" promoveram a

ruptura da membrana celular e o extravasamento do contetdo citoplasmatico (KANG et al., 2015).

1.10.3- Disfuncio de proteinas essenciais a0 metabolismo bacteriano

Outro mecanismo proposto para os compostos de coordenagao esta relacionado a disfungao
de enzimas essenciais a fisiologia bacteriana (VIGANOR et al., 2019). Neste sentido, tem sido
relatado que compostos metélicos promovem a disfun¢do de inimeras enzimas como um efeito
colateral do acimulo intrabacteriano de EROs. STADMAN e colaboradores (2003) relataram que
compostos metalicos foram capazes de oxidar a cadeia lateral dos aminoacidos histidina, arginina,
lisina e prolina presente nas cadeias polipeptidicas (STADTMAN et al, 2003).
Consequentemente, a oxidacdo destes residuos de aminoacidos levou a desorganizacdo da
estrutura proteica terciaria e inibi¢ao da atividade enzimatica (STADTMAN et al., 2003). Portanto,
compostos metalicos sdo capazes de catalisar danos sitio-especificos as proteinas bacterianas e,
alguns desses danos sdo relacionados a toxicidade do metal na fisiologia de diferentes
microrganismos (GOLD et al., 2018). Por exemplo, concentracdes bactericidas de nanocompostos
de prata oxidaram residuos de cisteina das NADH:desidrogenases do cadeia transportadora de
elétrons de E. coli (MORONES et al., 2005). Assim, a inativagdo da cadeia transportadora de
elétrons pelos ions Ag” culminaram com a morte bacteriana (MORONES et al., 2005). Da mesma
maneira, ZHENG e colaboradores (2017) relataram que nanocristais de ouro promoveram a
inativagdo oxidativa de enzimas essenciais ao metabolismo de P. aeruginosa, B. subtilis, S.
epidermidis, E. coli e S. aureus. Em S. cerevisiae, foi observado que concentra¢des fungicidas de
Cr*" causaram o aumento na produgdo de EROs, que promoveram a oxida¢do de proteinas
relacionadas a glicolise e demais vias de obtencdo de energia (SUMMER et al., 2005). Por este
motivo, os autores propuseram que a oxidacdo de proteinas citosotolicas de S. cerevisiae era o

principal fator que promovia a agdo fungicida associada ao Cr** (SUMMER et al., 2005).
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Além da oxidagdo direta de aminoéacidos, o desmembramento de centros [4Fe-4S]*",
mediados por metalocompostos, pode alterar drasticamente a acdo do metabolismo bacteriano
(PAIN & DANCIS, 2016). O tratamento de E. coli com AgNOs levou a inativagdo de enzimas
pertencentes ao ciclo dos acidos tricarboxilicos (TCA), que possuem em seu sitio ativo centros
[4Fe-4S]%, incluindo: aconitase, fumarase e succinato desidrogenase (WANG et al., 2019). Por
sua vez, de acordo com XU e colaboradores (2012), Ag*, Hg?*, Cd*" e Zn** foram capazes de inibir
in vitro ¢ in vivo a atividade de enzimas que possuem centros [4Fe-4S]*" em seu sitio catalitico, de
maneira independente a presenga de EROs (XU ef al., 2012). Em outro trabalho, CALDERON e
colaboradores (2009) reportaram que o ion tetravalente Te*" apresentava a¢do bactericida contra
células de E. coli. Os autores relataram que o mecanismo de agdo deste metal estaria associado as
alteracdes no metabolismo redox bacteriano, que acarretaram na desarticulagdo de centros [4Fe-
4S]?**, culminando na inibi¢do das enzimas fumarase e aconitase (CALDERON et al., 2009). Em
V. cholerae, foi observado que ions de prata promoveram o colapso da forca proton-motiva de
membrana através da inibi¢do de enzimas, que possuem centros [4Fe-4S]*" em sua estrutra, e que
sdo essenciais a cadeia transportado de elétrons (como exemplos: NADH:ubiquinona oxirredutase,
succinato:ubiquinona oxirredutase e ferredoxinas) (DIBROV et al., 2002). Também tem sido
relatado que o mecanismos de toxidez de ions de Cu?" esta relacionado a inibi¢do de enzimas que
dependem de centros [4Fe-4S]** para sua atividade catalitica, incluindo: dihidroxi-acido
desidratase e isopropilmalato isomerase (pertencente a via de biossintese de aminoacidos de cadeia
ramificada), além de fumarase e 6-fosfogluconato desidratase (MACOMBER et al., 2009).

O mimetismo i0nico também ¢ outro mecanismo de inibigdo enzimatica associado a
compostos de coordenagdo. Por exemplo, o ion Pb?* promove o deslocamento de Zn?>" localizado
no sitio ativo da enzima d-aminolevulinato desidratase, inibindo a atividade desta e levando a
toxicidade antimicrobiana (OGUNSEITAN et al., 2000). Da mesma maneira, o tratamento de S.
cerevisiae e P. aeruginosa com AgNQOj resultou na incorporagao de Ag* no sitio ativo de ligagdo
Cu* da enzima SOD, inibindo a a¢do desta in vivo (CIROLO et al., 1994; BOUSKILL et al., 2007).
Apesar da inibi¢do da atividade de Cu-Zn-SOD ndo ser fatal a este microrganismo, a substitui¢do
de Ag" por Cu’ no sitio ativo de SOD deixaria o microrganismos mais vulneravel a toxicidade do
superoxido (CIROLO et al, 1994; BOUSKILL et al., 2007). WANG e colaboradores (2018)
demostraram que suspencdes coloidais de subcitrato de bismuto, amplamente utilizadas no

tratamento de ulceras gastricas causadas por Helicobacter pylori, foram capazes de inibir

52



irreversivelmente a atividade de metalo-B-lactamases, através da substituicdo dos ions Zn**,
presentes no sitio ativo, pelo ion Bi**, inativando esta enzima e restaurando a eficacia
antimicrobiana do meropenem sobre cepas de P. aeruginosa produtoras de metalo-f3-lactamases
(WANG et al., 2018).

Por fim, além de perturbar sitios de ligacdo a metais no centro ativo, compostos de
coordenacdo também podem substituir metais ndo cataliticos essenciais para a manutengdo da
atividade enzimatica. Por exemplo, a substitui¢do do ion Zn?*" por Ni** nos sitios de ligacdo de
Zn** na enzima da via glicolitica fructose-1,6-bisfosfato aldolase leva a perda da atividade
catalitica desta enzima (MACOMBER et al., 2012). Além disto, Ni*" tem ag¢do bacteriostatica em
culturas de E. coli que utilizam glucose como unica fonte de carbono, refor¢cando a inibi¢ao da
enzima fructose-1,6-bisfosfato aldolase como um mecanismo de toxidez in vivo (MACOMBER et
al., 2012). Similarmente, a atividade bactericida de nanoparticulas de prata tem sido atribuidas a
perturbagdes nos sitios de ligagdo de Zn** da enzima fosfomanose isomerase, que medeia a
isomerizagdo de manose-6-fosfato em frutose-6-fosfato, um importante intermediario da via
glicolitica (BHATTACHARYA & MUKHERIJEE, 2008).

Além de ions metalicos, a capacidade de derivados da 1,10-fenantrolina em alterar a
atividade de enzimas essenciais ao metabolismo bacteriano também tem sido relatada. Observou-
se que a 1,10-fenantrolina na concentragdo de 1 mM foi capaz de inibir a atividade das enzimas
metiltransferase e acetl-coenzima A sintase, que sdo essenciais a sobrevivéncia de Clostridium
difficile (ZHU et al, 2013). Em outro trabalho, observou-se que os compostos [Cu(1,10-
fenantrolina)(metilimidazol) (H20)2] e [Cu(l,10-fenantrolina)(cianoguanidina)(H>2O)(NO3)>
inibiram 50% da atividade enzimatica refernte a fosfatase alcalina na concentragdo de 42 uM. A
inibi¢do da fosfatase alcalina resultou na inibi¢do do crescimento de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, incluindo: E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, S. epidermidis e E. faecalis
(URQUIZA et al., 2013).

A luz dos diversos e complexos mecanismos de acdo que um composto de coordenagio
pode possuir bem como dos resultados preliminares que mostraram a excelente agdo anti-P.
aeruginosa de compostos derivados da fendiona (VIGANOR et al., 2016), o baixo perfil de toxidez
destes compostos em larvas de G. mellonella ¢ em modelo murino (McCANN et al, 2012),
destacamos Ag-fendiona e Cu-fendiona como potenciais candidatos a metalofarmacos com

potencial aplicacdo no tratamento de infeccdes multirresistentes de P. aeruginosa.
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2- JUSTIFICATIVA

O desenvolvimento de antimicrobianos, na primeira metade do século 20, mudou
drasticamente a pratica médica, melhorando o prognéstico de doencgas infecciosas (AORA et al.,
2007). No entanto, a emergéncia de cepas MDR vem resultando em sucessivas falhas terapéuticas,
com consequente aumento nas taxas de morbidade e mortalidade de infec¢des bacterianas. Neste
cendrio, P. aeruginosa se destaca como um patdgeno oportunista, cuja op¢ao terapéutica ¢é
limitada, uma vez que este microrganismo possui um amplo repertério de mecanismos moleculares
de resisténcia aos antimicrobianos classicos (GELLATLY & HANCOCK, 2013). Desta forma,
dada a severidade de infec¢des causadas por P. aeruginosa, associado ao crescente numero de
infecgoes resistentes a todos os antimicrobianos disponiveis, a busca por estratégias de prevencao
e novas moléculas anti-P. aeruginosa se faz necessaria e urgente (TACONELLI et al., 2017).

Diante da demanda de novas estratégias terapéuticas anti-P. aeruginosa, nosso grupo relatou
a atividade antimicrobiana de compostos de coordenagdo derivados da 1,10-fenantrolina. Ag-
fendiona e Cu-fendiona apresentaram excelente atividade anti-P. aeruginosa, inibindo o
crescimento bacteriano planctonico e biofilme (VIGANOR et al., 2016). Um grande obstaculo no
desenvolvimento de uma nova classe de antimicrobiano ¢ o limitado dominio acerca de seus
mecanismos de a¢cdo. No entanto, conhecer os alvos celulares e os mecanismos de agdo de uma
nova molécula podem fornecer informagdes inestimaveis, que auxiliam na previsdo de possiveis
mecanismos de resisténcia bacteriana, além de fornecer preciosos indicativos de problemas
relacionados a toxicidade das drogas de estudo no sistema hospedeiro. Portanto, o objetivo do
presente trabalho ¢ investigar os provaveis mecanismos de ac¢do anti-P. aeruginosa de compostos

de coordenagao derivados de fendiona.
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3- OBJETIVO

3.1- Objetivo geral

Investigar os principais alvos celulares e mecanismos de agdo anti-P. aeruginosa de

compostos de coordenacdo derivados da  1,10-fenantrolina-5,6-diona  (fendiona),

[Ag(fendiona);]ClO4 (Ag-fendiona) e [Cu(fendiona)s](Cl04)2.4H,0 (Cu-fendiona).

3.2- Objetivos especificos

Investigar, através de ensaios in silico, interacdes moleculares entre a enzima LasB e os
compostos derivados da fendiona;

Analisar o efeito destes compostos sobre a expressdo do gene /asB, bem como na produgao
e secrecdo da enzima madura;

Avaliar a capacidade dos compostos derivados da fendiona em neutralizar os danos
celulares induzidos pela LasB in vitro sobre células pulmonares A549 e no modelo in vivo
de Galleria mellonella;

Comparar o efeito anti-P. aeruginosa de compostos derivados de fendiona em diferentes
meios de cultivo;

Observar o mecanismo de inibi¢do (bactericida ou bacteriostatico) dos compostos
derivados da fendiona sobre o crescimento planctonico da cepa ATCC 27853 e isolados
clinicos MDR de P. aeruginosa;

Avaliar o possivel efeito da interagdo entre os compostos derivados da fendiona e o
antimicrobiano classico ceftazidima;

Quantificar a formag¢ao de EROs em resposta ao tratamento com os compostos derivados
da fendiona;

Analisar o perfil de resposta antioxidante apds a exposi¢do aos compostos de coordenagao
derivados da fendiona;

Investigar os danos oxidativos (atividade de aconitase, peroxidacao lipidica e clivagem do
DNA) induzidos pelo tratamento com Ag-fendiona e Cu-fendiona;

Observar as perturbagdes na fisiologia e ultraestrutira de membrana bacteriana induzidas
pelo tratamento com os compostos estudados;

Avaliar alteracdes no perfil metabolico de P. aeruginosa apds o tratamento com os

compostos derivados do fendiona.
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4- METODOLOGIA

4.1- Microrganismos

No presente estudo foram utilizadas uma cepa padrao (ATCC 27853) e cinco isolados
clinicos de P. aeruginosa (Tabela 1). As cepas clinicas foram isoladas de diferentes sitios
anatomicos de pacientes internados em hospitais de Minas Gerais, Rio de Janeiro e Espirito Santo
(gentilmente cedidas pela Dra. Katia Regina Netto dos Santos, UFRJ, e Dra. Ana Paula Nunes,
UFES). O perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos foi anteriormente avaliado por nosso

grupo (SILVA et al., 2014).

Tabela 1 - Local de isolamento e perfil de suscetibilidade das amostras de P. aeruginosa utilizadas no presente
estudo.

Perfil de susceptibilidade

Cepa Isolamento SPM Ceftazidima Imipenem Meropenem
ATCC 27853 Hemocultura - S S S
09HC Hemocultura — R R R
160T Secrecao traqueal + R R R
22U Urina + R R R
186FC Fibrose cistica - R R R
126T Secregdo traqueal + R R R

+, presenga; —, auséncia; SMP, Sdo Paulo metalo-f-lactamase gene; R, resistente; S, Sensivel.

4.2- Cultivo dos microrganismos
Os isolados de P. aeruginosa foram semeados em meio agar triptona de soja (TSA) e
incubadas por 24 h a 37°C. Posteriormente, as células bacterianas foram repicadas em 5 ml de
caldo Luria-Bertani (LB) e incubadas por 24 h a 37°C em agitagdo constante a 250 RPM
(MARQUAT et al., 2005).
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4.3- Compostos de coordenacio

Os compostos utilizados (Figura 12) foram sintetizados e gentilmente cedidos pelo Dr.
Malachy McCann (National University of Ireland Maynooth, Irlanda). Os compostos foram
diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO) a concentragdo de 100 mM (solu¢do estoque) e

acondicionados a temperatura ambiente por até 6 meses.
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Figura 11 — Estrutura quimica da 1,10-fenantrolina-5,6-diona e seus derivados: 1,10-fenantrolina-5,6-diona
(A), [Cu(fendiona);](Cl104)2.4H20 (Cu-fendiona) (B) e [Ag(fendiona);]C104 (Ag-fendiona) (C).

Parte I: Efeitos de compostos derivados de fendiona sobre a LasB

4.4- Analise in silico das interacoes moleculares dos derivados da fendiona e o sitio ativo de
LasB

Os estudos das interagdes moleculares entre o sitio ativo da enzima LasB de P. aeruginosa
e compostos de coordenacgdo coligados a fendiona foram realizados pelo Dr. Alexandre Castro e
Dr. Teodorico Ramalho (Universidade Federal de Lavras — UFLA). Inicialmente, as estruturas dos
compostos foram construidas e otimizadas por célculos semi-empiricos no programa PC Spartan
Pro (HEHRE et al., 1999). Os ensaios de docking molecular foram realizados no programa
Molegro Virtual Docker (MVD®), utilizando-se a estrutura cristalografica da LasB de P.
aeruginosa contendo o ligante N-(1-carboxi-3-fenilpropil)-fenilalanil-alfa-asparagina (HPI) em
seu sitio ativo (codigo PDB: 1U4G; resolucio: 1,4 A) (THOMSEN et al., 2006; SOARES et al.,
2018). Considerou-se um raio de 5A no sitio ativo para a realiza¢io dos célculos (RAMALHO et

al., 2009). O ancoramento molecular determina a conformagao mais provavel do ligante na enzima
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(GONCALVES et al., 2014). Para encontrar a estrutura de menor energia, sem qualquer suposi¢ao
prévia, foi necessario analisar todos os modos de interagdo, considerando-se a flexibilidade
conformacional do ligante a ser introduzido no sitio ativo da enzima por meio da fungdo de

pontuacao MolDock que ¢ definido pelas equagdes 1 e 2.

Escore = Einter + Eintra

(Eq. 1)

Onde:

412

i€ligante iEproteina y

qiq;
Einter = Z Z lEpr(Tij) + 332.0 )

(Eq. 2)

O termo de Eprp ¢ definido como potencial linear por partes que usa dois conjuntos
diferentes de pardmetros: (i) a aproximacao do termo estérico (van der Waals) entre atomos e, (ii)
potencial para a formagao de uma ligagao de hidrogénio. O segundo termo descreve as interagdes
eletrostaticas entre atomos carregados. O valor numérico de 332,0 fixa as unidades de energia
eletrostatica em quilocalorias por mol (kcal.mol!) (Molegro ApS). A energia interna do ligante

(Eintra) € definida pela equagao 3:

Eintra = 2 2 EPLP (rij) + 2 A [1 — COs (m 0 — 90 ] + Epenalizada

ieligante jeligante ligagdes flexiveis

(Eq. 3)

A primeira parte da equagdo refere-se a todos os pares de atomos do ligante, excluindo os
pares de atomos conectados por duas ligagdes. O segundo termo refere-se a tor¢ao da energia, onde
0 ¢ o angulo de tor¢do da ligacdo. A média da contribuicdo de tor¢do da ligagdo da energia ¢
utilizada se diversas torsdes sdo determinadas. O Gltimo termo, Eyenatizada, atribui uma penalidade

de 1000 se a distancia entre dois atomos pesados (mais de duas ligacdes distantes) for menor que
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2.0 A, punindo conformagdes inexistentes do ligante (Molegro ApS). Em seguida, foram
desenvolvidos célculos semi-empiricos utilizando-se o programa Gaussian 09, para obtermos os
valores mais precisos de energia de interacdo entre cada um dos compostos € o sitio ativo de LasB.
Considerou-se um raio de 5A no sitio ativo para a realizagdo dos calculos. Os célculos semi-
empiricos foram baseados nos métodos desenvolvidos por Michael Polanyl e Henry Eyring, que
combinam a teoria quantica a analise de resultados empiricos. Através deste método € possivel a

abordagem sistemas moleculares que possuem nimero de atomos, como o sitio ativo da LasB.

4.5- Obtencao dos sobrenadantes de cultivo bacteriano

4.5.1- Crescimento planctonico

Colonias isoladas de P. aeruginosa foram inoculadas em caldo triptona de soja (TSB)
acrescido de 1% de glicerol, 50 mM de glutamato, 10 mM de CaCl, e 10 mM de ZnCl: e incubadas
por 24 h a 37°C (MARQUAT et al., 2005). As culturas bacterianas foram centrifugadas e os
sobrenadantes foram filtrados em membrana de 0,22 pm. Os sobrenadantes livres de células foram

concentrados 10 vezes utilizando-se sistema de micropartigdo Amicon com “cut-off” de 10 kDa

(SOARES et al., 2008, GALDINO et al., 2017).

4.5.2- Crescimento em biofilme

Para a obtencdo do sobrenadante de cultivo referente ao crescimento em biofilme,
suspensdes de amostras bacterianas correspondentes a 0,5 de turbidez da escala McFarland (10%
UFC/ml) foram feitas em caldo TSB. Em seguira, 100 ul de cada suspensdo foram distribuidos
numa placa de poliestireno de 96 pocos, que foram incubadas por 24 h a 37°C. Apos o periodo de
incubagdo, os sobrenadantes foram colhidos, centrifugados e filtrados em membrana de 0,22 um

para retirada das células ndo aderentes (VIGANOR et al., 2016).

4.5.3-Dosagem de proteina
A concentragdo de proteinas presente nos extratos celulares e nos sobrenadantes de cultivo
concentrados foi determinada pelo método descrito por LOWRY e colaboradores (1951),

utilizando-se albumina de soro bovino (BSA) a 0,1% como padrao de proteina.
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4.6- Dosagem de atividade elastinolitica

A atividade de elastase foi avaliada utilizando-se o substrato fluorogénico especifico para
elastase de P. aeruginosa (Abz-Ala-Gly-Leu-Ala-p-nitro-benzil-amida) conforme descrito por
CATCHCART e colaboradores (2011). Resumidamente, os sobrenadantes de células planctonicas
contendo 50 pg de proteina foram incubados juntamente com o substrato fluorogénico a 50 uM e
tampao Tris-HCl a 50 mM, suplementado com CaCl, a 10 mM (pH 7,2) durante 1 h a 37°C.
Durante todo o tempo de reagdo, a intensidade de fluorescéncia foi monitorada em fluorimetro
(excitacdo a 330 nm e emissao a 460 nm). Uma unidade de elastase corresponde a quantidade de
enzima capaz de converter 1 ng de substrato fluorogénico por min por mg de proteina

(CATCHCART et al., 2011).

4.7- Zimografia

Os perfis proteoliticos referentes as cepas ATCC 27853 e 09HC foram avaliados e
caracterizados por SDS-PAGE co-polimerizado com 0,1% de gelatina. Adicionou-se 40 pug de
proteinas referentes obtidos do sobrenadante de cultivo planctonico das cepas estudadas. Apos
eletroforese em corrente constante de 120 V a 4°C, o SDS foi removido por incubagdo com 10
volumes de Triton X-100 a 2,5% por 1 h a temperatura ambiente sob agitacdo constante. Em
seguida, o gel foi incubado por 24 h a 37°C no tampao de digestdo contendo 50 mM de Tris-HCI,
10 mM de CaClz, 1 uM de ZnCl> e 150 mM de NaCl e pH 8,0 (MARQUAT et al., 2005). O gel
foi corado por 2 h com Coomassie azul brilhante R-250 a 0,2% em metanol:acido acético: agua
(50:10:40 v/v/v) e descorado numa soluciao de metanol:acido acético:agua (5:10:85 v/v/v) durante
12 h, para intensificacdo dos halos de digestdo. As massas moleculares das peptidases foram

calculadas por comparacdo com a mobilidade de padrao de peso molecular (SOARES et al., 2008).

4.8- Imunodetec¢ao de LasB

A produgdo e secrecdo da enzima LasB foi avaliada através de imunodetec¢do utilizando-
se o anticorpo anti-LasB (gentilmente cedido pela Dr. Mary Marquat — University of Mississipi,
USA). Para tal, 10 células de P. aeruginosa foram incubadas na presenga e auséncia de compostos
derivados da fendiona em concentragdes sub-inibitorias (Y2xCMI) por 24 h. Ao final do tratamento,

os sobrenadantes foram coletados conforme o protocolo descrito no ponto 4.5.2. Adicionou-se
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tampao de amostra (Tris 125 mM, SDS 4%, glicerol 20 %, azul de bromofeno 0,002 %, B-
mercaptoetanol 10%, pH 6,8; LEAMMLI et al, 1961) aos sobrenadantes de P. aeruginosa
(contendo 100 pg de proteina). Em seguida, as amostras foram aquecidas a 100°C por 5 min. Apds
o aquecimento, as proteinas foram separadas por eletroforese (SDS-PAGE) em gel de
poliacrilamida 12 %, e transferidos para membrana de nitrocelulose com corrente de 200 mA por
2ha4°C. Apos a transferéncia, a membrana foi bloqueada com leite livre de 4cidos graxos diluidos
em 5% em tampao TBS-Tween (NaCl a 150 mM, Tris a 10 mM, Tween 20 a 0,05%, pH 7,4) por
1 h, sob agitacdo constante a temperatura ambiente. A membrana foi lavada trés vezes em TBS-
Tween e incubada com anticorpo primario anti-LasB (gentilmente doado pelo Dr Richard
O’ Callaghan, University of Mississippi Medical Center, EUA) diluido em uma razao de 1:500 por
4 h. A deteccao foi feita ap6s a adicdo do anticorpo secundario (anti-rabbit) conjugado com
peroxidase diluido em uma razdo de 1:10000 por meio de kit de quimiluminescéncia (GE
healthcare, IL, USA) (MARQUART et al., 2005). Comparou-se o perfil de migragcdo das bandas
detectadas com o perfil de bandas do padrao de proteinas (Sigma-Aldrich, Massachusetts, EUA)
com o objetivo de confirmar a massa molecular (em kDa) das proteinas detectadas. GAPDH possui
uma sequencia de aminoacido altamente conservada, e anteriormente, foi relatado que esta enzima
¢ constitutivamente secretada por P. aeruginosa através de vesiculagdes de membrana (KIM et al.,
2013; VANDEN BERGH et al., 2013). Com esta informa¢ao em mente, selecionou-se o anticorpo
policlonal anti-humano GAPDH produzido em coelho (1:10.000, Sigma-Aldrich) para ser
utilizado como controle interno. Com o objetivo de confirmar a homologia entre a GAPDH
humana e de P. aeruginosa, alinhou-se a sequéncia de aminodcidos destas duas enzimas
utilizando-se o programa Clustal 2.1. O escore de homologia ¢ definido como o numero de residuos
de aminodcidos idénticos divido pelo numero total de residuos comparados (lacunas de nao-
pareamos sdo excluidas nesse célculo). Portanto, a comparagdo entre a sequéncia de GAPDH
humana e de P. aerugiona apresentou 47,11% de homologia. Entretanto, considerando-se as
substituigdes de residuos de aminoacidos conservadas e semi-conservadas nos calculos de escore

de pares, o escore de homologia entre as duas proteinas aumentou para 78,50% (Figura 13).
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Figura 12 — Representacio esquematica do alinhamento das sequéncias de GAPDH produzida por humanos e
P. aeruginosa.

4.9- Expressao do gene lasB por reacio em cadeia da polimerase em tempo real (RT-
PCR)

Inicialmente, 0 RNA foi isolado com TRIzol® por meio do kit de isolamento de RNA
bacteriano (Thermo Fisher Scientific, MA, USA). A concentracdo de RNA foi mensurada no
Nanodrop 2000 (Thermo Fisher Scientific) e a qualidade do RNA foi avaliada por meio da corrida
das amostras em gel de agarose 1,5% a 120 V. As amostras de RNA foram misturadas com tampao
de amostra adequado (glicerol 30%, azul de bromofenol 0,25% e xileno cianol FF 0,25%). Um
volume de 10 pl dessa mistura foi entdo adicionada ao gel. O brometo de etidio foi utilizado para
visualizacdo das bandas através do transiluminador de luz ultravioleta. Em seguida, o RNA
purificado foi quantificado por ensaio de RT-PCR, de acordo com o protocolo QuantiFast® SYBR®
Green RT-PCR Handbook protocol (Qiagen, Germany). Para a quantificagdo da expressao de lasB
e rpoD utilizou-se os primers descritos na tabela 2. As amostras foram analisadas no instrumento
Light Cycler 480 (Roche Life Science, Sussex, UK) com o seguinte protocol: etapa de ativagdo a
95°C, seguida por 45 ciclos de 95°C (desnaturacdo), 63°C (anelamento) e 72°C (extensdo), e

62



esfriamento a 4°C. O valor de AACT foi utilizado para determinar a magnitude da expressdo génica

(SCHMITTGEN & LIVAK, 2008).

Tabela 2- Primers utilizados na reacdo de RT-PCR para a quantificacdo da expressdo génica de lasB e rpoD.

Primer
Forward Reverso
lasB 5’-AAGTGCTCGATCAGTGGGAA-3’ 5’-CTGCTTGTAGGTGTTGGTCG-3’
rpoD 5’-CCGCCACTACCCGCTGAAG-3’ 5’-TGCCGTGCAACTCGCTCTC-3’

4.10 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na toxicidade induzida por LasB
em células epiteliais pulmonares (A549)

Células A549 (células humanas de epitélio basal alveolar, ATCC CCL-185) foram
cultivadas em garrafas estéreis de 75 cm? contendo meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM,;
Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado e com 2 mM de L-
glutamina, em atmosfera de CO a 5%, a 37°C. Para o experimento, células A549 foram semeadas
(10* células por pogo) em placas de 96 ou 24 pogos ate atingir a confluéncia. Primeiramente, o
sobrenadante livre de células bacterianas (equivalente a 100 pg de proteina) e LasB purificada (10
ng de proteina) (Elastin Products Company, Missouri, EUA) foram previamente tratadas com 25
uM fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona por 30 min a temperatura ambiente. Apos o periodo de
incubagdo, a LasB neutralizada foi adicionada & monocamada de A549, e os sistemas foram
incubados a 37°C a atmosfera de CO2 a 5% por 48 h. Os sistemas que receberam o tratamento
apenas com os compostos derivados da fendiona foram utilizadas como controle de viabilidade.
Ap6s o periodo de tratamento, a viabilidade celular foi quantificada pela reducao de MTT (4,5-
dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio), e a integridade e morfologia da monocamada foram

observadas por microscopia de campo claro (AOKI et al., 2010).
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4.11- Efeitos de compostos derivados da fendiona na toxicidade induzida por LasB
contra larvas de Galleria mellonella

Os experimentos que envolveram a manipulagdo de larvas de G. mellonella foram
realizados em colaboragdo com o Dr. Marcos Dias Pereira ¢ a mestranda Larissa Maura de Melo
Mattos, ambos do Departamento de Bioquimica do Instituto de Quimica da UFRIJ. Para os
experimentos, foram selecionadas larvas de G. mellonella que atingiram o ultimo estagio de
desenvolvimento larval e que apresentaram tamanho (15-20 mm) e peso (aproximadamente 200
mg) similares, e auséncia de pigmentagdo acinzentada na cuticula (FERNANDES et al., 2017).
Inicialmente, avaliou-se os efeitos toxicos de LasB em larvas de G. mellonella. Para isso, os
sobrenadantes de cultivo das cepas ATCC27853 e 09HC foram obtidos de acordo com o protocolo
descrito no item 4.5.1. Em seguida, 10 pl dos sobrenadantes de P. aeruginosa (100 pg de proteina)
ou sobrenadante termicamente inativado (100°C, 5 min) foram inoculados diretamente na
hemocele de G. mellonella, utilizando-se uma seringa Hamilton de 25 pl. Como controle da lesdo
fisica, 0 mesmo volume (10 pl) de PBS foi injetado na ultima pré-leg esquerda das larvas de G.
mellonella. Além disso, um grupo controle extra de larvas sem qualquer inoculagao foi empregado
para avaliar a satde das larvas no decorrer do experimento. Posteriormente, as larvas foram
incubadas em placas de Petri de vidro a 37°C e ao abrigo da luz por até 7 dias. O nimero de larvas
mortas foi avaliado diariamente. Larvas enegrecidas e que ndo apresentaram reagao apds o teste
de estimulagdo (toque) foram consideradas mortas (FERNANDES et al., 2017; RIZZO et al.,
2017). Por fim, a taxa de sobrevivéncia das larvas foi plotada e analisada utilizando o modelo de
curva Kaplan-Meier no software GraphPad Prism 7.0 (FERNANDES et al., 2017; RIZZO et al.,
2017). Em seguida, investigou-se a capacidade de Cu-fendiona em inibir a toxidez induzida por
LasB em larvas de G. mellonella. O sobrenadante de ATCC 27853 em diferentes concentragdes
(1, 10 e 100 pg de proteina) assim como 1 pg de LasB purificada foram previamente tratados com
50 uM Cu-fendiona por 30 min a temperatura ambiente. Apos o periodo de incubagdo, 10 pl dos
sistemas foram inoculados diretamente na hemocele das larvas e as taxas de sobrevivéncia foram

monitoradas diariamente durante 7 dias, conforme descrito acima.
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Parte I1: Efeitos dos compostos derivados da fendiona no crescimento de P. aeruginosa

4.12- Calculo da CIM

As CMIs referentes aos compostos derivados da fendiona foram determinadas de acordo
com o protocolo descrito pelo Instituto de Padronizagdo Clinica e Laboratorial (CLSI, do inglés,
Clinical and Laboratory Standards Institute, 2007- M7-A6) em uma placa de microtitulacdo com
96 pocos. As diluigdes dos compostos (1,56 — 200uM) foram feitas em caldo Mueller Hinton —
cation ativado (MHB-ca) (BD Difco, CA), caldo LB, ou meio sintético de escarro de fibrose cistica
(SCFM, do inglés, synthetic cystic fibrosis sputum medium) (PALMER et al., 2007). Uma
suspensao bacteriana foi preparada em salina 0,85% com uma turbidez equivalente ao padrao 0,5
da escala McFarland (~10% UFC/ml). Essa suspensio foi diluida serialmente para obter um indculo
final de aproximadamente 10° UFC/ml. A placa foi incubada por 24 h a 37°C. A menor
concentracdo do composto que demonstrou auséncia de turvacao visivel foi considerada como a
CMLI. Foram utilizados como controles os seguintes sistemas, pocos (i) contendo apenas o meio de
cultura; (ii) contendo a bactéria foi cultivada nos meios de cultivo, mas na auséncia dos compostos
de coordenagao, ¢ (iii) contendo células bacterianas cultivadas em meio de cultivo (MHB, LB ou

SCFM) e DMSO (diluente dos compostos).

4.13- Curva tempo-morte

Este experimento foi utilizado com o intuito de definir alguns parametros
farmacodindmicos como acdo bactericida ou bacteriostatica e tempo de acdo dos compostos
derivados da fendiona no crescimento de P. aeruginosa. Para tal, as culturas bacterianas ajustadas
a DOsoonm = 0,1 foram incubadas em caldo MH a 37°C em agitacdao a 250 rpm, na presenca de
concentragdes referentes a 2xCMI, 1XCMI e 2xCMI de cada um dos compostos testados
(VIGANOR et al., 2015). Os sistemas tratados apenas com o diluente dos compostos utilizados
(DMSO) foram utilizados como controle. Foram aliquotados 10 pl das culturas tratadas apos 0, 1,
3, 6,9 e 24 h de tratamento. Entdo, cada aliquota foi diluida serialmente em tubos contendo salina
estéril 0,85%. Por fim, 10 pl de cada diluicdo foram espalhados por toda superficie das placas de
agar Mueller-Hinton (MHA). Apo6s incubagdo a 37°C durante 24 h, as colonias foram contadas e

os resultados foram plotados em um grafico onde alguns pardmetros foram analisados, como o
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efeito bactericida (diminuicdo de > 3log UFC/ml das amostras sob acdo da substincia
antimicrobiana comparado ao controle) ou bacteriostatico (diminui¢do de < 3 log UFC/ml das
amostras sob acdo da substincia antimicrobiana comparado ao controle) e tempo de efeito
antimicrobiano (LORIAN, 2005). Todos os experimentos de curva tempo-morte foram realizados

em duplicata bioldgica.

4.14- Efeitos das combinacdes de compostos derivados da fendiona com antimicrobianos
classicos sobre a viabilidade bacteriana

A associacdo dos compostos derivados metalicos da fendiona com os antimicrobianos
classicos, imipenem e ceftazidima, foi realizada para avaliar o possivel efeito sinérgico entre estes.
O método foi realizado em placas de microtitulagdo de 96 pocos contendo diluicdes dos
compostos, por colunas, e dos outros antimicrobianos, por fileiras, e que combinaram entre si a
medida que foram dispostas na placa a maneira checkerboard. As dilui¢des dos inibidores e
antimicrobianos foram preparadas em caldo MHB. Preparou-se uma suspensdo bacteriana com
cada um dos isolados clinicos em salina 0,85% com turbidez equivalente ao padrdo 0,5 da escala
McFarland (~10®8 UFC/ml). Essa suspensdo foi diluida para obter um indculo final de
aproximadamente 105> UFC/ml. Depois de inoculada, a placa foi incubada a 37°C por 24 h
(JACQUELINE et al., 2005). O FIC index (indice de concentragao inibitoria fracionada) foi obtido
a partir da soma do FIC A (CMI do antimicrobiano A em combinacdo / CMI do antimicrobiano A
sozinho) com o FIC B (CMI do antimicrobiano B em combinagdo / CMI do antimicrobiano B
sozinho). Assim, o sinergismo foi definido como um FIC index < 0,5; aditividade foi definida
como FIC index > 0,5 a < 2,0; indiferencga foi definida como FIC index > 2,0 a <4 e antagonismo
foi definido como FIC index > 4,0 (LORIAN, 2005). Em seguida, realizou-se a curva tempo-morte
(conforme a metodologia descrita no item 4.5) com objetivo de confirmar o efeito sinérgico das
combinagdes testadas. Para isso, as células bacterianas foram incubadas em caldo MHB na
presenca das combinagdes que apresentaram atividade antimicrobiana no checkerboad, bem como,
na presenga de cada um dos compostos isoladamente. Apds o periodo de incubacdo, 10 ul de cada
cultura foram aliquotados e diluidos serialmente em fragdes de 10 em tubos contendo salina estéril
0,85%. Por fim, 10 pl de cada diluicdo seriada foram espalhados por toda superficie das placas

contendo MHA.
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Parte I1I: Efeitos de compostos derivados da fendiona na homeostase redox de P. aeruginosa

4.15- Efeitos de antioxidante na tolerancia bacteriana aos compostos derivados da fendiona

A participacdo de EROs na letalidade mediada por Ag-fendiona e Cu-fendiona foi avaliada
através do co-tratamento com o antioxidante N-acetilcisteina (NAC; Sigma Aldrich). Inicialmente,
determinou-se a concentracdo minima inibitéria de Ag-fendiona e Cu-fendiona na presenca do de
NAC. Os isolados de P. aeruginosa foram cultivadas em caldo LB a 37°C sob agitagdo a 150 rpm
por 24 h. Em seguida, ajustou-se o indculo bacteriano a uma turbidez equivalente ao padrao 0,5 da
escala McFarland (ODsoo nm = 0,10-0,15). As suspensdes foram diluidas em caldo LB
suplementado ou ndo com NAC a 5 mM de maneira a obter um inoculo final de aproximadamente
103 UFC/ml e as culturas foram incubadas em presenca de diferentes concentragdes dos compostos
derivados da fendiona. A menor concentracdo do composto que demonstrou auséncia de turvagao

visivel foi considerada como a CMI.

4.16- Efeitos de compostos derivados da fendiona sobre a produciao de EROs

Avaliou-se a producdo de EROs em células de P. aeruginosa apds o tratamento com os
derivados da fendiona: Ag-fendiona e Cu-fendiona. Para isto, 10° células foram incubadas na
presenca de concentracdes referentes a /2xCMI, 1xCMI e 2xCMI durante 1 e 3 h a 37°C. Ao final
do periodo de incubagao, as células foram centrifugadas (4000xg, 10 min, 4°C) e os sobrenadantes
foram descartados. Entdo, as células foram incubadas com 50 uM da sonda diclorofluoresceina
diacetato (DCFHDA; Sigma-Aldrich). Apés 30 min de incubagdo a 37°C, as células foram lavadas
trés vezes em tampao fosfato-salina (PBS; 150 mM NacCl, 20 mM fosfato de so6dio, pH 7,2). Por
fim, a detec¢@o das EROs foi analisada por fluorimetria (Emissdo a 485 nm e excitacdo a 530 nm).
Células ndo marcadas com a sonda DCFHDA foram usadas como controle de autofluorescéncia.
Células cultivadas na auséncia dos compostos de coordenacdao foram utilizadas como controle

negativo (DAVIDSON et al., 1996).
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4.17- Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade de enzimas antioxidantes de

P. aeruginosa

4.17.1-Obtencao dos extratos celulares

As culturas bacterianas crescidas em TSB por 24 h a 37°C foram centrifugadas (4000xg,
40 min, 4°C) e lavadas trés vezes em PBS. As bactérias foram suspensas em 500 ul de tampao
Tris-HCl a 2 mM (pH 8,0) suplementado com 0,1% de Triton X-100 e, em seguida, foram lisadas
em um homogeneizador celular alternando 2 min de agitacdo e 2 min de refrigeracdo no gelo (total
de 5 ciclos). Finalmente, os sistemas foram novamente centrifugados a 4000xg por 10 min a 4°C

e os sobrenadantes obtidos corresponderam aos extratos celulares soltiveis (SOARES et al., 2008).

4.17.2- Catalase

O principio deste método baseia-se no decaimento da absorbancia ocasionado pela reducao
de H»0O: a 4gua devido a presenca de enzimas catalases nos extratos celulares (AEBI, 1984). Para
esse ensaio, utilizou-se a solu¢do de H>O2 a 300 mM em tampao PBS. Em uma cubeta de quartzo,
adicionou-se 390 pl de PBS, 10 pl de HxO2 e 100 pl de extrato celular bacteriano
(aproximadamente 100 pg de proteina). Apds homogeneizagao, registrou-se a absorbancia em 240
nm em espectrofotometro durante 3 min em intervalos de 10 seg. Culturas bacterianas expostas ao
tratamento com 17 mM de H20: por 30 min foram utilizados como controle positivo. Ja os extratos
obtidos de células incubadas na presenca do DMSO (solvente das drogas utilizadas) foram
utilizados como controle negativo. A taxa de decomposi¢ao do H»O, foi adquirida de regressao
linear. As amostras foram analisadas em triplicata, e atividade enzimatica foi calculada conforme
a equacio 4 ¢ os valores normalizados pela concentracdo de proteina dos extratos celulares. Uma
unidade de catalase corresponde a quantidade de enzima capaz de converter 1 umol de H,O> por

min por mg de proteina.

AADS;40nm / )
min
394 M~1cm~1 x (Volume de extrato celular)

X (Volume total da reacio)

Atividade de catalase =

(Eq. 4)
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4.17.3- SOD

A produgdo de SOD foi avaliada utilizando-se um kit comercial (Sigma-Aldrich). Este
ensaio se baseia na reducgdo do sal cromogénico WST-1 (2-(4-iodofenil)-3-(4 nitrofenil)-5-(2,4-
disulfofenil)-2H-tetrazdlio) por um anion superdxido, formando um corante hidrossoluvel de
formazana, que pode ser quantificado colorimetricamente. Para isto, 20 pl dos extratos proteicos
obtidos (aproximadamente 20 ug de proteinas) foram incubados com 200 pl da solugdo WST-1
por 20 min a 37°C. Em seguida, o produto da reacdo foi quantificado em espectrofotometro a 405

nm e a atividade enzimética determinada pela equacio S (ROWAN et al., 2010).

(ABS branco 1 — ABS branco 3) — (ABS amostra — ABS branco 2)
(ABS branco 1 — ABS branco 3)

(Eq. 5)

Atividade SOD =

Onde:

* O sistema branco 1 foi composto por 20 pl de dgua, 200 pl de solugdo do sal WTS-1 e 20

ul da solugdo extrato proteico.

* O sistema branco 2 foi composto por 20 pl de solucdo de amostra (solucao de preparagdo

da amostra), 200 pl de solugdo do sal WTS-1 e 20 pul do tampao de diluicao.

* O sistema branco 3 foi composto por 20 pl de dgua, 200 pl de solugdo do sal WTS-1 e 20

de tampao de diluicao.

» Sistema da amostra a ser quantificada foi composto por 20 pl de solugdo de amostra, 200

ul de solucdo do sal WTS-1 e 20 pl da solugdo do extrato proteico.

4.18 — Aconitase

A atividade aconitase foi realizada segundo protocolo de GARDNER (2002). A atividade
aconitase foi determinada por meio da taxa de formagdo de NADPH produzido na reacdo catalisada
pela isocitrato desidrogenase. A reagdo catalisada pela isocitrato desidrogenase ¢ dependente da
concentracgdo de isocitrato produzido pela aconitase. Portanto, a atividade aconitase ¢ determinada,
indiretamente, utilizando-se concentragdes nao limitantes de citrato (substrato da aconitase),

isocitrato desigrogenase e NADP*. A reacéo foi realizada em tampao Tris-HCI (50 mM, pH 7,2)
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na presenca 100 uM de citrato de sddio, 60 uM MnCls, 0,7 U de isocitrato desidrogenase e 270
uM de NADP*. A reagdo foi iniciada com a adi¢do 20 ul de extrato celular (~20 pg de proteina) e
a produ¢do de NADPH foi monitorada pelo aumento da absorbancia em 340 nm por 10 min em
intervalos de 30 seg. A taxa de formacdo de NADPH foi adquirida durante aumento linear. A
atividade de aconitase foi calculada conforme a equagdo 6. A atividade foi normalizada pela
concentragdo de proteina presente no extrato. Uma unidade de aconitase corresponde a quantidade
de enzima capaz de converter 1 pmol de citrato a isocitrato por min por mg de proteina

(GARDNER, 2002, OGLESBY et al., 2008).

AADS;40nm / )
min
6.22 mM~1cm~1(volume de extrato celular)

X (volume total da reacao)
Atividade aconitase =

(Eq. 6)

4.19- Perfil de fragmentacio do DNA em gel de agorose

Inicialmente, 5 ml de cultura bacteriana (10° UFC/ml) foram incubadas em caldo LB na
presenca e auséncia de concentragdes referentes 2xCMI de cada um dos compostos estudados por
5ha37°Ce 150 rpm. Apos o periodo de incubagido, as células foram centrifugadas (4000xg, 10
min, 4°C) e lavadas trés vezes em tampao PBS. Para a avaliar a integridade do DNA gendmico
atraves da mobilidade em gel de agarose, extraiu-se 0 DNA genomico utilizando o kit Gentra
Puregene Yeast and Bacteria Kit (Qiagen, Maryland, EUA), de acordo com o protocolo sugerido
pelo fabricante. Por fim, o perfil eletroforético do DNA extraido foi analisado em gel de agarose
1% (em tampgdo Tris-borato-EDTA; TBE, 89 mM Tris-HCI, 89 mM &cido boérico, 2 mM EDTA,
pH 8,0) a 100 V por 90 min. Os géis foram corados com 0,5 mg/ml brometo de etidio por 5 min e
descorado em agua por 30 min. O DNA gendmico foi visualizado através em UV-transiluminador

(Loccus Biotecnoligia, Sao Paulo, Brasil).
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4.20- Analise de fragmentacio do DNA por TUNEL (“Transferase dUTP Nick End
Labeling”)

A fragmentagdo do DNA também foi avaliada pela técnica de TUNEL. Inicialmente, 5 ml
de cultura bacteriana (10° UFC/ml) foram incubadas em caldo LB na presen¢a e auséncia de
concentragdes referentes a 2xCMI de cada um dos compostos estudados por 5 ha 37°C e 150 rpm.
Ap6s o periodo de incubagio, as células foram centrifugadas (4000xg, 10 min, 4°C) e lavadas trés
vezes em tampdo PBS. Em seguida, avaliou-se a fragmentacdo do DNA utilizando-se o kit
DeadEnd™ Fluorometric TUNEL System (Promega, Winsconsin, EUA) seguindo as
recomendacdes do fabricante. Apds o tratamento, preparou-se uma suspensio bacteriana de 5 x
106 células em 500 pl de PBS. Essa suspenséo bacteriana foi fixada com paraformolaldeido 4% e
incubadas por 30 min em banho de gelo. Apds este periodo, as células foram centrifugadas
(4000xg, 5 min, 4°C), lavadas e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, as células foram
permeabilizadas pela adicdo de 1 ml de etanol 70% gelado e estas foram incubadas por 15 h a —
20°C. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com PBS para remogao do etanol. Entdo,
removeu-se o sobrenadante e adicionou-se o tampao de equilibrio e incubou-se por 5 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, as células foram ressuspensas em 10 pl de solugdo para
marcagcdo de DNA (45 pl de tampdo de equilibio; 5 pl de mix de nucleotideos; 1 pl de TdT
[deoxinucleotidil transferase terminal]). A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 1 ml de EDTA
a 20 mM. As células foram lavadas duas vezes com 200 pl Triton X-100 a 0,1% e BSA a 5 mg/ml
diluido em PBS. Adicionou-se 500 pl de uma solugao iodeto de propideo 5 pg/ml contendo 250
ug of DNase-free RNase A e as células foram incubadas a temperatura ambiente por 30 min ao
abrigo da luz e, posteriormente, analisadas por citometria de fluxo (FACSCalibur, BD Bioscience)

e os dados foram analisados através do software Flowing 2.5.1.

4.21 — Peroxidacio lipidica

Os acidos graxos presentes na membrana lipidica, apds sofrerem danos oxidativos, geram
o malondialdeido (MDA) que reage com 2 moléculas de 4cido tiobarbitirico (TBA), formando um
complexo réseo cuja absor¢do maxima € a 532 nm. Portanto, ap6s o tratamento com concentragdes
bactericidas de Ag-fendiona e Cu-fendiona, obteve-se o extrato celular (método descrito no item

4.9.1) e quantificou-se 0 MDA produzido pelo processo de peroxidacdo lipidica. Para isso,
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misturou-se o extrato celular ¢ a solucao de detecg¢ao (TCA a 15%, TBA a 0,37% e HCl a 0,2 N)
na propor¢do de 1:2 (vol:vol). Em seguida, incubou-se as amostras por 100°C por 15 min e
resfriou-se a as amostras por 10 min a temperatura ambiente. Por fim, centrifugou-se as amostras
a 1000xg por 10 min a temperatura ambiente e absorbancia foi mensurada em espectrofotometro
a 532 nm. Para o branco utilizou-se todos os reagentes, exceto o extrato celular. A concentragdo
de substancias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS; nmol/g) foi calculada utilizando-se o

coeficiente de extingdo molar de 1.55 M! cm™! conforme a equacio 7:

ABS da amostra X (Volume total da reac¢ido)

TBARS =

1.56x105M~1cm~1x (Volume de extrato celular)

(Eq.7)

Parte IV: Efeitos dos compostos derivados da fendiona na ultrastrutura e fisiologia de

membrana de P. aeruginosa

4.22- Efeitos dos compostos derivados da fendiona sobre a ultraestrutura bacteriana

A preparagdo bacteriana (cepa ATCC 27853, 10° células) foi tratada com Y2xCMI dos
compostos por 24 h a 37°C. Células cultivadas na auséncia dos compostos foram utilizadas como
controle negativo. Em seguida, as células foram lavadas em tampao cacodilato a 0,1 M, fixadas
por 12 h & temperatura ambiente no mesmo tampao contendo 4% de glutaraldeido, desidratadas
com séries de incubagdo em etanol a 25, 50, 75 e 100%, secas pelo ponto critico, revestidas com
ouro-paladio e observadas em microscopio eletronico de varredura (IRAZOQUI et al., 2010). Este
experimento foi realizado no Laboratorio de Tecnologia em Bioquimica e Microscopia (LTBM)
do Centro de Ciéncias Biologicas e da Satde (CCBS) do Centro Universitario Estadual da Zona

Oeste (UEZO), sob supervisdo do Dr. Sérgio Seabra e pelo técnico Diego de Souza Gongalves.
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4.23 - Desestabilizacdo da membrana externa

As alteracdes na permeabilidade de membrana externa de P. aeruginosa foram avaliadas
através da sensibilidade da célula bacteriana ao dodecil sulfato de sédio (SDS), um agente
desestabilizador de membranas. Para isto, incubou-se os isolados de P. aeruginosa com
concentragdes referentes a concentragdes bactericidas de Ag-fendiona e Cu-fendiona por 3 h. Apds
o tratamento, uma suspensdo bacteriana (DOsoonm = 0,4) foi feita em tampao HEPES a 50 mM, pH
7,0, suplementado com 5 mM de glucose. Em seguida, acompanhou-se a densidade 6tica da
suspensdo bacteriana durante 5 min, entdo, adicionou-se o detergente SDS na concentragdo final
de 0,1%, e a lise bacteriana foi monitorada através da reducdo da absorbancia em 600 nm durante

25 min adicionais (LOK et al., 2006).

4.24 - Integridade da membrana plasmatica bacteriana

A integridade de membrana plasmatica bacteriana foi avaliada através da incorporacdo de
iodeto de propidio. Para isto, suspensdes correspondentes a 10 UFC foram incubadas na presencga
e auséncia de concentracdes referentes a 2xCMI dos derivados da fendiona por 3 h. Apds o periodo
de tratamento, as células bacterianas foram lavadas em tampao PBS e, entdo, incubados por 5 min
com iodeto de propidio a 1 pg/ml. Por fim, analisou-se imediatamente a incorporacao do fluoréforo
em citometro de fluxo (FACS Calibur BD, BD Bioscience), equipado com laser de argonio 15 mW
com emissdo a 488 nm. Células autoclavadas foram utilizadas como controle de células nado

viaveis. Os dados foram analisados através do software Flowing 2.5.1.

4.25 - Polarizacio de membrana plasmatica bacteriana

O potencial da membrana plasmatica de P. aeruginosa foi avaliado através do acumulo da
sonda iodeto de 3,3-dietiloxacarbocianina (DiOC>(3)). Inicialmente, 5 ml de cultura bacteriana
(10% UFC/ml) foram incubadas em caldo LB na presenga e na auséncia de concentragdes referentes
a 2xCMI de cada um dos compostos estudados por 3 h a 37°C em agitacdo constante (150 rpm).
Apos o periodo de tratamento, as células foram lavas 3 vezes em PBS. Entdo, as amostras foram
centrifugadas (4000xg, 10 min, 4°C), as células foram adicionadas de 500 ul da sonda DiOC»(3)
a 30 uM e incubadas a temperatura ambiente por 10 min. As fluorescéncias emitidas nas faixas do

verde (FL1) e vermelho (FL3) foram avaliadas por citometria de fluxo (BD FACSAria, USA)
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(NOVO et al., 1999). O DiOC»(3) ¢ um corante catidnico e lipofilico que atravessa facilmente a
membrana celular. O microrganismo com a membrana polarizada normalmente apresenta em sua
interior carga negativa. Nestas condigdes o corante DiOC»(3), por afinidade eletrostatica, forma
agregado intracelulares alterando a emissao de fluorescéncia para o vermelho (NOVO et al., 1999;

SHAPIRO, 2000). Portanto, os resultados foram expressos como a razao da fluorescéncia verde

(FL1) e vermelha (FL3).

Parte V: Efeitos dos compostos derivados da fendiona no metabolismo de P. aeruginosa

4.26 — Analise do perfil metabdlico

As andlises do perfil metabolico de P. aeruginosa foram realizadas sob a orientagdo do Dr.
Jae Jin Lin e professor Dr. Hyunjing Eoh na University of Southern Califérnia (Los Angeles, CA,
EUA).

Colonias isoladas de P. aeruginosa foram transferidas para o caldo LB e mantidas a 37°C
em agitacdo a 150 rpm até que a cultura atingisse a DOsoonm= 1,0. Em seguida, aliquotou-se 10 ml
desta cultura em tubos de 50 ml. As células foram lavas em PBS e, entdo, resuspendendidas em
caldo LB suplementados com os compostos derivados da fendiona em concentragdes referentes a
IxCMI e 5xCMI e incubadas a 37°C por 3 h. Além disso, com o objetivo de verificar se as
alteracdes metabolicas induzidas por compostos derivados da fendiona estariam relacionados a
formagao de EROs, realizou-se o co-tratamento das culturas de P. aeruginosa com 5xCMI de Ag-
fendiona e Cu-fendiona e tiourea a 100 mM ou NAC a 5 mM. Para o controle negativo, as células

bacterianas foram incubadas na presenca de DMSO na concentracado final de 0,5%.

Ap6s o periodo de tratamento, as células foram centrifugadas (4000xg, 10 min, 4°C) e
lavadas com PBS. O metabolismo celular foi interrompido pela adi¢do da solugdo de acetonitrila,
metanol e agua na propor¢do 40:40:20 (LC-MS grade, Merk Milipore, Massachusetts, EUA)
previamente refrigerada a -80°C. Os metabdlitos foram extraidos pela lise mecanica utilizando-se
pérolas de zirconio de 0,1 mm de didmetro no homogeneizador de tecidos Precellys (Bertin
Technologies, Franga) por 8 min (6.800 rpm) duas vezes sob resfriamento continuo a 2°C. Os

lisados celulares foram clarificados através da centrifugacao (4000xg, 10 min, 4°C) e filtrados
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através de colunas Spin-X (0,22 pm - Corning, Nova York, EUA) (EOH et al.,, 2013). O contetdo
proteico residual nos produtos da extracdo dos metabolitos foi quantificado para posterior
normaliza¢do dos resultados pelo contetdo proteico de cada amostra. Os metabolitos foram
separados e detectados no Agilent Accurate Mass 6230 TOF acoplado ao Agilent 1290 Liquid
Chromatography system utilizando-se Cogent Diamond Hydride Type C column (Microsolve
Technologies, Long Branch, EUA). Os metabdlitos foram identificados com base no tempo de
retencdo e no valor exato e unico para cada uma das moléculas detectadas. Os metabolitos foram
analisados utilizando o software Agilent Qualitative Analysis B.07.00 ¢ o Profinder B.06.00
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA) com uma tolerancia de massa <0,005 Da. Os dados
obtidos pela metabolomica foram expressos como a média de dois experimentos independes
realizados em triplicata (EOH et al., 2017). O heat map foi criado utilizando-se os softwares
Cluster 3.0 e Java TreeView 1.0 (HOON et al., 2004). Realizou-se a analise estatistica multivariada
dos perfis metabdlicos globais das amostras expostas ao co-tratamento com antioxidantes através
da andlise de componentes principais (PCA) utilizando o software Metaboanalyst 3.0 (XIA et al.,

2015).

4.27 — Deteccao da atividade de isocitrato desigrogenase

Apos o tratamento de culturas de P. aeruginosa com os compostos derivados da fendiona
(5xCMI), a atividade enzimatica de isocitrato desidrogenase foi mensurada através do ensaio
baseado na formagdo de NADPH (Equac¢do 8) como previamente descrito por (KEYS &
MCALISTER-HENN, 1990).

DL — isocitrato + NADP* & a — cetoglutarato + CO, + NADPH

(Eq. 8)

Em tampao glicilglicina a 250 mM (pH 7,4), adicionou-se 6,6 mM de &cido isocitrico, 20
mM de B-NADP" e 18 mM de MgCl. A reagdo foi iniciada com a adi¢@o do extrato proteico. A

formagao do produto foi determinada a 340 nm. A atividade de isocitrato desidrogenase foi
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definida pela equacio 9. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a formacao de

1 umol de NADPH por min sob as condi¢des do experimento.

AABS34°"m/ml-n X (volume total de reagio)

Atividade isocitrato desidrogenase =

6.22 mM~1cm=1 X (volume de extrato celular)

(Eq.9)

4.28- Deteccio da atividade de malato desidrogenase

Inicialmente, culturas de P. aerugiosa (10° UFC/ml) foram incubadas na presenca de
5xCMI de Ag-fendiona e Cu-fendiona durante 1 h a 37°C. Apds o perido de incubagao, os extratos
celulares foram obtidos e, entdo, quantificou-se a atividade da enzima malato desidrogenase

(Equacao 10).

Oxaloacetato + NADH < L —malato + NAD*

(Eq. 10)

Em tampao fosfato de sédio (100 mM), adicionou-se 0,14 mM de B-NADH e 7,6 mM de
acido oxaloacético. A reagdo foi iniciada com a adi¢@o do extrato proteico. A atividade da enzima
malato desidrogenase foi mensurada através da taxa de consumo de NADH detectada a 340 nm,
utilizando-se cubeta de quartzo (caminho 6tico = 1 cm). A atividade de malato desidrogenase foi
definida pela equacdo 11. Uma unidade de atividade enzimatica foi definida como a conversao de

1 umol de oxaloacetato e NADH aos produtos L-malato e NAD" por min por pg de proteina.

AABSSZ}Onm/ .
min
6.22 mM~1cm=1 X (volume de extrato celular)

X (volume total de reagio)

Atividade malato desidrogenase =

(Eq. 11)
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4.29 — Detec¢do da atividade de NADH:ubiquinona oxiredutase

Culturas de P. aerugiosa (10° UFC/ml) foram submetidas ao tratamento com 5xCMI de
Ag-fendiona e Cu-fendiona durante 1 h a 37°C. Apos o periodo de tratamento, quantificou-se a
atividade da enzima NADH:ubiquinona oxiredutase. Resumidamente, adicionou-se os extratos
celulares ao tampao de ensaio de atividade enzimatica (100 mM tampao fosfato de s6dio, BSA a
0,35%, NADH a 200 uM, KCN a 240 uM, 2,6-dicloroindofenol sédico salitrato de sédio (DCIP)
a 60 uM, decilubiquinona a 70 uM e antimicina A a 25 uM). A atividade do NADH:ubiquinona
oxiredutase foi definida pela equacao 12 (RANA et al,, 2013).

AABS6°°"m/ml-n X (volume total de reagio)

Atividade NADH: ubiqui iredutase =
tvicade UDLGUINOna oxXIreautase = o M—Tem-1 x (volume de extrato celular)

(Eq. 12)

4.30- Avaliacio da propor¢io NAD*/NADH

A extragdo e quantificagdo de NAD* e NADH foi realizada de acordo com a metodologia
desenvolvida por WHELAN e colaboradores (2007). Ap6s o periodo de tratamento, 1 ml de cultura
foi transferido para dois microtubos distintos: um para a extragdo de NAD™ e outro para a extragdo
de NADH. Em seguida, as culturas foram centrifugadas e os sobrenadantes descartados. Para a
extracdo de NAD", as células foram ressuspendidas em 300 pl de HCI a 0,2M enquanto para a
extracdo de NADH as células foram ressuspendidas em 300 ul de NaOH a 0,2 M. Ambos os
sistemas foram incubados a 50°C em banho maria por 10 min e, entdo, resfriados em gelo por 5
min. Posteriormente, em agitacao branda adicionou-se 300 pl de NaOH a 0,1 M (para extracao de
NAD") ou 300 ul de HCl a 0,1 M (para extragdo de NADH). Por fim, os tubos foram centrifugados
para retirada de debris celulares, os produtos de extragdo foram acondicionados a -20°C. Em
seguida, a mistura reacional utilizada para a quantificagdo do par NAD*/NADH foi preparada de
acordo com a seguinte propor¢do: 1 volume de Tris-HCl a 1 M (pH 8,0), 1 volume de etanol a
100%, 1 volume de EDTA a 40 mM, 1 volume de MTT a 4,2 mM, 2 volumes de fenazina etosulfato
(PES) a 16,6 mM e 3 volumes de 4gua. Em placas de 96 pocos, foram adicionados 5 pul do produto

de extracgdo, 90 pl da mistura reacional e 5 pl da enzima alcool desidrogenase 11 a 1 mg/ml (Sigma-
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Aldrich). Por fim, registrou-se a absorbancia a 570 nm durante 30 min em intervalos de 30 seg

(WHELAN et al., 2007).

4.31- Analises estatisticas

Os experimentos foram realizados trés vezes em triplicatas bioldgicas. Os dados obtidos
foram expressos como a média =+ desvio padrao. Os resultados obtidos foram avaliados através da
analise de variancia (ANOVA), pos-teste de Dunnett, com o intuito de comparar o controle (ndo
tratado) com as amostras tratadas com os compostos. Para a comparagdo dos grupos tratados e co-
tratados com antioxidante realizou-se a o teste ¢ de Student ndo pareado bicaudal. Para todos os
testes, o grau de significancia estatistica considerado foi de 95% (p<0,05). O programa utilizado

para andlise foi o Graphpad Prism 6.
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5- RESULTADOS

Parte I: Efeitos dos compostos derivados da fendiona sobre a LasB de P. aeruginosa

A terapia anti-viruléncia ¢ uma promissora alternativa para o tratamento de infecgdes
persistentes. Esta abordagem terapéutica visa reduzir a patogénese, sem necessariamente afetar o
crescimento microbiano (LEE et al., 2009). Deste modo, ao inibir a expressao/atividade destes
fatores de viruléncia, o microrganismo se torna menos habil no estabelecimento do processo
infeccioso (RASKO & SPARANDIO, 2010). A enzima LasB de P. aeruginosa regula multiplos
eventos fisiopatologicos, sendo essencial para o sucesso do estabelecimento do processo
infeccioso no hospedeiro. Portanto, diante da importancia deste fator de viruléncia, investigou-se
a acdo dos compostos derivados de fendiona sobre a atividade elastinolitica produzida por P.
aeruginosa. Ressalta-se, ainda, que os compostos estudados no presente estudo sdo derivados da
1,10-fenantrolina, um conhecido inibidor de metalopeptidases, incluindo a LasB de P. aeruginosa

(GALDINO et al., 2017).

5.1- Analise in silico da interacio entre compostos derivados da fendiona e o sitio ativo da
enzima LasB

As possiveis interagdes entre os compostos derivados da fendiona e o sitio ativo da LasB
de P. aeruginosa foram investigadas utilizando-se métodos de “docking” molecular. A
sobreposi¢do dos compostos derivados da fendiona ao inibidor HPI (previamente descrito como
um ligante do sitio ativo de LasB) revelou que Ag-fendiona e Cu-fendiona se ancoraram ao ligante
HPI através de interagdes do tipo empilhamento m entre os anéis aromaticos (Figuras 14A, 14C e
14E). Por defini¢do, o empilhamento © € um fendomeno fisico, que ocorre devido a polarizagdo das
nuvens eletronicas entre anéis aromaticos (HOBZA, 2008). Além disso, o composto Cu-fendiona
apresentou a melhor energia de interagdo (-127,54 kcal mol™), seguido de fendiona (-40,47 kcal
mol ') e Ag-fendiona (-34,26 kcal mol!) (Tabela 3). Corroborando esses resultados, foi observado
que Cu-fendiona foi capaz de formar duas pontes de hidrogénio com residuos de aminoacidos, a
saber Argios € Asniiz, localizados no sitio catalitico, além de formar outras duas pontes de
hidrogénio com moléculas de agua (Figura 14F). Ja a Ag-fendiona interagiu com o sitio catalitico

de LasB pela formag¢ao de uma ponte de hidrogénio com Alaji3 e trés moléculas de d4gua, enquanto
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fendiona formou apenas duas pontes de hidrogénio (com Argios € uma molécula de 4gua) (Figuras
14C, 14D e Tabela 3).

Complementarmente, célculos semi-empiricos foram realizados em nivel de PM6 para
obter valores mais precisos de energia de interacdo entre os compostos derivados da fendiona e
residuos de aminoacidos no sitio ativo de LasB. O método PM6 se baseia na utilizagdo de
parametros oriundos de andlises experimentais previamente calculados para a resolver equagdo de
Schrodinger, que descreve como o estado quantico de um sistema molecular se comporta em
relacdo ao tempo, estimando de maneira exata a energia de interacdo entre proteina e ligante
(MORGON & COUTINHO, 2007). Confirmando os dados obtidos pelo docking molecular, Cu-
fendiona apresentou a energia de interagdo mais favoravel (0 kcal mol™!), seguido de Ag-fendiona

(2.690 kcal mol™) e fendiona (4.179 kcal mol™!) (Tabela 3).

Tabela 3 - Energias de interacdo entre os compostos derivados da fendiona e o sitio ativo da LasB de P.
aeruginosa.

Molegro Virtual Docker Semi-empirico — PM6

Energia de interacio Energia de interacio

Compostos (kcal mol™) Pontes de hidrogénio (kcal mol™)
. 1 Argiog
fendiona —40.47 | H,0 4.179
. 1 Alais
Ag-fendiona —34.26 3 H,0 2.690
1 Argiog
Cu-fendiona —127.54 1 Asniiz 0.000
2 H,O
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Figura 13 — Intera¢des moleculares entre o sitio ativo de LasB de P. aeruginosa e os compostos derivados da
fendiona. Analises in silico foram realizadas utilizando-se o programa Molegro Virtual Docker. O ancoramento do
ligante fendiona (A) e de seus derivados metalicos Ag-fendiona (C) e Cu-fendina (E) sobre o ligante ativo da LasB
foi ilustrado no modelo de bola e palito. O composto Cu-fendiona apresenta maior similaridade estrutural com o
ligante ativo de LasB, favorecendo assim sua interagdo com o sitio ativo da enzima. As pontes de hidrogénio formada
entre elastase e fendiona (B), Ag-fendiona (D) e Cu-fendiona (F) foram evidencias pelas linhas azuis pontilhadas.
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5.2- Efeitos dos compostos a base de fendiona na atividade in vitro de LasB

Ap0s observar as interagdes moleculares entre os derivados de fendiona e o sitio catalitico
de LasB, investigou-se a possivel atividade inibitoria destes compostos sobre a atividade
elastinolitica. Assim como observado nos ensaios de docking molecular, Cu-fendiona apresentou
a atividade inibitéria mais potente sobre a LasB purificada; portanto, exibindo a menor constante
de inibi¢do (Ki = 0,09 uM), seguida por Ag-fendiona (K; = 0,31 uM) e fendiona (K; = 0,38 uM)
(Figura 15). Isoladamente, os sais, CuSO4.5H>0 e AgNOs, ndo alteraram significativamente a
atividade elastinolitica (Figura 15A).

Sabendo-se que a LasB ¢é secretada fisiologicamente por P. aeruginosa durante o
crescimento planctonico e durante a formagao de biofilme (JOHNSON et al., 1967; HOYLE et
al., 1993; GALDINO et al., 2017; AZAM & KHAN, 2018), avaliou-se o efeito dos compostos
derivados da fendiona sobre a atividade elastinolitica presente nos sobrenadantes de cultivo
planctonico, obtidos das cepas ATCC 27853 e 09HC, bem como do sobrenadante de cultivo do
biofilme produzido pela cepa ATCC 27853. Cu-fendiona foi o composto mais eficiente na inibi¢ao
da atividade elastinolitica presente no cultivo planctonico (Figuras 15B e 15C) e em biofilme de
P. aeruginosa (Figura 15D). Como exemplo, observou-se que Cu-fendiona a 10 mM inibiu,
respectivamente, 95,18% e 93,44% da atividade elastinolitica proveniente do cultivo planctonico
de ATCC 27853 e 09HC (Figuras 15B e 15C). Além disso, Cu-fendiona foi capaz de inibir
89,03% da atividade elastinolitica secretada por células de P. aeruginosa (ATCC 27853) durante

o crescimento na forma de biofilme (Figura 15D).
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Figura 14 — Efeitos dos compostos derivados da fendiona na atividade enzimatica de LasB produzida por P.
aeruginosa. LasB purificada (A), sobrenadante de cultivo planctonico da cepa ATCC 27853 (B) e 09HC, bem como
sobrenadante obtido do cultivo em biofilme (D), foram tratados por 30 min na presenga e na auséncia de compostos
derivados da fendiona em diferentes concentragdes (0,01, 0,1, 0,5, 1, e 2 mM para a LasB purificada ou 1, 2,5, 5¢ 10
mM para os sobrenadantes ricos em LasB). A atividade elastinolitica foi mensurada utilizando-se o substrato
fluorogénico especifico para a elastase de P. aeruginosa Abz-Ala-Gly-Leu-Ala-pNA. Uma unidade de elastase
corresponde & quantidade de enzima capaz de converter 1 ng de substrato fluorogénico por min por mg de proteina

(CATCHCART et al., 2011).
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5.3- Efeitos dos compostos derivados de fendiona na expressio do gene lasB e na
producio/secrecio da enzima LasB

Avaliamos também se os compostos seriam capazes de inibir a expressdo do gene /asB,
bem como a sintese e secre¢cdo da enzima LasB madura. Para tal, as células foram incubadas por
24 h na presenga e na auséncia de concentragdes sub-inibitoérias dos compostos testes
(concentracdes referentes a 2xCMI). Em seguida, avaliou-se a expressao génica de lasB através
de RT-PCR bem como a produgao/secrecdo do produto proteico maduro (LasB) por Western blot.
Os resultados evidenciaram que tanto o ligante fendiona quanto seus derivados, Ag-fendiona e Cu-
fendiona, foram capazes de modular negativamente a expressao do gene /lasB. A expressao de lasB
em células tratadas com os derivados da fendiona foi aproximadamente 50% menor quando
comparada ao controle de células ndo tratadas (Figura 16A). Nesse conjunto de experiementos,
selecionou-se o gene rpoD como controle interno, uma vez que este gene ¢ constitutivamente
expresso em P. aeruginosa € sua transcri¢do se mantem estavel mesmo sob estresse osmotico e
oxidativo (SAVLI et al, 2003; MCMILLAN & PEREG, 2014). Os compostos derivados da

fendiona ndo foram capazes de alterar os niveis do gene rpoD (Figura 16 C).

Em paralelo, observou-se que a quantidade da proteina LasB presente no sobrenadante
planctonico foi significativamente reduzida apds tratamento com uma concentragdo sub-inibitoria
dos compostos (valor correspondente a /2xCMI). Fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona inibiram
a secrecdo de LasB em 14,70%, 41,14% e 71,43%, respectivamente (Figura 16B). Por sua vez,
ndo foram observadas alteragdes significativas nos niveis de GAPDH encontrados no sobrenadante
de P. aeruginosa ap6s o tratamento com concentragdes sub-inibitdrias dos compostos derivados

da fendiona (Figura 16B).
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Figura 15 — Efeitos dos compostos derivados da fendiona na expressio do gene /asB e na producio da enzima
LasB madura em P. aeruginosa. Inicialmente, 10° células de P. aeruginosa foram incubadas na presenca de YaxCMI
com os compostos derivados da fendiona. Apos o periodo de tratamento, a expressao de lasB (A) e rpoD (C) através
de RT-PCR e a producao/secre¢do de elatase B foi detectada utilizando o anticorpo anti-LasB de P. aeruginosa (B).
A linha pontilhada cinza em (A) representa o nivel de expressdo de /asB nos sistemas ndo tratados. *p <0,05; Anélise
de variancia One-way ANOVA (Dunnett's multiple comparison test) em relacio ao sistema controle.

5.4- Efeitos dos compostos derivados da fendiona sobre a inducio de danos celulares (células
epiteliais pulmonares A549) causados por LasB

LasB desempenha um importante papel no processo de invasao tecidual durante a infec¢ao
de P. aeruginosa. A atividade enzimatica de LasB promove a desorganizacdo das camadas
epiteliais pela degradagdo de componentes extracelulares (exemplos: colagenos tipo III e IV,

laminina, fibronectina e vitronectina) e jun¢des intercelulares (exemplos: ocludina, claudina-1 e -
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4, e tricelulina) (BEAUFORT et al, 2013; NOMURA et al., 2014; REBOUD et al., 2016). Assim,
hipoteticamente, a inibicdo da atividade elastinolitica pelos compostos derivados da fendiona
resultaria na atenuag@o dos danos celulares induzidos pela a¢do de LasB. Com isto em mente, foi
observado que o tratamento da monocamada de A549 com o sobrenadante de cultivo de P.
aeruginosa ¢ com a LasB purificada levou a desarticulagdo da monocamada e alteragdes
morfologicas (Figura 17C). Em paralelo, na presenca de sobrenadante de cultura e de LasB
purificada, a viabilidade de A549 reduziu 37,03% e 14,38%, respectivamente, em relagdo as
células ndo tratadas (Figuras 17A e 17B). Em contraste, a co-incubagdo do sobrenadante de cultivo
com os compostos derivados da fendiona (25 uM) foi capaz de proteger as células epiteliais dos
efeitos citotoxicos relacionados a LasB, mantendo a morfologia celular e a confluéncia da
monocamada (Figura 17C). A viabilidade da A549 foi parcialmente restaurada nos sistemas
tradados com sobrenadante neutralizados com Ag-fendiona e Cu-fendiona (Figura 17B). Da
mesma maneira, o tratamento da LasB purificada com fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona
atenuou os danos celulares causados por esta enzima, restaurando a viabilidade em 28%, 39% e

80%, respectivamente, em comparagdo com as células A549 tratadas com LasB (Figura 17A).

86



>
vy

— 6 6
: :
o
) R
:(__ 4 <‘-° 4
g ©
e 8
2 2 T 2
Q =
S e
> -
0- > 0
Sobrenadante (100ug) - + + + + LasB (10pg) - + + + +
fendiona (25uM) - - + - . fendiona (25uM) - - + - -
Ag-fendiona (25uM) - - - + - Ag-fendiona (25uM) - - - + -
Cu-fendiona (25uM) - - - - + Cu-fendiona (25uM) - - - - +

Controle Sobrenadante LasB

fendiona Ag-fendiona Cu-fendiona

Figura 16 — Efeitos dos compostos derivados da fendiona sobre danos celulares causados por LasB de P. aeruginosa. O
sobrenadante de cultivo (A) bem como a LasB purificada (B) foram previamente incubados com os compostos de coordenagdo por
1 h. Em seguida, as células pulmonares A549 foram incubadas por 48 h na presenca do sobrenadante de cultura de P. aeruginosa
(100 pg de proteina) ou da LasB purificada (10 pg de proteina). Apo6s o periodo de incubagdo, a viabilidade celular foi analisada
através da reducdo do sal de MTT (A e B) e a integridade da monocamada e morfologia celular foram observadas através de
microscopia de campo-claro (C). Os compostos derivados da fendiona, em especial Cu-fendiona, foram capazes de neutralizar os
efeitos toxicos de LasB sobre as células A549.*P < 0,05 — Analise de varidncia One-way ANOVA (Dunnett s multiple comparison
test, comparado com o sistema controle). ¢ P < 0,05 — Anélise de varidncia One-way ANOVA (Dunnett's multiple comparison
test, comparado com o sistema tratado apenas com o sobrenadante ou LasB).
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5.5- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na toxicidade induzida por LasB em larvas
de G. mellonella

Os resultados in silico e in vitro indicaram a agdo inibitoria de compostos derivados da
fendiona sobre a atividade de LasB. Com isso em mente, investigou-se a eficacia de Cu-fendiona
(o inibidor de LasB mais potente) na atenuacgdo da toxicidade do sobrenadante de P. aeruginosa
no modelo de infeccdo in vivo, utilizando-se larvas do inseto G. mellonella. Inicialmente,
comparou-se o perfil de toxicidade do sobrenadante (100 ng) a partir do cultivo da cepa padrao
ATCC 27853 e do isolado clinico 09HC. Comparativamente, o sobrenadante da cepa 09HC
apresentou-se menos toxico quando comparado ao sobrenadante da cepa ATCC 27853. Nesse
sentido, observou-se que todas as larvas inoculadas com o sobrenadante da cepa ATCC 27853
morreram apds 24 h de desafio, enquanto a inoculagdo do sobrenadante da cepa 09HC induziu a
morte de 70% das larvas neste mesmo periodo de tempo (Figura 18A). Corroborando este
resultado, observou-se que a producdo de LasB na cepa ATCC 27853 foi 1,4 vezes maior em
relacdo a cepa 09 HC (Figura 18 B). Além disso, os efeitos toxicos do sobrenadante de P.
aeruginosa em larvas de G. mellonela foram atribuidos, pelo menos em parte, aos danos induzidos
por LasB, uma vez que o sobrenadante submetido a inativagao térmica nao foi tdo toxico quanto o
sobrenadante ndo aquecido e rico em LasB, diminuindo apenas 30% a taxa de sobrevivéncia das

larvas (Figura 18A).

Como o sobrenadante da cepa ATCC 27853 foi mais toxico para as larvas de G. mellonella,
esta amostra foi selecionada para analisar os efeitos inibitérios de Cu-fendiona. Para tal, diferentes
concentragdes (1, 10 e 100 pg de proteina) do sobrenadante da cepa ATCC 27853 foram
previamente tratadas com 50 pM Cu-fendiona por 30 min. Posteriormente, os sobrenadantes foram
injetados nas larvas e a taxa de sobrevivéncia foi monitorada por 7 dias. Os resultados revelaram
que o sobrenadante obtido do crescimento planctdnico de P. aeruginosa foi toxico para as larvas
de G. mellonella de maneira concentragdo-dependente. Em contraste, Cu-fendiona foi capaz de
mitigar os efeitos toxicos do sobrenadante rico em LasB em todas as concentragdes investigadas
(1, 10 e 100 png). Apds o sétimo dia de inoculagdo, observou-se a morte de 40% das larvas que
foram inoculadas com o sobrenadante da cepa ATCC 27853 (10 pg de proteina). Em contraste, o
tratamento do sobrenadante rico em LasB com 50 pM Cu-fendiona recuperou a taxa de
sobrevivéncia das larvas para 90% (Figura 18C). Por fim, a enzima LasB purificada levou a morte

de 100% larvas apos 24 h de desafio. Por sua vez, o pré-tratamento de LasB com Cu-fendiona
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exerceu um efeito protetor contra a acao toxica desta enzima, tendo sido observado a sobrevivéncia

de 55% das larvas inoculadas com LasB neutralizada (Figura 18 D).

100
90

701
601
501

30
20
101

% de sobrevivéncia

T T

2 3 4
Tempo (dias)

100

% de sobrevivéncia
w
o
;

Tempo (dias)

— Confrole
PBS

— 100 pg ATCC 27853
100 pg ATCC 27853 inativado
100 ug 09 HC

— 1 ug ATCC 27853
==- 1 g ATCC 27853 + 50 upM Cu-fendiona
10 pg ATCC 27853
10 pg ATCC 27853 + 50 pM Cu-fendiona
— 100 g ATCC 27853
—=- 100 pg ATCC 27853 + 50 uM Cu-fendiona

Atividade LasB (AU)

— N w
Q 2 < <

% de sobrevivéncia

P=0.0032

) O [0}
8 I 3
N 8 E
Q o}
O Q
< £
o
o
°
¢}
=
¢}
£
100 —= LasB
90 1 pg LasB + 50 uM Cu-fendiona
80
701
601
50 ,
401
30
20
10
0 T T T } T T !
0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)

Figura 17 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na toxicidade induzida por LasB em larvas de G.
mellonella. Inicialmente, comparou-se o perfil de viruléncia de sobrenadantes obtidos do cultivo das cepas ATCC
27853 ¢ 09HC em larvas do inseto G. mellonella (A) . Para isto, grupos de 10 larvas de G. mellonella foram inoculadas
com o sobrenadante obtido do cultivo planctonico das cepas ATCC 27853 e 09HC (100 pg de proteina). A presenca
de LasB no sobrenadante de P. aeruginosa foi confirmada através de zimografia em SDS-PAGE utilizando-se gelatina
como substrato proteico e quantificacdo da atividade utilizando-se substrato fluorogénico Abz-Ala-Gly-Leu-Ala-pNA
(B). Em seguida, avaliou-se os efeitos de Cu-fendiona no perfil de toxicidade induzido sobrenadante de cultivo
planctonico da cepa ATCC 27853 (C) e LasB purificada (D). Para isto, diferentes concentragdes de sobrenadante da
cepa ATCC 27853 (1, 10 e 100 pg de proteina) e 1 pg de LasB purificada foram previamente tratadas com 50 uM de
Cu-fendiona por 30 min a temperatura ambiente. Em seguida, o sobrenadante e LasB neutralizados foram inoculados
nas larvas de G. mellonella e as taxas de sobrevivéncia foram acompanhadas por 7 dias. A morte das larvas foi
determinada pela falta de movimento em resposta ao estimulo, juntamente com a pigmentagao acinzentada da cuticula.
Os dados de sobrevivéncia foram plotados usando o método de Kaplan-Meier.
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Parte I1: Efeitos dos compostos derivados da fendiona no crescimento de P. aeruginosa

5.5- Avaliacao do efeito antimicrobiano em diferentes meios de cultivo

Em um trabalho prévio de nosso grupo foi reportado a atividade anti-P. aeruginosa de
derivados metalicos da fendiona, utilizando-se o caldo MH (VIGANOR et al., 2016). A fim de
confirmar a atividade antibacteriana dos compostos estudados, comparou-se a CMI dos compostos
derivados da fendiona utilizando-se a cepa padrao ATCC 27853 em diferentes meios de cultivo.
As bactérias cultivadas em caldo MH e LB, ambos meios lisogénicos, apresentaram CMI similares.
Apesar de serem amplamente utilizados nos protocolos laboratoriais, MHB e LB nao mimetizam
as condig¢des fisico-quimicas do hospedeiro, tampouco induzem variagdes fenotipicas e genéticas,
que sdo imprescindiveis para o processo adaptativo a condi¢des ambientais estressoras (SCHICKA
& KASSENA, 2018). Portanto, com o objetivo de verificar se o potencial antimicrobiano destes
compostos seria replicavel em um sistema de infec¢do humana, avaliou-se o efeito de Ag-fendiona
e Cu-fendiona, no crescimento de P. aeruginosa em caldo SCFM, que mimetiza o ambiente
pulmonar de paciente portador de fibrose cistica (PALMER et al., 2007). Comparativamente,
verificou-se que as CMIs de fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona para a cepa ATCC 27853 foram
aproximadamente 2 vezes menores no meio SCFM quando comparadas aos meios MHB e LB,

enquanto as CMIs dos sais AgNOs3 e CuSO4 foram similares nos 3 meios de cultivo (Tabela 4).

Tabela 4 — CMIs dos compostos derivados da fendiona no crescimento plancténico de P. aeruginosa (ATCC
27853) em diferentes meios de cultivo.

Compostos CMImup pg/ml (uM) * CMlILs pg/ml (M) CMIscrm pg/ml (nM)
Fendiona 6,25 (29,7) 6,73 (32) 1,93 (16)
Ag-fendiona 9,60 (15,3) 10,04 (16) 5,02 (8)
Cu-fendiona 7,22 (7,5) 7,70 (8) 3,85(4)
AgNO; 10,61 (62,5) 5,43 (32) 5,43 (32)
CuSO4 >39,90 (>250) >39,90 (>250) >39,90 (>250)

CMI - Concentragao minima inibitoria

*, CMI determinado por Viganor e colaboradores (2016).
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Tendo verificado que ambos Ag-fendiona e Cu-fendiona foram eficientes na inibi¢do do
crescimento planctonico de P. aeruginosa em diferentes meios de cultivo, os experimentos
seguintes foram realizados em caldo LB devido ao seu facil protocolo de preparo e alta

reprodutibilidade dos resultados.

5.6- Avaliacao dos efeitos antimicrobianos em diferentes cepas clinicas

A alta variabilidade genética de isolados clinicos de P. aeruginosa, associada a crescente
preocupacdo com cepas resistentes a multiplos antimicrobianos, torna primordial a confirmagao
do efeito antimicrobiano de uma nova molécula sobre diferentes isolados clinicos,
preferencialmente, com perfis de resisténcia distintos. Para isso, determinou-se a CMI e CMB de
Ag-fendiona e Cu-fendiona para 6 amostras de P. aeruginosa (1 amostra padrao susceptivel aos
antimicrobianos classicos — ATCC 27853 — e outros 5 isolados clinicos resistentes aos principais
antimicrobianos utilizados atualmente no tratamento anti-P. aeruginosa, a saber: imipenem,
meropenem e ceftazidima). Os isolados clinicos apresentaram valores de CMI e CMB iguais ou
inferiores a cepa padrdo ATCC 27853; exceto a cepa 22U, em que os valores de CMI para Ag-

fendiona e Cu-fendiona foram duas vezes maiores em relagdo a cepa ATCC 27853 (Tabela 5).

Tabela 5— CMIs e CMBs dos compostos derivados da fendiona no crescimento plancténico de isolados clinicos
P. aeruginosa com perfil de resisténcia a antimicrobianos classicos.

- CMI pg/ml (UM CMB pg/ml (uM

Isolado clinico Ag-fendiona i (gu-zendiona Ag-fendiona i ((ljlu-f)endiona
ATCC 27853 10,04 (16) 7,70 (8) 20,08 (32) 30,80 (32)
09 HC 2,51 (4) 3,85(4) 10,04 (16) 15,40 (16)
160 T 10,04 (16) 1,92 (2) 20,08 (32) 7,70 (8)
22U 10,04 (16) 7,70 (8) 40,16 (64) 61,60 (64)
186 FC 5,02 (8) 3,85(4) 10,04 (16) 15,40 (16)
126 T 2,51 (4) 7,70 (8) 5,02 (8) 7,70 (8)

CMI - Concentragdo minima inibitoria
CMB - Concentragdo minima bactericida
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5.7- Curva tempo-morte dos compostos derivados de fendiona em P. aeruginosa

A cinética de crescimento planctonico na presenga de concentracdes referentes a /2xCMI,
I1xCMI e 2xCMI de fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona foi registrada com o objetivo de avaliar
o tempo de a¢do dos compostos, bem como determinar se 0s mesmos exercem acao bactericida ou
bacteriostatica em P. aeruginosa. O efeito bacteriostatico foi observado apds 24 h na presenca de
2xCMI de fendiona, tendo sido observado a reducgdo de 1,15x%log do crescimento bacteriano em
relacdo ao controle. Por sua vez, o composto Cu-fendiona apresentou agdo bactericida, sendo capaz
de reduzir o crescimento bacteriano em 3,1xlogapds 3 h de tratamento na concentragao de 2xCMI.
Por fim, o efeito bactericida mais eficiente foi obtido com o composto Ag-fendiona, que diminuiu

4,6xlog na concentragao de 1xCMI apos 3 h de tratamento (Figura 19).

Paralelamente, avaliou-se a curva tempo-morte da ATCC 27853 e 5 isolados clinicos na
presenca de concentracdo referentes a CMB de cada uma das amostras (descrito no item 5.1.2,
Tabela 2). Para este ensaio, foram utilizados apenas os derivados metdlicos da fendiona (Ag-
fendiona e Cu-fendiona), uma vez que, isoladamente, o ligante (fendiona) e os sais (AgNOs e

CuSO0s) ndo apresentaram efeito bactericida.

Conforme observado para a cepa padrio ATCC 27853, Ag-fendiona e Cu-fendiona
apresentaram acao bactericida em relagdo a maioria dos isolados clinicos de P. aeruginosa. Os
compostos derivados da fendiona foram capazes de matar aproximadamente 90% das células nas
primeiras 6 h de tratamento com concentragdes referentes 8 CMB em quatro das cinco (80%) cepas
clinicas testadas (Figura 20). Entretanto, Ag-fendiona e Cu-fendiona ndo apresentaram agdo
bactericida para a cepa 126T, uma vez que reduziram o crescimento em 2,56xlogio € 2,88xlogio,

respectivamente (Figura 20F).
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Figura 18 — Curva tempo-morte dos compostos derivados de fendiona em P. aeruginosa. 10° células da cepa
ATCC 27853 foram tratadas com concentragdes referentes a 0,5xCMI, 1xCMI e 2xCMI de fendiona (A), Ag-fendiona
(B), Cu-fendiona (C) e dos sais AgNOs3 (D) e CuSOs (E) durante 24 h a 37°C. Apds tempos fixos de 0, 1, 3, 6 ¢ 24 h,
10 pl de cada um dos sistemas foram plaqueados em agar Mueller-Hinton para contagem das unidades formadoras de
colénias (UFC). Considerou-se efeito bactericida o tratamento que induziu redugdo de > 3xlog do crescimento
bacteriano em relagdo ao controle (LORRIAN et al., 2005).
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Figura 19 — Curva tempo-morte dos compostos derivados da fendiona em cepas clinicas de P. aeruginosa. 10°
células de cepas clinicas resistentes a imipenem, meropenem e ceftazidima foram tratadas com suas respectivas
concentragdes minima bactericida (MBC) de Ag-fendiona e Cu-fendiona durante 24 h a 37°C. Apos tempos fixos de
0,1,3,6,12 ¢ 24 h, 10 ul de cada um dos sistemas foram plaqueados em agar Mueller-Hinton para contagem das
unidades formadoras de colonias (UFC). Considerou-se efeito bactericida o tratamento que induziu redugdo de > 3xlog
do crescimento bacteriano em relagdo ao controle (LORRIAN et al., 2005).



5.8 — Efeitos da combinacdo de compostos derivados da fendiona e ceftazidima sobre o
crescimento planctonico de P. aeruginosa

Para analisar possiveis efeitos da combinacao entre os compostos derivados da fendiona e
a ceftazdima foi utilizado o método de checkerboard. Neste teste, os compostos nas concentragdes
de Y£xCMI a 8xCMI, dispostos em colunas, e a ceftazdima nas concentragdes de /4axCMI a 4xCMI,
dispostos em fileiras, foram combinados e inoculados separadamente com a cepa padrdo ATCC
27853 e outros cinco isolados clinicos de P. aeruginosa. Apoés 24 h a 37°C, o crescimento
bacteriano foi analisado através do calculo do FIC index (indice de concentragdo inibitoria
fracionada — ICIF). Nossos resultados revelaram que a combinag¢do entre Ag-fendiona e
ceftazidima foi sinérgica para as cepas 160T, 22U e 186FC. Além disto, essa combinagdo foi
aditiva para as cepas ATCC 27853, 09HC e 126T. J& a combinacdo entre Cu-fendiona e
ceftazidima apresentou efeito sinérgico para a cepa 160T e aditiva para os demais isolados

utilizados no presente estudo (Tabela 6).

Em seguida, realizou-se a curva tempo-morte de P. aeruginosa em resposta ao tratamento
com a combinacdo entre compostos derivados da fendiona e ceftazidima. Em tempos fixos de 0,
1,3,6,9e24h, 10 pul de cada combinagdo das respectivas amostras foram plaqueadas em MHA.
A combinacdo de Ag-fendiona e ceftazidima, ambos em concentragcdes sub-inibitorias,
apresentaram efeito sinérgico para todas as cepas; exceto para cepa 22U, que o resultado foi FIC
de indiferenca (Figura 21). Da mesma maneira, a associa¢do entre Cu-fendiona e ceftazidima
resultou na potencializagdo do efeito bactericida da combinac¢do quanto comparado aos efeitos das
drogas isoladamente. Para todas as amostras utilizadas neste experimento, o tratamento com a Cu-
fendiona e ceftazidima isoladamente ndo resultou em efeito bactericida. Por outro lado, a
combinagdo destas duas drogas levou a reduc¢ao de mais de 3xlog UFC/ml em relagdo ao controle

(Figuras 21 e 22).
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Tabela 6 — Valores de FIC index das combinacoes de derivados da fendiona e ceftazidima sobre o crescimento
de P. aeruginosa.

Ceftazidima x Ag-fendiona

Ceftazidima x Cu-fendiona

FIC index FIC index
Isolados CMI CMI combinagio CMI CMI combinagio
(Efeito) (Efeito)
CAZ 8 4 (YaxCMI) 1 8 4 (YaxCMI) 1
ATCC 27853
Ag-/ Cu-fendiona 8 4 (YaxCMI) (Aditivo) 32 16 (/2xCMI) (Aditivo)
CAZ 16 8 (VaxCMI) 1 16 8 (YaxCMI) 1
09HC
Ag-/ Cu-fendiona 16 8 (YaxCMI) (Aditivo) 32 16 (/axCMI) (Aditivo)
CAZ 32 8 (YaxCMI) 0,375 32 8 (YaxCMI) 0,375
160T
Ag-/ Cu-fendiona | 16 2 (Y%xCMI) (Sinérgico) 32 4 (Y%xCMI) (Sinérgico)
CAZ 64 16 (VaxCMI) 0,5 64 32 (xCMI) 0.625
22U .
Ag-/ Cufendiona | 16 2 (VixCMI) (Sinérgico) | 16 4 (Vex CMI) (Aditivo)
caz 512 128 (Y%xCMI) 0,5 512 128 (VaxCMI) 0.625
186FC .
Ag-/ Cufendiona | 16 4 (VixCMI) (Sinérgico) | 16 16 (¥4xCMI) (Aditivo)
CAZ 512 256 (YaxCMI) 1 512 256 (YaxCMI) 1
126T
Ag-/ Cu-fendiona 4 2 (VaxCMI) (Aditivo) 8 4 (YaxCMI) (Aditivo)

O FIC index foi obtido a partir da soma do FIC A (CMI do antimicrobiano A em combinagdo / CMI do antimicrobiano A sozinho)
com o FIC B (CMI do antimicrobiano B em combinag@o / CMI do antimicrobiano B sozinho). Assim, o sinergismo (Sg) foi definido
como um FIC index < 0,5; aditividade (Ad) foi definida como FIC index > 5 a < 2,0; indiferenca (Id) foi definida como FIC index

> 2,0 a <4 e antagonismo (At) foi definido como FIC index > 4,0.
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Figura 20 — Curva tempo-morte da combinacio de Ag-fendiona e ceftazidima em cepas clinicas de P.
aeruginosa. 10° células de cepas clinicas resistentes & imipenem, meropenem e ceftazidima foram tratadas com
concentragdes sub-inibitorias de Ag-fendiona e ceftazidima isolados e em combinag@o durante 24 h a 37°C. Apds
tempos fixos de 0, 1, 3, 6, 8 € 24 h, 10 pl de cada um dos sistemas foram plaqueados em adgar Mueller-Hinton para
contagem das unidades formadoras de colonias (UFC). Considerou-se efeito bactericida o tratamento que induziu
reducdo de > 3xlogio do crescimento bacteriano em relagdo ao controle (LORRIAN et al., 2005).
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Figura 21 — Curva tempo-morte da combinacio de Cu-fendiona e ceftazidima em cepas clinicas de P.
aeruginosa. 10° células de cepas clinicas resistentes & imipenem, meropenem e ceftazidima foram tratadas com
concentragdes sub-inibitorias de Cu-fendiona e ceftazidima isolados e em combinagdo durante 24 h a 37°C. Apos
tempos fixos de 0, 1, 3, 6, 8 € 24 h, 10 pl de cada um dos sistemas foram plaqueados em agar Mueller-Hinton para
contagem das unidades formadoras de colonias (UFC). Considerou-se efeito bactericida o tratamento que induziu
redugdo de > 3xlogio do crescimento bacteriano em relagdo ao controle (LORRIAN et al., 2005).
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Parte I1I: Efeitos dos compostos derivados da fendiona na homeostase redox de P. aeruginosa

5.9 — Efeitos de antioxidante na tolerancia bacteriana aos compostos derivados da fendiona

As EROs, como o superéxido e os radicais hidroxilas, sdo descritas como espécies
quimicas altamente toxicas, que podem ter inimeros efeitos deletérios a fisiologia bacteriana,
culminando com a morte celular (ALBESA et al., 2004). Com o objetivo de investigar se a
formacao de EROs estaria relacionada a atividade bactericida de compostos derivados da fendiona,

realizou-se o co-tratamento com o antioxidante NAC.

Conforme descrito anteriormente, Ag-fendiona e Cu-fendiona apresentaram agdo
bactericida ap6s de 3 h de tratamento. Em contraste, a adi¢do de NAC (5 mM) foi capaz de reverter
os efeitos toxicos dos compostos derivados da fendiona (Figuras 23B, 23C e 23D). Apos 6 h de
tratamento, verificou-se que as culturas tratadas com NAC em combinag¢do com Ag-fendiona e
Cu-fendiona exibiram, respectivamente, um aumento de Ixlog e 2xlog na sobrevivéncia em
relacdo ao tratamento com os derivados da fendiona isoladamente (Figuras 23B, 23C ¢ 23D).
NAC, per se, ndo afetou o crescimento de P. aeruginosa. Nao foram observadas diferencas nas
curvas de crescimento das células tratadas com o ligante fendiona (que apresentou agdo
bacteriostatica) e células que foram tratadas com a combinagdo fendiona e NAC (Figuras 23A ¢
22D). De maneira similar, observou-se que os isolados clinicos co-tratados com NAC e os
derivados da fendiona apresentaram valores de CMI aproximadamente 2 vezes maiores que as

culturas tratadas com o Ag-fendiona e Cu-fendiona isoladamente (Figura 24).
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Figura 22 — Efeitos de N-acetilcisteina (NAC) na tolerincia de P. aeruginosa aos derivados da fendiona. 10°
células da cepa ATCC 27853 foram tratadas simultaneamente com 5 mM de NAC e concentragdes referentes a 2xCMI
do ligante fendiona (A) e dos compostos de coordenacao Ag-fendiona (B) e Cu-fendiona (C) durante 6 h a 37°C sob
constante agitagdo. Apos tempos fixos de 0, 1, 3 ¢ 6 h, 10 pl de cada um dos sistemas foram plaqueados em agar
Mueller-Hinton para contagem das unidades formadoras de colénias (UFC). O co-tratamento com o antioxidante NAC
aumentou a tolerancia de P. aeruginosa ao tratamento bactericida com os compostos de coordenagdo derivados da

fendiona (B e C).
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Figura 23 — Efeitos de N-acetilcisteina (NAC) na tolerancia de cepas clinicas de P. aeruginosa aos derivados da
fendiona. A cepa padrdo ATCC 27853 e 5 cepas isolados clinicos de P. aeruginosa ATCC 27853 foram tratadas
simultaneamente com 5 mM de NAC e concentragdes referentes a 2 x CMI do ligante fendiona (A) e dos compostos
de coordenagdo Ag-fendiona (B) e Cu-fendiona (C) durante 24 h a 37°C. Apds o periodo de tratamento, a menor
concentragdo do composto que demonstrou auséncia de turvagdo visivel foi considerada como a CMI. Observou-se
que o co-tratamento com o antioxidante NAC (SmM) tornou os isolados clinicos de P. aeruginosa mais resistentes ao
tratamento com os derivados da fendiona. *P < 0,05 — Analise de variancia One-way ANOVA (Dunnett’s multiple
comparison test) em relagdo aos sistemas tratados com o isoladamente com Ag-fendiona e Cu-fendiona.

5.9- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na geracdo de EROS em P. aeruginosa

A capacidade dos compostos derivados da fendiona em induzir a formacdo de EROs em P.
aeruginosa foi avaliada através da oxidacdo da sonda fluorescente 2,7-diclorofluoresceina
diacetato. Apds 1 h de tratamento na presenca do ligante fendiona e de seus derivados, Ag-fendiona
e Cu-fendiona, ndo foi detectado aumento nos niveis de oxidagdo da sonda. Entretanto, apds 3 h
de incubacao, foi observado que tanto Ag-fendiona quanto Cu-fendiona foram capazes de induzir
o acumulo de EROs, aumentando respectivamente 1,7 e 2,6 vezes a geragdo de EROs em células
de P. aeruginosa (Figuras 25C e 25E). Por outro lado, o ligante fendiona ndo alterarou de forma
significativa os niveis intracelulares de EROs (Figura 25A). Em paralelo, quando as células
bacterianas foram co-incubadas na presenca dos compostos, Ag-fendiona e Cu-fendiona, e o
antioxidante NAC (5 mM) foram observadas reducdes nos niveis de oxidagao intracelular em 54%

e 60%, respectivamente (Figuras 25D e 25F). Por outro lado, ndo foi observada altera¢ao no nivel
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de EROS no co-tratamento fendiona e NAC (5 mM) comparado ao controle e ao sistema tratado
com 2xCMI de fendiona. Ainda, concentragdes bacteriostaticas de Ag-fendiona e Cu-fendiona nao

alteraram a formagdo de EROS.
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Figura 24 — Acumulo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs) em células de P. aeruginosa tratadas
com compostos de coordena¢io derivados da fendiona. 10° células da cepa ATCC 27853 foram tratadas com
concentragdes referentes a 0,5xCMI, 1xCMI e 2xCMI de fendiona (A), Ag-fendiona (B) e Cu-fendina (C) durante 1
h ou 3 h a 37°C, na presenga ou na auséncia do antioxidante N-acetilcisteina (NAC; 5 mg/ml) (D, E e F). Apds o
tratamento, quantificou-se a formac¢do de EROs através da oxidagdo da sonda fluorescente 2,7-diclorofluoresceina
diacetato. Os compostos de coordenagdo Ag-fendiona e Cu-fendiona induziram a formagdo de espécies reativas de
oxigénio. Além disso, o co-tratamento com o antioxidante (NAC a 5 mg/ml) foi capaz de reverter os niveis de oxidagdo
intracelular. *P < 0,05 — Analise de varidncia One-way ANOVA (Dunnett's multiple comparison test) em relagio ao
sistema controle.
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Paralelamente, foi investigado se os compostos estudados seriam capazes de induzir a
formacao de EROs em amostras clinicas de P. aeruginosa resistentes a CAZ, IMP e MER. Os
resultados evidenciaram que Ag-fendiona e Cu-fendiona aumentaram os niveis de oxidagdo
intracelular em todos os isolados estudados. Dentre os isolados clinicos, a cepa 126T apresentou
o menor nivel de oxidacdo intracelular apds o tratamento com 2xCMI de Cu-fendiona. Apds 3 h
de tratamento com Cu-fendiona, observou-se o aumento de 1,4 vezes na formagdo de EROs. Em
contrapartida, observou-se que para a cepa 126T, Ag-fendiona e Cu-fendiona aumentaram

respectivamente, 5,5 e 4,1 vezes a formacao de EROs em relagdo ao controle (Figura 26).
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Figura 25 — Acimulo intracelular de espécies reativas de oxigénio (EROs) em cepas clinicas de P. aeruginosa
tratadas com compostos de coordenacio derivados da fendiona. A cepa padrdo ATCC 27853 e outros 5 isolados
clinicos de P. aeruginosa foram tratadas com as respectivas concentragdes bactericidas dos derivados da Ag-fendiona
e Cu-fendiona durante 3 h a 37°C. Apos o tratamento, quantificou-se a formagao de EROs através da oxidagdo da
sonda fluorescente 2,7-diclorofluoresceina diacetato. Os compostos de coordenacdo Ag-fendiona e Cu-fendiona
induziram a formagio de EROS em todas as cepas estudadas. * P <0,05 — Anélise de varidncia One-way ANOVA (Dunnett’s
multiple comparison test) em relagdo ao sistema controle.
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5.10- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na atividade de enzimas antioxidantes

5.10.1- Catalase

Em resposta a um estimulo pré-oxidante, a célula bacteriana aumenta a atividade de sua
magquinaria antioxidante com o intuito de conter os danos deletérios causados por EROs. Por este
motivo, quantificou-se a atividade enzimatica de catalase apos o tratamento com os derivados da
fendiona. O controle positivo com o H>O» (17,5 mM) induziu o aumento significativo da atividade
de catalase a partir da primeira hora de tratamento. J& o tratamento com concentragdes bactericidas
de Ag-fendiona e Cu-fendiona promoveu o aumento da atividade enzimatica de catalase de
maneira tempo-dependente. Observou-se um aumento de 180,3% e 136% na atividade de catalase
apos 3 h de tratamento com 2xCMI de Ag-fendiona e Cu-fendiona, respectivamente (Figuras 27B
e 27C). Em contraste, o ligante fendiona na concentragdo de 2xCMI aumentou moderadamente a
atividade de catalase (Figura 27A). Em concordancia com resultados anteriores, em que NAC foi
capaz de restaurar os niveis de oxidagdo intracelular de células tratadas com Ag-fendiona ou Cu-
fendiona, foi observado que o co-tratatmento com 5 mM NAC e os derivados da fendiona resultou

na restauracao da atividade de catalase em niveis similares ao controle (Figuras 27E e 27F).

Também foram avaliados os efeitos destes compostos na atividade cataldsica de diferentes
isolados clinicos. Para isso, ATCC 27853 e outras 5 cepas clinicas foram tratadas com
concentragdes equivalentes a CMB por 3 h. Apds o periodo de tratamento, a atividade desta enzima
foi mensurada. O tratamento com concentrac¢des bactericidas dos compostos derivados da fendiona
resultou no aumento da atividade de catalase em todas as cepas clinicas isoladas. Entre os isolados
clinicos utilizados no presente estudo, verificou-se que a cepa 126T apresentou a menor taxa de
aumento da atividade de catalase quando tratadas por Ag-fendiona (1,6x de aumento) e Cu-
fendiona (1,3x de aumento). Ja a cepa 09HC apresentou as maiores taxas de incremento da
atividade de catalase, aumentando 10,2 e 4,1 vezes em resposta ao tratamento com Ag-fendiona e

Cu-fendiona, respectivamente (Figura 28).
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Figura 26 - Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade da catalase em P. aeruginosa. 10° células
da cepa ATCC 27853 foram tratadas por 1 e 3 h na presen¢a de peroxido de hidrogénio (17,5 mM) em concentra¢des
referentes a 0,5<CMI, 1xCMI e 2xCMI de fendiona (A), Ag-fendiona (B) e Cu-fendiona (C) durante 3 h a 37°C, na
presenga ou auséncia de 5 mM do antioxidante N-acetilcisteina (NAC) (D, E e F). Ao final do periodo de incubagao,
o extrato celular foi obtido e, entdo, a atividade da catalase foi determinada, espectrofotometricamente, através da
degragdo do peroxido de hidrogénio. Na concentragdo de 2XCMI o ligante fendiona e seus derivados Ag-fendiona e
Cu-fendiona aumentaram a atividade de catalase e o co-tratamento com 5 mM NAC reduz a atividade catalase. *P <
0,05 — Analise de variancia One-way ANOVA (Dunnett's multiple comparison test) em relagdo aos sistemas controle.
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Figura 27 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade de catalase em cepas clinicas de P.
aeruginosa. A cepa padrao ATCC 27853 e 5 cepas clinicas foram tratadas com as respectivas concentragdes
bactericidas dos derivados da fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona durante 3 h a 37°C. Ao final do periodo de
incubagdo, o extrato celular foi obtido e, entdo, a atividade da catalase foi determinada, espectrofotometricamente,
através da degragdo do peroxido de hidrogénio. Observou-se o aumento da atividade enzimatica da catalase nos
sistemas tratados com Ag-fendiona e Cu-fendiona. *P < 0,05 — Analise de variancia One-way ANOVA pareado
(Dunnett’s multiple comparison test) em relagdo aos sistemas controle.

5.10.2- SOD

Avaliou-se também a atividade da enzima SOD, responsavel pela dismutagdo do radical
superoxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio. Para isto, as células bacterianas foram
cultivadas na presenca de Ag-fendiona e Cu-fendiona em concentragdes equivalentes a 0,5xCMI,
I1XCMI ¢ 2xCMI durante 1 e 3 ha 37°C. Ao final deste periodo, os extratos celulares foram obtidos
e a atividade de SOD foi mensurada. A atividade antioxidante de SOD foi induzida em resposta
ao tratamento com os derivados metalicos da fendiona ja na primeira hora de tratamento. O
peroxido de hidrogénio promoveu aumento significativo da atividade de SOD. Apoés 3 h de
tratamento com 2xCMI de Ag-fendiona e Cu-fendiona, observou-se o aumento da atividade
enzimatica de SOD em 54,4% e 44,7%, respectivamente (Figura 29A, 29B ¢ 29C). Além disso, o
co-tratamento das células bacterianas com os compostos derivados da fendiona (2xCMI) e 5 mM
NAC reduziu de maneira significativa a atividade de SOD em niveis compativeis ao controle
(Figuras 29D, 29E ¢ 29F). O tratamento com sais de prata e cobre ndo alterou a resposta
antioxidante bacteriana. Complementarmente, os compostos derivados da fendiona foram capazes

de induzir a atividade SOD em isolados clinicos (Figura 30).
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Figura 28 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade da enzima antioxidante superoxido
dismutase (SOD) em P. aeruginosa. 10° células da cepa ATCC 27853 foram tratadas por 1 € 3 h na presenga de
perdxido de hidrogénio (17,5 mM) e concentragdes referentes a 0,5<CMI, 1xCMI e 2xCMI de fendiona (A), Ag-
fendiona (B) e Cu-fendiona (C) durante 3 h a 37°C, na presen¢a ou na auséncia do antioxidante N-acetilcisteina (NAC,
5 mg/ml) (D, E e F). Ao final do periodo de incubagdo, o extrato celular foi obtido e, entdo, a atividade de SOD foi
determinada através da reducdo do sal cromogénio WST-1 (2-(4-iodofenil)-3-(4- nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-
tetrazolio). *P < 0,05 — Anélise de varidncia One-way ANOVA (Dunnett's multiple comparison test) em relagdo aos
sistemas controle.
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Figura 29 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade da enzima antioxidante superoxido
dismutase (SOD) em P. aeruginosa. A cepa padrao ATCC 27853 e 5 cepas clinicas resistentes aos antimicrobianos
classico (ceftazidima, meropenem e imipenem) foram tratadas com as respectivas concentragdes bactericidas dos
derivados da fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona durante 3 h a 37°C. Ao final do periodo de incubagdo, o extrato
celular foi obtido e, entdo, a atividade de SOD foi determinada através da redugdo do sal cromogénio WST-1 (2-(4-
iodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-tetrazolio). *P < 0,05 — Analise de variancia One-way ANOVA
pareado (Dunnett's multiple comparison test) em relagio ao controle.

5.11- Danos oxidativos induzidos por compostos derivados da fendiona em P. aeruginosa
Frente a um estimulo pro-oxidante a célula pode aumentar seu arsenal antioxidante, na
tentativa de neutralizar os efeitos deletérios das EROs. Assim, o aumento da atividade das enzimas
catalase e SOD pode ser interpretado como uma estratégia adaptativa da célula bacteriana para
superar o dano oxidativo causado pelos compostos derivados da fendiona. Portanto, avaliou-se

parametros celulares marcadores de danos oxidativos.

5.11.1- Atividade aconitase
Aconitase ¢ uma enzima pertencente ao ciclo do acido citrico que catalisa a isomeriza¢ao

estéreo-especifica do L-citrato a isocitrato, de acordo com a equagdo abaixo (equacao 13):

L — citrato < cis — aconitato < isocitrato

(Eq. 13)
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A medida da atividade da enzima aconitase serve como sensor da presenca do radical
superoxido (O2) na célula bacteriana (GARDNER, 1997). O O™ ataca, dentre outros, o atomo
de ferro do grupamento [4Fe-4S]*>* causando a oxidagdo de um elétron do grupamento [4Fe-4S]%,
a liberacdo do atomo de ferro no estado ferroso e a perda da atividade da enzima (GARDNER,

2002).

Quantificou-se a atividade da enzima aconitase apds o tratamento com 0,5xCMI, 1xCMI,
e 2xXCMI do ligante fendiona e seus derivados metalicos, Ag-fendiona e Cu-fendiona, por 1 e 3 h.
Observou-se que apos 1 h de tratamento, o ligante fendiona ndo foi capaz de induzir altera¢des na
atividade da aconitase. Por outro lado, na primeira hora de tratamento com os compostos Ag-
fendiona e Cu-fendiona foi observado um aumento da atividade de aconitase em todas as
concentragdes utilizadas. Em contrapartida, apds 3 h de tratamento, na concentragdo de 2xCMI, o
ligante fendiona e seus derivados, Ag-fendiona e Cu-fendiona, inibiram a atividade de aconitase
em 42%, 67% e 75%, respectivamente (Figuras 31A, 31B e 31C). Portanto, nestas condi¢des
pode-se inferir que os compostos derivados da fendiona induzem danos oxidativos.
Adicionalmente, foi observado que o co-tratamento com o antioxidante NAC (5 mM) foi capaz de

atenuar a inativa¢ao oxidativa da enzima aconitase (Figuras 31D, 31E ¢ 31F).

Em seguida, as alteracdes na atividade de aconitase induzidos pelo tratamento em
concentragdes bactericidas dos compostos derivados da fendiona foram avaliadas em 5 isolados
clinicos de P. aeruginosa. Em média, Ag-fendiona e Cu-fendiona inibiram, respectivamente,

45,85% e 56,35% da atividade de aconitase em cepas clinicas de P. aeruginosa (Figura 32).
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Figura 30 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade da enzima aconitase de P. aeruginosa. 10°
células da cepa ATCC 27853 foram tratadas por 1 e 3 h na presenga de peroxido de hidrogénio (17,5 mM) e
concentragdes referentes a 0,5xCMI, 1XxCMI e 2xCMI de fendiona (A), Ag-fendiona (B) e Cu-fendiona (C) durante
3 h a 37°C, na presenga ou auséncia do antioxidante NAC (5 mM) (D, E e F). Ao final do periodo de incubagdo, o
extrato celular foi obtido e a atividade enzimatica da aconitase foi mensurada. *P < 0,05 — Analise de variancia One-
way ANOVA (Dunnett's multiple comparison test) em relagdo ao controle.
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Figura 31 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade da enzima aconitase em cepas clinicas de
P. aeruginosa. A cepa padrao ATCC 27853 e 5 cepas clinicas resistentes aos antimicrobianos classico foram tratadas
com as respectivas concentragdes bactericidas dos derivados da fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona durante 3 h a
37°C. Ao final do periodo de incubagdo, o extrato celular foi obtido e a atividade enzimatica da aconitase foi
mensurada. *P < 0,05 — Anélise de varidncia One-way ANOVA perado (Dunnett's multiple comparison test) em
relacdo ao controle.

5.11.2 - Efeitos dos compostos derivados da fendiona na degradacio do DNA bacteriano

A fragmentacdo do DNA ¢ um dano oxidativo relacionado ao processo de morte celular.
Agentes pro-oxidantes induzem a oxidagao especifica de guanina, seguida da quebra de fita dupla
do DNA, fragmentacdo do DNA e morte celular bacteriana (FOTI et al., 2012; LEE et al., 2014).
Inicialmente, a fim de verificar o perfil de fragmentacdo do DNA, foram realizadas analises de
eletroforese em gel de agarose utilizando-se 0 DNA total extraido das culturas tratadas ou nao-
tratadas com concentracdes bactericidas de compotos derivados da fendiona. Observou-se que
compostos derivados de fendiona, induziram, tardiamente (ap6s 5 h de tratamento), a fragmentacao
do DNA. O tratamento com Cu-fendiona resultou em formacao de rastros ao longo do gel,
evidenciando o DNA degradado, especialmente nos isolados ATCC 27853, 160T e 126T (Figura
33).

Paralelamente, avaliou-se a fragmentacdo do DNA através da andlise de TUNEL. Esta
técnica se baseia na incorporag¢do de nucleotideos marcados com corante fluorescente (FITC) na
extremidade 3°-OH livre. A polimerizagdo dos nucleotideos modificados as regides de
fragmentacdo do DNA ¢ catalisada pela enzima terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT).
Entdo, a quantidade de fragmentos de DNA ¢ diretamente proporcional a fluorescéncia obtida

através da incorporagdo de d-UTP fluoresceina (DUTTA et al., 2007). O tratamento de isolados
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clinicos de P. aeruginosa com compostos derivados da fendiona por 5 h em concentragdes
bactericidas foi capaz de induzir a fragmentacdo de DNA (Figura 34). No geral, tanto Ag-fendiona
como Cu-fendiona apresentaram, respectivamente, um aumento de 53,7% e 51,6%, na

incorporacdo de nucleotideos fluorescentes.
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Figura 32 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na fragmentacio do DNA de cepas clinicas de P.
aeruginosa. A cepa padrido ATCC 27853 e 5 cepas clinicas resistentes aos antimicrobianos classico (ceftazidima,
meropenem e imipenem) foram tratadas com as respectivas concentragdes bactericidas dos derivados da fendiona,
Ag-fendiona e Cu-fendiona durante 1, 3 ¢ 5 h a 37°C. Ao final do periodo de incubagdo, o0 DNA foi extraido ¢ a
integridade do DNA foi avaliada através da carrida em gel de agarose. Observou-se o composto Cu-fendiona induziu
a degradag@o do DNA apos 5 h de tratamento. CT — controle. Ag-fen- Ag-fendiona, Cu-fen- Cu-fendiona.

301 * *

P=0.0341 P=0.0447
o ° [ Arcc 27853
= 201 ) 09 HC
= %% —y— W ot
m B 22v
Z ()
=)
= 10{ —e®ee— () ° W scrc

| B3
0

Contfrole  Ag-fendiona Cu-fendiona

Figura 33 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na fragmentacio do DNA de cepas clinicas de P.
aeruginosa. A cepa padrdo ATCC 27853 e 5 cepas clinicas resistentes aos antimicrobianos classico (ceftazidima,
meropenem e imipenem) foram tratadas com as respectivas concentragdes bactericidas dos derivados da fendiona,
Ag-fendiona e Cu-fendiona durante 5 h a 37°C. Ao final do periodo de incubagio, as células foram lavadas, fixadas
com paraformolaldeido 4% e permeabilizadas com etanol 70% e, em seguida, foram utilizadas para a marca¢do com
a sonda TUNEL, para detec¢do da DNA com a extremidade OH’3 livre. *P < 0,05 — Analise de varidncia One-way
ANOVA pareado (Dunnett's multiple comparison test) em relagio aos sistemas nio tratados. MIF- Média de
intensidade de fluorescéncia.
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5.11.3- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na peroxidacao de lipideos

Em presenga de EROs, os acidos graxos poliinsaturados sofrem reagdes de peroxidacao
lipidica, amplificando a produgdo destas espécies reativas e produzindo, como produto final desta
reacdo, o malondialdeido (MDA). Por este motivo, quantificou-se a formacdo MDA apos o
tratamento com os derivados de fendiona. Para isso, realizou-se o tratamento das amostras com
concentragdes bactericidas com os derivados da fendiona por 1 e 3 h. Apds esses periodos, os

extratos celulares foram obtidos e, entdo, 0o MDA foi quantificado através do método de TBARs.

Durante a primeira hora de tratamento ndo foi possivel quantificar o MDA formado, pois
os valores obtidos foram inferiores ao limite da técnica empregada. Apds 3 h, células tratadas com
2xCMI com os derivados metalicos de fendiona exibiram maior acimulo de MDA. Observou-se
que Ag-fendiona e Cu-fendiona aumentaram, respectivamente, 14% e 23% os niveis de MDA

formado em resposta ao tratamento com esses compostos (Figura 35).

Tendo em vista que isolados clinicos utilizados no presente trabalho apresentaram
diferentes respostas ao tratamento com compostos derivados da fendiona, avaliou-se o acimulo de
MDA apds o tratamento com Ag-fendiona e Cu-fendiona. No geral, células tratadas com os
derivados da fendiona exibiram maior acimulo de MDA. Ainda, Ag-fendiona e Cu-fendiona
induziram maior formacdo de MDA no isolado 09HC, que foi a cepa mais susceptivel aos

compostos estudados (Figura 36).

113



© "o
c [~ c IS
‘® 0.157= Contfrole ) 0.15 Fendiona - 3h
"6 Fendiona 0,5xCMI "6
S. Fendiona 1xCMI % ‘Q-_
® 0.104 Fendiona 2xCMI © 0.104
- |l 10 - I - T —
2 2
X X
<« 0.05 < 0.05
: :
TE-" 0.00 : : go.oo : :
c Th 3h c Controle 2XxCMI  2xCMI + NAC
‘Tg ‘Tg
[~ I~
S 0.1 = 5noe © 0.15 Ag-fendiona - 3h
"6 A-fendiona 0,5xCMI "6'
’5_ Ag-fendiona 1xCMI * * ‘5_
o 0.104 Ag-fendiona 2xCMI - # o 0.104 J—
T Il H.0, - ©
2 2
X X
<« 0.05+1 <« 0.05
S :
?E—‘o.oo : : g 0.00 : :
c Th 3h c Controle 2XCMI 2xCMI + NAC
j: k:
I~ [~
‘® 0-157=Coniroie ‘© 0.15 Cu-fendiona - 3h
"6 Cu-fendiona 0,5xCMI "5
E_ Cu-fendiona 1xCMI * _T_ * ‘Q-_
Cu-fendiona 2xCMI * B —
Q O T () B
3 0.10 O, T 3 0.10
2 2
X X
< 0.05 < 0.05
: 2
TED 0.00 . : g 0.00 : :
c Th 3h c Controle 2XCMI  2xCMI + NAC

Figura 34 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na peroxidacio de lipideos em P. aeruginosa. Uma
cultura da cepa padrio ATCC 27853 (50 ml a 10° UFC/ml) foram tratadas por 1 ¢ 3 h na presenga de perdxido de
hidrogénio (17,5 mM) e concentragdes referentes a /2xCMI, 1xCMI e 2xCMI de fendiona (A), Ag-fendiona (B) e Cu-
fendiona (C) durante 3 h a 37°C, na presenca ou na auséncia do antioxidante N-acetilcisteina (NAC, 5 mg/ml) (D, E e
F). Ao final do periodo de incubagdo, o extrato celular foi obtido e a peroxidagao lipidica foi quantificada através da
dosagem da malondialdeido. *P < 0,05 — Analise de variancia One-way ANOVA (Dunnett's multiple comparison test)
em relagd@o ao sistema controle.
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Figura 35 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na peroxidacio de lipideos em P. aeruginosa. A cepa
ATCC 27853 e outros 5 isolados clinicos foram tratadas durante 3 h em concentragdes referentes 8 CMB de Ag-
fendiona e Cu-fendiona. Ao final do periodo de incubagio, o extrato celular foi obtido e quantificou-se a formagao de
MDA. *P < 0,05 — Anélise de variancia One-way ANOVA (Dunnett's multiple comparison test) em relagdo controle.

Parte IV: Efeitos dos compostos derivados de fendiona na ultraestrutura e na fisiologia de
membrana de P. aeruginosa

Tendo observado que os compostos derivados da fendiona promoveram a peroxidacio de
lipideos de membrana, avaliou-se pardmetros relacionados a fisiologia de membrana. O envoltorio
celular bacteriano ¢ uma estrutura complexa, essencial para manutencdo da viabilidade celular.
Uma vez que a fisiologia de membrana seja desregulada, ocorre o colapso das membranas externa
e plasmatica, levando ao extravasamento do contetido intracelular e, conssequente, morte celular.
Portanto, avaliou-se o potencial de compostos derivados da fendiona em alterar a estabilidade,

permeabilidade e polarizagdo de membrana citoplasmatica.

5.12- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na ultraestrutura bacteriana

Alteragdes ultraestruturais nas células de P. aeruginosa, induzidas pela agdo dos compostos
derivados da fendiona, foram avaliados através de microscopia eletronica de varredura. Para isto
10 células bacterianas (ATCC 27853) foram incubadas na presenca e auséncia de 2xCMI de Ag-
fendiona e Cu-fendiona por 24 h a 37°C. Posteriormente, as células foram fixadas e processadas
para visualizagdo em microscopio de varredura. Nas células sem tratamento foi possivel observar
a presenca de bastonetes retos ou ligeiramente curvos, as vezes isolados, aos pares ou em cadeias

curtas, com diametro regular e sem deformacgdes na superficie (Figura 37). Em contrapartida, o
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tratamento com os compostos derivados da fendiona resultou em alteragdes ultraestruturais
severas, sendo possivel observar células que apresentaram irregularidades e/ou deformagdes por
toda a superficie bacteriana, incluindo: redu¢do do diametro celular (algumas assumindo forma
esférica), concavidades/invaginagcdes, envoltério celular intensamente rugoso e perfuragdes. Em
conjunto, essas observagdes nos permitem inferir que o envoltorio bacteriano ¢ um dos alvos

celulares afetados pelos compostos derivados da fendiona.

Controle

Ag-fendiona

Cu-fendiona

Figura 36 — Efeitos dos compostos derivados da fendiona sobre a ultraestrutura de P. aeruginosa. As células da
cepa ATCC 27853 foram tratadas com 2xCMI dos compostos por 24 h a 37°C. Observou-se que concentragdes sub-
inibitorias de fendiona, Ag-fendiona e Cu-fendiona, induziram drasticas alteragdes ultraestuturais indicando danos no
envoltdrio bacteriano. Setas verdes — bastonetes regulares ¢ sem deformagdo. Setas azuis — bactérias com didmetro
celular reduzido; Setas brancas — concavidade na superficie celular e setas vermelhas — perfuragdes na membrana
bacteriana. A barra branca indica o tamanho relativo a 1 pm.
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5.13- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na estabilidade de membrana externa
As alteracdes na permeabilidade de membrana externa de P. aeruginosa foram avaliadas
através da sensibilidade da célula bacteriana ao SDS, um agente desestabilizador de membranas.
Para isto, as células foram incubadas em concentracdes bactericidas por 3 h. Em seguida, as células
foram desafiadas com detergente SDS (0,1%) e a densidade 6tica foi mensurada por 25 min
(Figura 38). Observou-se que as células que receberam o tratamento com Ag-fendiona e Cu-
fendiona foram menos resistentes ao desafio com o agente desestabilizador de membrana,
apresentando uma acentuada lise bacteriana. Comparativamente, o tratamento com a Ag-fendiona
foi mais efetivo na desestabilizagdo da membrana externa de P. aeruginosa, especialmente para as

cepas 22U e 186FC.

5.14- Efeitos de compostos derivados da fendiona na estabilidade de membrana plasmatica
Complementarmente, avaliou-se a integridade de membrana plasmatica utilizando-se o
intercalante de bases, iodeto de propidio (PI). Para isto, os isolados clinicos foram tratados por 3
h na presenca de concentracdes bactericidas de compostos derivados da fendiona. Em seguida, as
células foram lavadas e a integridade de membrana foi mensurada através da incorporagdo do
fluoréforo PI. Para todos os isolados clinicos estudados observou-se o aumento da incorporagao
do PI apos o tratamento com os derivados da fendiona. Em células tratadas com Ag-fendiona, Cu-
fendiona foram observadas, respectivamente, um aumento da fluorescéncia em 25,92% e 26,06%,
evidenciando, assim, a formacdo de poros na membrana plasmatica bacteriana. J& em células
tratadas com o in6foro FCCP foi verificado o aumento de 32,65% da incorporacao da sonda

fluorescente (Figura 39).
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Figura 37 — Desestabilizacdo da membrana externa de P. aeruginosa. A cepa padrao ATCC 27853 ¢ 5 isolados
clinicos de P.aeruginosa foram tratadas com as respectivas concentragdes bactericidas dos derivados da fendiona, Ag-
fendiona e Cu-fendiona durante 3 h a 37°C. Ao final do tratamento, as células foram resuuspendidas em tampao Hepes
de sddio 50 mM + glucose a 5 mM, ajustando a DOsoonm em 0,4. Foi entdo adicionado SDS (0,1% final) e determinou-
se o grau de lise bacteriana pela redug@o da absorbancia registrada a 660 nm.
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Figura 38 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na integridade de membrana plasmatica de P.
aeruginosa. A cepa padraio ATCC 27853 e 5 cepas clinicas de P. aeruginosa foram tratadas com as respectivas
concentragdes bactericidas dos derivados da fendiona, Ag-fendiona (Ag-fen) e Cu-fendiona (Cu-fen) durante 3 h a
37°C. Ao final do tratamento, as células foram lavadas e a integridade de membrana foi mensurada pela incorporagao
do fluorodforo iodeto de propideo. O iondforo FCCP foi utilizado como controle positivo. *P < 0,05 — Analise de
variancia One-way ANOVA pareado (Dunnett's multiple comparison test) em relagio ao controle de células nio-
tratadas.

5.15- Efeitos dos compostos derivados da fendiona na polarizacio de membrana plasmatica

A fim de confirmar a despolariza¢gdo de membrana plasmatica bacteriana, culturas de P.
aeruginosa foram incubadas na presenca de Ag-fendiona e Cu-fendiona, ambos em concentragdes
referentes SxCMI por 3 h. Apos o periodo de tratamento, o potencial de membrana foi mensurado
através do fluordforo DiOC,. O indicador de potencial de membrana DiOC,, em baixas
concentracoes exibe fluorescéncia verde (FL1) em todas as células bacterianas. Porém, em células
saudaveis (em que o potencial de membrana ¢ mantido), ¢ observado o aumento da concentragao
intracelular de DiOC> de modo que o fluordforo se auto associe e a emissao de fluorescéncia mude
para vermelho (FL3). Observou-se que os compostos Ag-fendiona e Cu-fendiona induziram a
despolarizagdo de membrana em todas os isolados clinicos estudados (Figura 40). Os compostos
derivados da fendiona foram capazes de alterar a polarizagdo de membrana em niveis similares
aos observados em sistemas tratados com o ion6foro classico, FCCP (Figura 40). Coletivamente,
concluiu-se que Ag-fendiona e Cu-fendiona foram capazes de desestabilizar a fisiologia de

membrana plasmatica bacteriana de P. aeruginosa.
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Figura 39 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na polarizacdo de membrana plasmatica de P.
aeruginosa. A cepa padraio ATCC 27853 e 5 cepas clinicas de P. aeruginosa foram tratadas com as respectivas
concentragdes bactericidas dos derivados da fendiona, Ag-fendiona (Ag-fen) e Cu-fendiona (Cu-fen) durante 3 h a
37°C. Ao final do tratamento, as células foram lavadas e a polarizagdo de membrana foi mensurada pelo fluoréforo
DiOCoa. O ionodforo FCCP foi utilizado como controle positivo. *P < 0,05 — Analise de varidncia One-way ANOVA
pareado (Dunnett’s multiple comparison test) em relagao ao controle de células ndo-tratadas.

Parte V: Efeitos dos compostos derivados da fendiona no metabolismo de P. aeruginosa

5.16- Alteracgdes no perfil metabdlico induzidos por derivados da fendiona

Realizou-se a analise do metaboloma de P. aeruginosa com o objetivo de rastrear as
alteracdes metabolicas globais induzidas pelos compostos derivados da fendiona — Ag-fendiona e
Cu-fendiona — em comparagdo com o estado metabolico de células ndo tratadas. Inicialmente,
verificou-se o efeito dos compostos derivados da fendiona em culturas bacterianas de alta
densidade celular, para otimizar a obtengdo e identificagdo dos metabdlitos. Nossos resultados
confirmaram a acdo bactericida de Ag-fendiona e Cu-fendiona em culturas de P. aeruginosa em

alta densidade celular (ODgoonm= 1,0) (Figura 41).
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Figura 40 — Curva tempo-morte dos compostos derivados da fendiona em culturas de P. aeruginosa com alta
densidade celular. Culturas de P. aeruginosa (ATCC 27853; ODesoonm=1,0) foram tratadas com concentragdes
referentes a 1XCMI e 5xCMI de Ag-fendiona (A), Cu-fendiona (B) por até 8 h a 37°C. Apds tempos fixos de 0, 1, 3,
6 ¢ 8 h, 10 pl de cada um dos sistemas foram plaqueados em agar Mueller-Hinton para contagem das unidades
formadoras de colonias (UFC). Considerou-se efeito bactericida o tratamento que induziu redugdo de > 3xlogio do
crescimento bacteriano em relagdo ao controle (LORRIAN et al., 2005).

Em seguida, extraiu-se os metabolitos de células planctonicas de P. aeruginosa tratadas
com 5xCMI de Ag-fendiona e Cu-fendiona por 3 h. Apds a obtencdo dos extratos, os metabdlitos
foram separados e identificados por LC-MS. Nestas condi¢des de tratamento, foi possivel obter
informagdes sobre a resposta metabdlica que guia o processo de morte celular. Os 174 diferentes
metabolitos alterados pelo tratamento com os compostos derivados da fendiona foram
apresentaram na forma de heatmap, para visualizagdo da tendéncia de variacdo no perfil metabdlito
de P. aeruginosa (Figura 42). A andlise completa do metaboloma comparando os sistemas
tratados ou ndo com Ag-fendiona e Cu-fendiona foi sumarizada na Tabela A1, do anexo 1 (Figura
42). A partir destes dados, podemos inferir que o tratamento com estes compostos induz efeitos
amplos e complexos sobre o metabolismo bacteriano, ao invés de, meramente, extinguirem toda a

atividade metabolica.
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Figura 41 — Heatmap representando a regulacio metabélica de P. aeruginosa apoés o tratamento por 1 h em
concentracdes bactericidas dos compostos derivados da fenadiona, Ag-fendiona (Ag-fen) e Cu-fenadiona (Cu-
fen). A escala na lateral direita representa o nivel das variagdes: vermelho indica acimulo de referido metabdlito e

verde indica diminui¢ao relativa do referido metabolito.
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Com o objetivo de identificar os metabolitos que sofrearam alteragdes estatisticamente
significativas, os graficos de Volcano plot foram gerados plotando no eixo “x” o logaritimo da
razdo entre os sistemas tratados sobre os sistemas controle (Equacao 13). No eixo “y” plotou-se
o antilogaritimo dos P-valores obtidos através de andlise de variancia One-way ANOVA (Figuras
43 A e B). Os metabolitos que apresentaram alteracdes de abuandancia relativa superiores a duas
vezes de aumento e P-valores <0,1 foram considerados estatisticamente significativos e foram
destacados em rosa no volcano plot exposto na Figura 43. Em relagdo ao controle, Ag-fendiona
promoveu o acumulo significativo de 29 metabdlitos e reduziu a abundancia de outros 34
metabolitos, enquanto Cu-fendiona alterou de maneira significativa a abundancia de 77
metabolitos dos quais: 52 metabdlitos foram regulados positivamente e outros 25 metabolitos

foram modulados negativamente (Figuras 43 A e B).

Contagem onica Ag-fendiona ou Cu-fendiona

Contagem ionica controte

(Eq. 13)

Taxa de alteracao(FC) = Log,

Em seguida, realizou-se a andlise das vias metaboélicas alteradas pelo tratamento com os
compostos derivados da fendiona utilizando-se o programa MetaboAbalyst 2.0. Os resultados
indicaram que, de maneira geral, Ag-fendiona e Cu-fendiona agiram de maneira similar no
metabolismo de P. aeruginosa. Ambos compostos derivados da fendiona foram capazes de alterar
o funcionamente de 29 vias metabolicas, das quais 23 vias foram comumente alteradas por Ag-
fendiona e Cu-fendiona (Figura 43 C). As vias que foram unicamente alteradas em Ag-fendiona

e Cu-fendiona foram relatadas no diagrama de Venn (Figura 43 C).
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Figura 42 — Comparacio dos metabdlitos e vias metabdlicas alteradas por Ag-fendiona e Cu-fendiona em P.
aeruginosa. Representagdo grafica de Volcano plot ilustrando os metabdlitos que apresentaram alteragdes
significativa apds o tratamento com concentra¢des bactericidas (5xCMI) de Ag-fendiona (A) e Cu-fendiona (B).
Diagrama de Venn comparando as vias metabodlicas alteradas pelos compostos derivados da fendiona (C).
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5.16.1 - TCA

Para explorar ainda mais as alteragdes induzidas pelos compostos derivados da fendiona
no metabolismo de P. aeruginosa, examinamos mais detalhadamente a abundancia relativa de
metabolitos pertencentes a vias centrais do metabolismo bacteriano. Com relagdo ao TCA,
verificou-se que o tratamento das células planctonicas de P. aeruginosa com os derivados da

fendiona (5xCMI) resultou no aciimulo dos metabolitos pertencentes ao TCA, a saber: citrato,

oxaloacetato, a-cetoglutarato e fumarato (Figura 44).
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Figura 43 — Alteracdes do ciclo de acidos tricarboxilicos induzidos por compostos derivados da fendiona em P.
aeruginosa. Culturas de P. aeruginosa (ATCC 27853; ODsoonm = 1,0) foram tratadas com concentragdes referentes a
5xCMI de Ag-fendiona (Ag-fen) e Cu-fendiona (Cu-fen) por 1 h. Obteve-se os extratos celulares ¢ a abundancia
relativa dos metabélitos foi quantificada por LC-MS. *P < 0,05 — Anélise de varidncia One-way ANOVA (Dunnett's
multiple comparison test) em relagdo ao grupo controle.
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No intuito de confirmar a hiperativa¢ao do TCA, foram avaliadas as atividades enzimaticas
de isocitrato desidrogenase e malato desidrogenase (Figuras 45A e 45B). O tratamento de células
de P. aeruginosa com Ag-fendiona aumentou, respectivamente, a atividade de isocitrato
desidrogenase e malato desidrogenase, quando comparada ao sistema que nao recebeu tratamento.
Similarmente, foi observado um aumento de 9,45 vezes na atividade de isocitrato desidrogenase e
1,56 vezes na atividade de malato desidrogenase em células tratadas com Cu-fendiona (Figuras
45A ¢ 45B).

Uma vez que o TCA resulta na formagao de intermediarios reduzidos, como por exemplo
NADH, monitoramos a propor¢do NAD*/NADH das células de P.aeruginosa tratadas com Ag-
fendiona e Cu-fendiona. Células que receberam o tratamento com Ag-fendiona apresentaram a
propor¢do NAD*/NADH 39% menor que células ndo tratadas. No entanro, nos sistemas incubados
com Cu-fendiona, foi observada a redugdo da propor¢do NAD*/NADH em apenas 10% (Figura
45C).
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Figura 44 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na atividade de enzimas relacionados ao TCA. Culturas
de P. aeruginosa (ATCC 27853; ODgoonm= 1,0) foram tratadas com concentragdes referentes a 5xCMI de Ag-fendiona
(Ag-fen) e Cu-fendiona (Cu-fen) por 1 h. Apds o periodo de tratamento, obteve-se os extratos celulares e quantificou-
se atividade enzimatica de isocitrato desidrogenase (A), malato desidrogenase (B) e a propor¢io NAD'/NADH (C).
Observou-se que os sistemas que receberam o tratamento com Ag-fendiona e Cu-fendiona promoveram o aumento da
atividade do ciclo TCA. A hiperativacdo do TCA resultou na produgdo acentuada de NADH, reduzindo a proporg¢ao
de NAD'/NADH. * P < 0,05 — Analise de variancia One-way ANOVA (Dunnett's multiple comparison test) em
relacdo ao grupo controle.
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Tendo em vista que os intermediérios reduzidos produzidos pelo TCA dao suporte a
producdo energética via cadeia transportadora de elétrons, foi observado o aumento nos niveis
intracelulares do cofator mononucleétideo de flavina (FMN) em células tratadas com os derivados
da fendiona (Figura 46A). Além disso, em concordancia com os resultados anteriores, Ag-
fendiona e Cu-fendiona promoveram aumento da atividade da enzima NADH:ubiquinona
oxiredutase (Figura 46B). Coletivamente, esses achados indicam que os compostos derivados da

fendiona levam a mudangas na atividade no TCA e na fosforilacdo oxidativa de P. aeruginosa.
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Figura 45 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na cadeia transportadora de elétrons de P. aeruginosa.
Culturas de P. aeruginosa (ATCC 27853; ODsoonm= 1,0) foram tratadas por 1 h com concentragdes referentes a SXCMI
de Ag-fendiona (Ag-fen) e Cu-fendiona (Cu-fen) por 1 h. Apds o periodo de tratamento, os extratos celulares foram
obtidos e quantificou-se o a abundéncia relativa de mononucledétideo de flavina (FMN) (A) bem como a atividade da
enzima NADH:ubiquinona oxiredutase (B). * P < 0,05 — Analise de variancia One-way ANOVA (Dunnett's multiple
comparison test) em relagao ao grupo controle.

5.16.2 — Equilibrio NADP*/NADPH: via das pentoses fosfato e via de biossintese de folato
Uma estratégia fundamental para contornar danos oxidativos ¢ manutengdo dos niveis
intracelular de NADPH e NADP". A via das pentoses fosfato ¢ a principal fonte de produgdo de
NADPH, o que aumenta o potencial eletroquimico bacteriano que esta envolvido na tolerancia
antioxidante. O tratamento com os compostos derivados da fendiona levou a inibi¢do da via das
pentoses fosfatos. Observou-se que os metabolitos glicose-6-fosfato, glucono-1,5-lactona-6-
fosfato e sedoheptulose-7-fosfato foram significativamente diminuidos em resposta ao tratamento

com Ag-fendiona e Cu-fendiona (Figura 47).

127



Glicose-6P

Via das pentose fosfato

8x10°
(%]
C
XC]
o 6x10%
]
0
Glicose-6P O 4x10% *
*
S
. ©
l ¢ NADP S o2x104
Q
= NADPH <
S [} o
6-fosfogluconato-lactona ° 5 S
E P p—a
5 2 2
O L 2
o) )
< @)
Gluconato-6P
6-fosfogluconato-lactona
NADP*
C 5
= NADPH 1.5x10
(%)
. [
Ribulose-6P R
[0} *
O 1.0x10%
O *
J \ 2
[
S
. T 5.0x10*
Xilulose-6P Ribose-6P 5
Q
<
L e e
2 9 S
5 2 2
Gliceraldeido-3P
Sedoeptulose-7P o L 2
o) o)
< @]
Sedoeptulose-7P
. Frutose-6P
Eritrose-6P 2.5x105
&
L 2.0x10%
[0)
]
O 1.5x10%
3]
Gliceraldeido-3P S 1.0x10%
O *
< *
3 5.0x104
<
0.0
R
Desoxiribose-5P 2 0 o
c ko] ©
O C C
&) L L
o) 5
< @)

Figura 46 — Alteragodes da via da pentose fosfato induzidos por compostos derivados da fendiona. Culturas de P.
aeruginosa (ATCC 27853; ODesoonm= 1,0) foram tratadas com concentragcdes referentes a SxCMI de Ag-fendiona (Ag-
fen) e Cu-fendiona (Cu-fen) por 1 h. Os extratos celulares foram obtidos e a abundancia relativa dos metabdlitos foi
quantificado por LC-MS. *P < 0,05 — Analise de variancia One-way ANOVA (Dunnett’s multiple comparison test)
em relagdo ao grupo controle.
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Outra via bioquimica responsavel pela formagdo de NADPH ¢ a via de biossintese de
folato. Esta via ¢ complexa e possui varias vias afluentes que culminam na formagao de folato
(Figuras 48 ¢ 49). Os compostos estudados foram capazes de induzir o acimulo de parte dos
metabolitos relacionados a via de formagao de 4-hidroxibenzoato colateral a biossintese do folato.
Dentre os metabdlitos que foram positivamente modulados pelos compostos derivados da
fendiona, destacam-se: 7-ciano-7-carbaguanine, 7,8-dihidroxantopterina, 6-(hidroximetil)-7,8-
dihidropterina, 4-(B-D-ribofuranosil) anilina 5'-fosfato) (Figuras 48A e 48B). Ao mesmo tempo,
o tratamento de P. aeruginosa com os compostos derivados da fendiona resultou na diminuigdo de
metabolitos diretamente relacionados a sintese de folato e seu co-produto NADPH. Dentre os
metabolitos da via de biossintese de folato que foram negativamente modulados, destacam-se:
piranopterina ciclica monofofato, 7,8-dihidroneopterina, 4-aminobenzoato, tetrahidrofolato
(Figuras 48A ¢ 48B).

Ao inibir as vias de sintese de NADPH (via das pentoses fosfato e via de biossintese de
folato), os compostos derivados da fendioan promoveram a redug¢do no contetido intracelular de
NADPH e, consequentemente, aumentaram a propor¢do NADP*/NADPH. Observou-se que a
propor¢io NADP'/NADPH de culturas tratadas com Ag-fendiona e Cu-fendiona foi,

respectivamente, 4,62 e 2,89 vezes maior em relagdo ao controle (Figura 50).
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Figura 47 — Alteracdes na via de biossintese de folato induzidos por compostos derivados da fendiona em P.
aeruginosa. Culturas de P. aeruginosa (ATCC 27853; ODsoonm = 1,0) foram tratadas com concentragdes referentes a
5xCMI de Ag-fendiona (Ag-fen) e Cu-fendiona (Cu-fen) por 1 h. Obteve-se os extratos celulares ¢ a abundancia
relativa dos metabolitos foi quantificado por LC-MS. (A) Heatmap representando a regulacdo metabolica da via de
biossintese de folato em P. aeruginosa apds o tratamento por 1 h em concentragdes bactericidas dos compostos
derivados da fenadiona. (B) Observou-se que o tratamento de Ag-fendiona e Cu-fendiona induziram a diminuigdo de
metabolitos relacionados a biossintese de folato, em especial o tetrafolato. *P < 0,05 — Analise de variancia One-way
ANOVA (Dunnett's multiple comparison test) em relagio ao controle.
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Figura 48 — Esquema ilustrando a via de biossintese de folato. Destacou-se os metabolitos alterados em resposta ao tratamento com os compostos derivados da
fendiona. Em verde, foram destacados os metabdlitos regulados negativamente e, em vermelho, os metabolitos regulados positivamente.
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Figura 49 — Efeitos de compostos derivados da fendiona na propor¢io NADP*/NADPH em P. aeruginosa.
Culturas de P. aeruginosa (ATCC 27853; ODeoonm = 1,0) foram tratadas com concentragdes referentes a 5xCMI de
Ag-fendiona (Ag-fen) e Cu-fendiona (Cu-fen) por 1 h. Os extratos celulares foram obtidos e, em seguida, quantificou-
se o conteudo intracelular de NADP*/NADPH. Os resultados apontaram que o tratamento com Ag-fendiona e Cu-
fendiona induziram a acentuada redugdo do contetdo NADPH, resultando no aumento da propor¢io NADP'/NADPH.
*P < 0,05 — Variance analysis One-way ANOVA (Dunnett's multiple comparison test) em relagio ao controle.

5.16.3 — Metabolitos relacionados ao equilibrio redox

Tendo observado que os derivados da fendiona promovem a geragdo de EROs em P.
aeruginosa, verificamos possiveis alteracdes em vias relacionadas ao equilibrio redox.
Observamos que Ag-fendiona e Cu-fendiona induziram deple¢do dos niveis de glutationa reduzida
(GSH). Em paralelo, os compostos estudados aumentaram substancialmente as concentragdes
intracelulares de glutationa oxidada (GSSG). Ainda, tendo em mente que a via de biossintese de
poliaminas ¢ uma das vias que sustentam a formacdo de glutationa, investigou-se possiveis
alteracdes desta via induzidas pelos compostos derivados da fendiona. Nossos achados
evidenciaram o acimulo de importantes intermediarios da biossintese de poliaminas (ornitina,
cadaverina, putrescina e espermidina). Coletivamente, as mudangas destes metabolitos sugerem o
aumento na alteragdo da propor¢do GSH/GSSG como resultado do consumo continuo por enzimas
antioxidantes e pelo bloqueio do turnover de GSSG — GSH, afetado pela deplecdo de NADPH
(Figuras 51 e 52).
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Figura 50- Alteragdes na via do metabolismo relacionado a glutationa induzida por compostos derivados da fendiona em P. aeruginosa. Culturas de P. aeruginosa (ATCC 27853;

OD600nm = 1,0) foram tratadas com concentragdes referentes a SXCMI de Ag-fendiona (Ag-fen) e Cu-fendiona (Cu-fen) por 1 h. Os extratos celulares foram obtidos e a abundéancia
relativa dos metabdlitos foi quantificado por LC-MS. O tratamento de Ag-fendiona e Cu-fendiona foram *P < 0,05 — Analise de varidncia One-way ANOVA (Dunnett’s multiple

comparison test)em relagdo ao grupo controle.
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Figura 51 — Esquema ilustrando a via de biossintese de glutationa. Destacou-se os metabolitos alterados em
resposta ao tratamento com os compostos derivados da fendiona. Em verde, foram destacados os metabolitos regulados
negativamente e, em vermelho, os metabdlitos regulados positivamente.
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5.13- Efeitos da combinacio de compostos derivados da fendiona e antioxidantes no
metabolismo de P. aeruginosa

O estudo do metaboloma de culturas tratadas com os compostos derivados da fendiona
revelou significantes perturbagcdes no metabolismo bacteriano, sustentando a hipodtese que estes
compostos induzem estresse oxidativo em P. aeruginosa. Conforme observado anteriormente, o
co-tratamento com NAC foi capaz de mitigar os efeitos deletérios induzidos pelo tratamento com
os compotos derivados da fendiona. Portanto, avaliou-se o perfil metabdlico de culturas de P.
aeruginosa tratadas com os derivados da fendiona na presenga e auséncia de antioxidantes, com o
objetivo de rastrear as vias metabodlicas recuperadas pela acdo do antioxidante. Para isto, realizou-
se andlise ndo-supervisionada de componentes principais (PCA, do inglés principal componente
analysis) comparando os perfis metabolicos de sistemas tratados com os derivados da fendiona
(Ag-fendiona e Cu-fendiona em concentracdes referentes a 5xCMI) e sistemas que receberam o
tratamento combinado com antioxidantes (100 mM de tioureia ou 5 mM de NAC). Os resultados
da andlise multivariada revelaram a clara diferenciacdo entre o sistema nao tratado e os sistemas
que receberam o tratamento com Ag-fendiona (Figura 53A) e Cu-fendiona (Figura 53B). J4 as
células tratadas com os antioxidantes foram agrupadas préximo ao sistema controle, indicando o
perfil metabdlico destes dois grupos sdo similares. Por outro lado, os sistemas que receberam co-
tratamento com os compostos derivados da fendiona e os antioxidantes sofreram um deslocamento
no grafico PCA em direc¢do ao grupo controle (Figuras 53A e 53B). Os resultados indicam que os
antioxidantes, tioureia e NAC, foram capazes de evitar os danos relacionados ao tratamento com
os derivados, restaurando vias metabodlicas essenciais a atividade bactericida destes compostos.

Em seguida, realizou-se a andlise das vias metabdlicas para identificar as vias restauradas
pelo co-tratamento com tioureia, uma vez que este antioxidante apresentou melhores resultados na
recuperacdo do metabolismo bacteriano. Os resultados mostraram que o co-tratamento com Ag-
fendiona e tioureia resultou na recuperagdo significativa (P<0,05) de sete vias metabolicas:
metabolismo de arginina e prolina, metabolismo de alanina, aspartato e glutamato, metabolismo
de amino-agucares, metabolismo de tirosina, biossintese de peptideoglicano, metabolismo de
nicotinate e nicotinamide além ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (Figura 53C). J4 o co-tratamento
com Cu-fendiona e tioureia foi capaz de recuperar sete vias metabdlicas: biossintese de aminoacil-

t-RNA, metabolismo relacionado a glutationa, via das pentoses fosfato, metabolismo de purinas,
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metabolismo de arginina e prolina, metabolismo de alanina, aspartato e glutamato, metabolismo

de cisteina, metabolismo de glicina, serina e treonina (Figura 53D).
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6- DISCUSSAO

Apesar dos avancgos no desenvolvimento de agentes antimicrobianos nos tltimos 70 anos,
as doencas infecciosas permanecem entre as cinco principais causas de morte em todo o mundo
(CARLET et al, 2012; WHO, 2018; BURNHAM et al., 2019). Neste contexto, P. aeruginosa se
destaca como um patoégeno oportunista humano capaz de causar infecgdes graves, sobretudo em
pacientes com internag¢do prolongada em UTI (MUDAU et al., 2013; TASHIRO et al., 2013;
CORNFORTH et al., 2018). Considerando o problema mundial de resisténcia bacteriana, P.
aeruginosa ¢ uma preocupacdo constante relacionada as infec¢des comunitarias e hospitalares,
devido ao surgimento e a rapida disseminacdo de cepas refratarias a todos os medicamentos
antimicrobianos clinicamente disponiveis (STRATEVA & YORDANOV, 2009; SUBEDI et al.,
2018; PACHORI et al, 2019). Assim, o fracasso emergente e previsivel de terapias
antimicrobianas classicas tem encorajado a comunidade cientifica a desenvolver novas estratégias
para combater os patogenos MDR (DIKEY et al., 2017; BURROWS, 2018).

Uma esperanga para o tratamento de infe¢cdes multirresistentes ¢ a terapia anti-viruléncia.
A abordagem anti-viruléncia visa a atenuacdo da patogénese sem que, necessariamente, haja a
inibi¢do do crescimento bacteriano (LEE et al, 2011; DIKEY et al., 2017). Em contraste a
antibidticoterapia classica, que afeta diretamente a viabilidade celular, essa nova abordagem visa
“desarmar” o patogeno pela inibi¢do de fatores de viruléncia. Acredita-se que ¢ possivel reduzir
os danos ao hospedeiro ao se inibir os mecanismos de patogenicidade bacteriano. Assim, o sistema
imune do hospedeiro ¢ capaz de atuar na resolucdo da infe¢do. Além disso, uma vez que as drogas
anti-viruléncia ndo induzem diretamente a morte bacteriana, acredita-se que a pressao de selecao
para mutantes resistentes pode ser retardada. Entretanto, ja foi descrita a existéncia de cepas
resistentes aos compostos anti-viruléncia através do aumento da expressao de bombas de efluxo,
que auxiliam a bactéria a se adaptar a supressao do sistema QS, com a probabilidade do surgimento
de mecanismos de resisténcia aparentemente dependentes da importancia do fator de viruléncia
para o patégeno (RASKO & SPARANDIO, 2010; ALEN et al., 2014; CALVERT et al., 2018).
Somado a isto, compostos anti-viruléncia atingem alvos celulares distintos dos antimicrobianos
tradicionais, o que representaria uma grande vantagem na associagao terapéutica destes compostos
aos antibidticos classicos, de modo que ambos atuem em seus respectivos alvos celulares e,
sinergicamente, contenham a infecgdo (RASKO & SPARANDIO, 2010; DIKEY et al., 2017). Por

estes motivos, diversos grupos vém relatando a atividade anti-viruléncia de (i) compostos naturais
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(HENTZER et al., 2003; RUDRAPPA et al., 2009; ULREY et al., 2014, ASFOUR, 2018; REMY
et al, 2018; OKADA et al, 2019), (ii) peptideos antimicrobianos (POMPILIO et al, 2011;
TOTSIKA et al,, 2013; MAHLAPUU et al., 2016; JIANG et al., 2019; VASILCHENKO &
ROGOZHIN, 2019), (iii) concentra¢des sub-inibitérias de antimicrobianos classicos (HUSAIN et
al., 2014; SOLLETI et al., 2015; ERWIN et al, 2018; VIEDMA et al., 2018) e (iv) novas
moléculas sintetizadas quimicamente (EL-MOWAFY et al., 2014a, 2014b; MILLER et al., 2015;
PARK et al., 2015; IMPERI et al., 2019; KANNAPPAN et al., 2019). A partir do exposto, no
presente trabalho, investigou-se o efeito de compostos derivados da fendiona, Cu-fendiona e Ag-
fendiona, na modulagdo de mecanismos relacionados a viruléncia de P. aeruginosa.

P. aeruginosa possui um notavel conjunto de atributos de viruléncia, que atuam em sinergia
para aumentar a capacidade do patdgeno em causar danos ao hospedeiro e, consequentemente,
agravar o processo infeccioso e o curso da doenca (BALASUBRAMANIAN et al., 2013; DIKEY
et al., 2017). Neste contexto, a producdo de peptidases extracelulares funciona como protagonista
no processo de invasdo e disseminagao de infec¢des causadas por P. aeruginosa (KESSLER et al.,
1998; GALDINO et al., 2019). A versatilidade de peptidases na fisiopatologia de P. aeruginosa é
refletida na abundancia de regides gendmicas encarregadas para codifica-las. Dentre 5.568 quadros
de leitura aberta (ORFs) codificados por P. aeruginosa (cepa referéncia PAO1), 155 (2,8%) ORFs
foram preditas como peptidases pseudomonais (STOVER et al., 2000). Além disso, os multiplos
sistemas secretorios sintetizados por este microrganismo sdo capazes de secretar macigamente
grandes quantidades de peptidases (MORADALI et al., 2017).

Dentre o arsenal de peptidases produzido por P. aeruginosa, destaca-se a LasB como o
fator de viruléncia predominantemente encontrado no sobrenadante desta bactéria (MORIHARA
& TSUZUKI, 1966; KESSLER et al, 1998). LasB pertence a classe das metalopeptidases e,
consequentemente, agentes quelantes sdo capazes de inibir a atividade elastinolitica desta enzima.
Assim, o EDTA e o EGTA impedem a atividade enzimatica da LasB ao sequestrarem ions zinco
e célcio, que sdo essenciais para a atividade proteolitica e estabilizacdo da estrutura tridimensional
(KOCABIYIK et al., 1995, AOKI et al., 2010). Da mesma maneira, a 1,10-fenantrolina, um agente
quelante de metais divalentes, foi relatado como um potente inibidor de LasB (KESSLER et al.,
1998; JAOUADI et al., 2013; GALDINO et al., 2019). Nesse contexto, nosso grupo relatou que a
1,10-fenantrolina ndo interagiu in silico de maneira efetiva com o sitio catalitico de LasB

(GALDINO et al., 2019). A interagdo entre 1,10-fenantrolina e o sitio catalitico de LasB resulta
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da formacao de uma ponte de higrogénio com uma molécula de 4gua e baixa energia de interagao
(26,25 kcal mol!) (GALDINO et al., 2019). A partir desse resultado, podemos inferir que a
atividade inibitoria de 1,10-fenantrolina se deve devido a remogdo dos ions Ca?>' ¢ Zn'?,
primordiais para a manuten¢do da plena atividade enzimatica de LasB (KOCABIYIK et al., 1995,
AOKI et al., 2010). No presente trablho, reportamos a inibi¢ao da atividade enzimatica de LasB
pelo ligante fendiona e seus derivados metalicos, Ag-fendiona e Cu-fendiona. Apesar da
similaridade estrutural entre 1,10-fenantrolina e fendiona (um derivado quinénico de 1,10-
fenantrolina), as andlises in silico revelaram que esses dois compostos interagiram com o sitio
ativo de LasB de maneira diferente. Ao interagir com o sitio catalitico de LasB, fendiona foi capaz
de formar duas pontes de hidrogénio estaveis, uma com o residuo Argios € outra com molécula de
agua, além de apresentar energia de interagdo de —40.47 kcal mol™!'. Assim, podemos inferir que o
ligante fendiona ¢ capaz de inibir a atividade de LasB ao bloquear o acesso do substrato proteico
ao sitio ativo.

LasB ¢ capaz de clivar uma enorme variedade de substratos proteicos, hidrolisando
ligagdes peptidicas de proteinas e peptideos especificamente na por¢do N-terminal, em residuos de
aminoacidos hidrofobicos (MATTHEWS, 1988; MIYOSHI E SHINODA, 2000). Além disso, o
sub-sitio S;” ¢ uma cavidade hidrofébica que aceita grupos de cadeia alifatica grandes e arométicos
volumosos (CARSON et al., 2012). Esta caracteristica estrutural permite que o esqueleto
hidrofébico dos compostos derivados da fendiona possa interagir com o sitio ativo LasB.
Utilizando abordagens in silico, observou-se que os derivados da fendiona se sobrepuseram ao
ligante padrdo de LasB, o HPI. Em especial, destaca-se que Cu-fendiona ancorou-se a estrutura de
HPI englobando todo a molécula, de modo a favorecer interagdes de m-stacking entre os anéis de
ressonancia. O ligante HPI se liga ao sitio ativo de LasB nos dos sub-sitios Si-Si’ através de
estabilizacdo de ligacdes de hidrogénio, interagdes hidrofobicas e ligagdes fracas de van der Waal
(LUTFULLAH et al., 2008). Portanto, dada a compatibilidade estrutural entre os compostos
derivados da fendiona e ligante classico de LasB, HPI, podemos inferir que Cu-fendiona > Ag-
fendiona > fendiona interagem com o sitio ativo de LasB. ZHU e colaboradores (2015) relataram
a atividade inibitéria de compostos derivados da mercaptoacetamida contra a atividade enzimatica
de LasB. Os autores observaram que a por¢do amida dos mercaptoacetamida interage com o
residuo Asnii2, enquanto o anel fenolico atua mascarando os residuos de aminoécidos hidrofobicos

(Phei2g, Leuisz, Valizz, Ileioo € Leuior), bloqueando, assim, a atividade enzimatica de LasB (ZHU
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et al., 2015). De maneira similar, a Cu-fendiona foi capaz de interagir com a regido S; do sitio
catalitico de LasB através da formagdo de pontes de hidrogénio com os residuos Argiog € Asniia.
Tendo avaliado as interagdes moleculares entre os compostos derivados da fendiona e o
sitio ativo de LasB, verificou-se a eficacia destes compostos em inibir a atividade elastinotitica in
vitro. Observou-se que o ligante fendiona e seus complexos de coordenagdo com Ag™ e Cu?" foram
capazes de inibir a atividade enzimatica da LasB purificada de maneira dose-dependente.
Adicionalmente, os compostos estudados inibiram a atividade elastinolitica de LasB nos
sobrenadantes obtidos do cultivo planctonico e biofilme. Como previsto pelos estudos de
ancoragem molecular, Cu-fendiona foi o composto mais eficiente em bloquear a atividade de LasB
produzida por P. aeruginosa. Considerando o potencialidade de LasB como um promissor alvo
para o desenvolvimento de um novo medicamento anti-viruléncia, varios outros grupos de
pesquisa descreveram a acdo inibitéria de moléculas naturais e/ou sintéticas sobre a atividade
enzimatica de LasB. Por exemplo, grupamentos hidroxamato, fosforil, tiol e mercaptoacetil
apresentaram excelentes atividades quelantes de ions e, assim, emergiram como candidatas para o
desenvolvimento de novos inibidores de LasB (KESSLER et al., 1982; GARNER et al, 2012,
ZHU et al., 2015). Neste contexto, os dipeptideos 2-mercaptoacetil-HSAc-Leu-Phe e HSAc-Phe-
Leu (0,1 mM) inibiram 97% da capacidade de LasB em degradar os substratos azocaseina e
elastina (KESSLER et al., 1982). Adicionalmente, foi observado que o tratamento da cartilagem
articular de coelho com estes dipeptideos quelantes (1 mM) foi capaz de prevenir os efeitos
destrutivos de LasB ao tecido cartilaginoso (KESSLER et al.,, 1982). Em outro estudo,
CATHCART e colaboradores (2011) sintetizaram uma biblioteca de aproximadante 400
dipeptideos, a fim de encontrar novos compostos anti-LasB. Entre os candidatos, o dipeptideo N-
mercaptoacetil-Phe-Tyr-amida foi o inibidor de LasB que apresentou a menor constante de
inibi¢do (K; =41 nM). Além de inibir a clivagem do substrato fluorogénico sintético, o dipeptideo
HS-CH2-CO-Phe-Tyr-NH2, a 200 pM e 25 uM, também inibiu a degradagdo dos substratos
naturais da LasB, a saber: nucleosideo difosfato quinase (NDK) e IgG, respectivamente
(CATHCART et al, 2011). A acetilagdio do grupamento tiol nos dipeptideos de
mercaptoacetamida melhorou a estabilidade dos compostos e aumentou a eficécia in vivo (ZHU et
al., 2015). Também foi demonstrado que o pré-farmaco tioacetato derivado do dipeptideo de

mercaptoacetamida aumentou a meia-vida de C. elegans infectados pela cepa PAOIL de P.
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aeruginosa de 3,9 £ 0,2 dias (vermes nao tratados) para 6,2 + 0,1 dias (vermes tratados) (ZHU et
al., 2015).

Diante da ineficiéncia dos antibidticos classicos para o tratamento de infec¢des causadas
por microrganismos multirresistentes, nos ultimos anos tem sido proposto o reposicionamento de
antibidticos aprovados pelo FDA em concentragdes sub-inibitdrias, como agentes anti-viruléncia
para P. aeruginosa. Por exemplo, a eritromicina, um macrolideo comumente utilizado no
tratamento de infecg¢des do trato respiratorio, ¢ completamente ineficaz no tratamento de infecgdes
causadas por P. aeruginosa. Apesar disso, SAKATA e colaboradores (1993) propuseram o uso
deste macrolideo como um composto anti-viruléncia. A eritromicina na concentragdo de 8 pg/ml
inibiu completamente a atividade elastinolitica produzida por 58,5% (20/34) dos isolados clinicos
de P. aeruginosa (SAKATA et al., 1993). Além disso, observou-se que o tratamento com
concentragdes sub-inibitdrias de doxiciclina (4 pg/ml) diminuiu 67% da producdo/secreciao de
LasB (HUSAIN & AHMAD, 2013). Adicionalmente, a administracdo de doses sub-inibitorias de
tobramicina (0,063 mg/l) em combinacdo com o composto bismuto-etanoditiol (0,1 pM) diminuiu
a producdo de LasB em 70% na cepa PAO1 (ALIPOUR et al., 2010). Ja a ciprofloxacina, em
concentragao sub-inibitdria (0.06 pg/ml = %4 x CMI), foi capaz de atenuar o perfil de viruléncia de
cepas clinicas de P. aeruginosa. O tratamento com concentragdes sub-inibitorias de ciprofloxacina
reduziu em 90% a producdo de peptidases, incluindo a elastase, na cepa PAO1 e em outros quatro
isolados clinicos MDR (GUPTA ef al, 2016). Abordagens anti-viruléncia foram também
sugeridas para o tratamento de infec¢des do trato urinario causadas por P. aeruginosa associados
ao uso de cateter. Observou-se que 4xCMI de azitromicina inibiu mais de 50% a atividade de
LasB proveniente de isolados de P. aeruginosa recuperados de infec¢des de trato urindrio
associados ao uso de cateter (GAO et al., 2015).

A nanotecnologia ¢ outra abordagem que surgiu como uma alternativa promissora para o
desenvolvimento de novas drogas anti-viruléncia. O 6xido de zinco nanoparticulado (200 pg/ml)
foi capaz de inibir completamente a atividade de LasB in vitro, além de prevenir os danos teciduais
e ulceragdo epitelial relacionados a acao de LasB em lesdes ocasionadas por queimaduras em
coelhos (ALI et al., 2017). Da mesma forma, a associagdo de nanoparticulas de selénio e polifendis
(4,5 pg/ml) obtidos a partir do mel inibiu 52,7% da atividade LasB da cepa PAO1 (PRATEEKSHA
et al., 2017). Além disso, os metabolitos derivados do fungo Rhizopus arrhizus, quando associados

a nanoparticulas de prata (25 pg/ml), reprimiram 84% da expressao do gene lasB em P. aeruginosa
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(SINGH et al., 2015). Nossos resultados evidenciaram que Ag-fendiona e Cu-fendiona atuaram
como potentes inibidores de LasB apresentando constantes de inibicao (Ki) de 0,31 uM e 0,09 uM,
respectivamente. Adicionalmente, o tratamento de células de P. aeruginosa com concentragdes
sub-inibitdrias dos compostos a base de fendiona reprimiu de forma significativa a expressdo do
gene /asB, bem como preveniu a produgdo e/ou secre¢do da proteina lasB madura. A expressdo do
gene lasB e de outros fatores de viruléncia produzidos por P. aeruginosa sdao finamente
orquestrados pelos sistemas regulatorios do quorum sensing (QS) (SMITH & IGLEWSKI et al.,
2003). A relevancia dos sistemas de regulacdo do QS na expressdo de /asB foi anteriormente
demonstrado através da incubagdo de cepas clinicas QS-deficientes na presenca dos sinalizadores
dos intermediarios sinalizadores do QS, N-(3-oxododecanoil)-homoserina lactona (OdDHL), N-
butirilhomoserina lactona (BHL); 2-heptil-3-hidroxi-4-quinolona (PQS, do inglés Pseudomonal
Quinolone Signal) e 2-(2-hidroxifenil)-tiazol-4-carbaldeido (IQS, do inglés Integrated Quorum-
sensing Signal) (HUANG et al., 2003 GEORGE et al, 2005; BERRE et al., 2008; LEE ef al.,
2015). Observou-se que as moléculas sinalizadoras de QS foram capazes de restaurar a produgao
de LasB em isolados clinicos QS-deficientes e cepas mutantes Aril e Alas (WINSON et al., 1995;
SMITH et al., 2002; ZHU et al., 2004). Portanto, baseado nos dados da literatura, sugerimos que
a inibicdo de expressdo génica de lasB esta relacionada ao efeito dos compostos derivados da
fendiona sobre as intricadas redes de regulacdo de QS. No entanto, ressalta-se a importancia de
estudos adicionais acerca dos mecanismos moleculares da inibicdo do QS pelos derivados de
fendiona.

A capacidade de P. aeruginosa de causar infec¢des invasivas em diferentes tecidos ¢
primordialmente mediada pela acdo de LasB (BEAUFORT ef al., 2011; REBOUD et al., 2016).
LasB promove a degradacdo de proteinas de matriz extracelular, além de clivar proteinas de adesao
célula-célula e célula-matriz, essenciais para a manutencao da integridade da barreira endotelial,
por exemplo (BEAUFORT et al., 2013). Portanto, a inibi¢ao da atividade de LasB poderia mitigar
os seus efeitos citotdxicos e atenuar a patogénese causada por P. aeruginosa. Neste contexto, a co-
incubagdo do sobrenadante de cultivo planctonico de P. aeruginosa com Ca-EDTA reduziu o
efeito destrutivo da LasB sobre a monocamada de células epiteliais pulmonares A549 (AOKI et
al., 2010). O &cido dietileno triamina penta-acético (DTPA) também tem sido proposto como um
inibidor de LasB (GI et al., 2014). Os autores reportaram que o tratamento de células de P.

aeruginosa (cepa PAO1) com 50 uM de DTPA reduziu significativamente a quantidade de LasB
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recuperada do sobrenadante de cultivo e, consequentemente, produziu um sobrenadante ndo téxico
para as células pulmonares (GI et al., 2014). Em nosso estudo, Ag-fendiona e Cu-fendiona (25
uM) foram capazes de bloquear os efeitos toxicos de LasB em células epiteliais de pulmao A549.

Os ensaios in vivo mostraram que o sobrenadante obtido do cultivo da cepa padrao ATCC
27853 foi mais toxico as larvas de G. mellonella quando comparado ao sobrenadante da cepa
resistente 09HC. Seguindo esta mesma linha de pensamento, ANDREJKO e colaboradores (2013)
compararm o perfil de viruléncia da cepa ATCC 27853 e outras duas cepas clinicas. Os autores
verificaram que embora todas as cepas produzissem e secretassem peptidases, a producao de LasB
tinha maior relevancia na infec¢ao de larvas por P. aeruginosa (ANDREJKO et al., 2013, 2014).
O sobrenadante da cepa ATCC 27853 induziu a ativacao do sistema fenoloxidade de G. mellonella,
que apresenta papel crucial na regulacao dos sistema imunoldgico de insetos (ANDREJKO et al.,
2013). Além disso, em comparagdo com as outras duas cepas clinicas, o sobrenadante proveniente
da cepa ATCC 27853 degradou de maneira mais intensa os polipeptideos presentes na hemolinfa
de G. mellonella (ANDREJKO et al., 2014). Em outro estudo, HWANG & YOON (2019)
demonstraram que isolados clinicos MDR de P. aeruginosa foram significativamente menos
virulentos quando comparados a cepa antibidtico-susceptivel PAO1. O perfil de viruléncia
atenuado observado em cepas MDR foi correlacionado a reduzida atividade de LasB apresentada
por estas amostras (HWANG & YOON, 2019). Portanto, uma vez que o sobrenadante obtido do
cultivo da cepa ATCC 27853 apresentou efeitos toxicos mais potentes em larvas de G. mellonella,
utilizamos essa cepa para investigar in vivo os efeitos anti-viruléncia, mais especificamente anti-
LasB, do composto Cu-fendiona. Nossos resultados apontaram que Cu-fendiona foi capaz de
neutralizar os esfeitos toxicos induzidos por LasB em larvas de G. mellonella. Em relagdo a larvas
que foram inoculadas com o sobrenadante ativo de P. aeruginosa, foi observado uma melhora na
sobrevida das larvas que receberam o sobrenadante previamente neutralizado por Cu-fendiona (50
uM). Neste mesmo sentido, AOKI e colaboradores (2010) mostraram que a inje¢do de
sobrenadante de cultivo de P. aeruginosa em pulmdes de camundongos induziram a morte dos
animais apds 5 dias. No entanto, camundongos que foram inoculados com sobrenadante
neutralizado com Ca-EDTA apresentaram um aumento significativo das taxas de sobrevivéncia
quando comparados ao grupo que foi injetado apenas com LasB (AOKI et al. 2010). Isto posto,
considerando o protagonismo de LasB na patogenese de P. aeruginosa, a atenuagao desta enzima

impede o estabelecimento do processo infecciosos deste microrganismo. Trabalhos anteriores
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mostraram que a dele¢do do gene /asB promovia infec¢cdes menos invasivas em células epiteliais
de cornea de coelho (COWELL et al., 2003). De maneira similar, TAN e colaboradores (1999)
relataram que camundongos e C. elegans infectados com a cepa AlasB apresentaram infecgdes
menos severas quando comparadas a infec¢do causada pela cepa selvagem (TAN ef al, 1999).

Coletivamente, nossos resultados destacam os compostos Ag-fendiona e Cu-fendiona
como inibidores de LasB. Neste contexto, a terapia anti-viruléncia, e em especial, anti-LasB,
representam uma poderosa ferramenta a ser explorada. Um potente inibidor de LasB, como por
exemplo, Cu-fendiona, pode ser usado em combinagdo com antibidticos utilizados na pratica
médica, afim de maximizar o efeito antimicrobiano (CEGELSKI et al., 2008; CULP et al., 2017).
No entanto, apesar da potencialidade de LasB como alvo de uma nova droga anti-viruléncia,
apenas um inibidor de LasB foi submetido a ensaios pré-clinicos. Em 2017, a empresa
biofarmacéutica Antabio (Paris, Franca) recebeu investimentos do CARB-X para financiar o
desenvolvimento, até testes clinicos de Fase 1, de um potencial inibidor de LasB em formulagdes
inalatdrias para o tratamento de infec¢des cronicas de P. aeruginosa em pacientes com fibrose
cistica (ANTABIO, 2019; CARB-X, 2019). Espera-se que este exemplo positivo de
desenvolvimento de droga anti-viruléncia, estimule e acelere a descoberta de novos inibidores de
LasB, que possam emergir uma alternativa para combater de forma eficaz as crescentes taxas de
insucessos no tratamento desta infecgao.

Os regimes tradicionais de antibidticos estdo rapidamente se tornando ineficazes para o
tratamento de infec¢des causadas por cepas MDR de P. aeruginosa (CHOJNACKI et al., 2018).
Por este motivo, a emergente crise de ineficidcia dos antibidticos classicos tem motivado a
comunidade cientifica a continuamente buscar novas moléculas com agao antibiotica. Refor¢ando
esta ideia, recentemente, a OMS recomendou a priorizagdo de pesquisa e desenvolvimento de
novos antibidticos contra bactérias Gram-negativas, em especial para P. aeruginosa resistentes aos
carbapenemas (TACONELLI et al., 2017). Neste cenario, os compostos de coordenacdo t€m se
destacado como potencias candidatos a agentes antimicrobianos (REZACOVA et al., 2009;
KELLETT et al., 2013; UIVAROSI et al., 2013; KORKMAZ et al., 2017, LOTLIKAR et al.,
2019; ROSTAMIZADEH et al, 2019). A sintese de compostos de coordenagdo, com potencias
aplicacdes terapéuticas, baseia-se em diferentes estados de oxida¢do dos metais de transi¢do. Esta
caracteristica permite que os complexos de coordenagdo interajam com inumeros alvos celulares

e apresentem mecanismos de a¢do variados (MENG et al., 2009; THANGAMAN et al., 2016;
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SHAH et al., 2018; VINCENT et al., 2018; DAVIS et al., 2019). Alguns farmacos pertencentes
a esta classe ja sdo utilizados clinicamente, como exemplo: a cisplatina (cis-[PtClo(NH3)2]), que €
um importante farmaco utilizado na quimioterapia de diferentes tipos de cancer (MENG et al.,
2009) e os antimoniais pentavalentes como o pentostan (estibogluconato de sédio coordenado ao
ion pentavalente de antimonio-Sb**) e glucantime (N-metil-D-glucamina coordenado ao
antimonio-Sb>*), que sdo farmacos de primeira escolha para o tratamento de leishmaniose
(FREZARD et al, 2009). Recentemente, 0 FDA aprovou um farmaco antimicrobiano baseado na
coordenagio de Galio (Ganite®). Os ensaios clinicos mostraram que este composto de coordenagdo
foi capaz de controlar infec¢des pulmonares causadas por P. aeruginosa em camundongos e
humanos (GOSS et al., 2018).

As propriedades antimicrobianas de substancias coordenadas a metais tém sido
amplamente exploradas ao longo da historia da medicina humana (GOLD ef al., 2018). Desde
1500 a.C, povos egipcios utilizavam vasilhames de prata para armazenamento prolongado de agua
potavel (BORKOW & GABBAY, 2009). Na Grécia antiga, solu¢des contendo ions Ag* eram
prescritas para o tratamento de enfermidades estomacais e cicatrizacao de feridas (BARRAS et al.,
2018). De acordo com Mijnendonckx, até a introdugdo dos antibidticos modernos, solugoes de Ag”
eram os principais op¢des antimicrobianas (MIJINENDONCKX ef al., 2013). No inicio do século
XX, farmacos derivados da arsfenamina coordenados a prata (Silvol®240 Neo) e bismuto
(Salvarsan®238) eram as principais alternativas para o tratamento de sifilis e neurosifilis
(KLASEN et al., 2000; HOBMANN & CROSSMAN, 2015). Apesar do enorme potencial
antimicrobiano de compostos de prata, apos o desenvolvimento da antibioticoterapia moderna, o
uso desta classe de metalofdirmacos sofreu uma drastica redugdo. Atualmente, a deposicdo de
solucdes i6nicas de prata ¢ usada em superficies em hospitalares com o objetivo de evitar a
transmissdo de infecgdes nosocomiais (BROCHADO et al., 2018). Para o uso humano, a solugao
de nitrato de prata a 2% continua sendo utilizada na cauterizagdo de verrugas e para o tratamento
profilatico contra a oftalmia neonatal causada por Neisseria gonorrhoeae (KLASEN et al., 2000).

Outro metal com distintas propriedades antimicrobianas ¢ o cobre. O cobre ¢ um metal
essencial aos microrganismos aerdbios, uma vez que estd envolvido na doagdo ou acepcio de
elétrons em enzimas redox-ativas, ou na cadeia de transporte de elétrons (SOLIOZ et al., 2010).
Entretanto, o cobre em concentracdes intracelulares elevadas pode apresentar efeitos

antimicrobianos (VICENT et al., 2018). O uso medicinal do cobre ¢ datado hé pelo menos 4.000
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anos, sendo inicialmente utilizado como agente antisséptico e no tratamento de feridas (GRASS et
al., 2011). Compostos de cobre ainda sdo amplamente utilizados na medicina moderna como
adstringentes, antissépticos, antifingicos, no tratamento de feridas e em dispositivos
anticoncepcionais intra-uterinos (BORKOW & GABBAY, 2009; VICENT et al, 2018;
ARMENDARIZ et al., 2019). Além disso, compostos de cobre tém sido utilizados na agricultura
como agentes antimicrobianos, algicidas, pesticidas e antifungicos, € como aditivos para ragao
animal (RUSSELL et al., 2005; GRASS et al., 2011; BARRETT et al., 2019). Neste contexto, a
coordenacdo de moléculas de prata e cobre a derivados da ligantes organicos também tem ganhado
destaque pela excelente atividade antimicrobiana.

Diante do potencial antimicrobiano de compostos de coordenagdo, nosso grupo tem
explorado o potencial antimicrobiano dos compostos de coordenagdo baseados em 1,10-
fenantrolina e fendiona (McCANN et al., 2012; MAHALAKSHMI et al., 2016; VIGANOR et al.,
2017). A estrutura rigida dos anéis aromaticos da 1,10-fenantrolina favorece a formagdo de
complexos estdveis com ions metalicos, o que permite a sintese de uma ampla variedade de
compostos de coordenacdo (ZHAO et al., 2005; ACCORSI et al., 2009; McCANN et al., 2012).
Por este motivo, diversos grupos sintetizaram compostos de coordenacdo derivados da 1,10-
fenantrolina com potencial atividade antimicrobiana. AHITESH e colaboradores (2013)
demonstraram a atividade antibacteriana de complexos de cobre(Il) co-coordenado ao dicumarol
e 1,10-fenantrolina contra E. coli (CMlIigo variando de 70 a 600 pg/ml), P. aeruginosa (CMligo
variando de 100 a 400 pg/ml), Streptococcus pyogenes (CMIigo variando de 20 a 100 ug/ml) e B.
subtilis (CMIo0 variando de 20 a 70 pg/ml) bem como atividade antifungica contra C. albicans
(CMlIo0 variando de 100 a 200 pg/ml) e A. niger (CMligo variando de 10 a 200 pg/ml).
SMOLENSKI ¢ colaboradores (2013) relataram a atividade antimicrobiana do derivado da 1,10-
fenantrolina [Ag(phen)(PTA)2](NO3)] em S. aureus (CMI = 32 uM), Enterococcus faecalis (CMI
=64 uM), P. aeruginosa (CMI =16 uM) e C. albicans (CMI = 8 uM). LOBANA e colaboradores
(2014) relataram a acgdo antimicrobiana de derivados da 1,10-fenantrolina coordenados ao
cobre(Il) e salicilaldeido tiossemicarbazonas em S. aureus resistente a meticilina (MRSA),
Klebsiella pneumoniae, Shigella flexner e P. aeruginosa. Nosso grupo descreveu que ambos Ag-
fendiona e Cu-fendiona apresentaram a¢ao inibitdria contra células planctonicas e formadoras de
biofilme de P. aeruginosa (VIGANOR et al., 2016). Além disso, esses compostos foram capazes

de matar isolados clinicos de Trichomonas vaginalis resistentes ao metronidazol (RIGO et al.,
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2018) e exibiram atividade antiflingica contra fungos multiressistentes, tai como: Phialophora
verrucosa, Scedosporium apiospermum, C. albicans e Candida haemulonii (McCANN et al.,
2012, GRANATO et al., 2017, GANDRA et al., 2017). A fendiona erradicou a formagao de
biofilme produzido por E. fecalis através da a¢do quelante de metais divalentes essenciais para o
metabolismo bacteriano (Zn?*, Fe**, Ca**, Cu?', Co?", Mn*" ¢ Ni*") (TAY et al, 2015).

No presente trabalho, investigou-se mais aprofundadamente a agdo anti-P. aeruginosa dos
compostos Ag-fendiona e Cu-fendiona. Os derivados da fendiona inibiram o crescimento
planctonico de P. aeruginosa em diferentes meios de cultivo bacteriano. Os resultados mostraram
que os compostos de coordenacdo Ag-fendiona (CMI = 16 uM) e Cu-fendiona (CMI = 8 uM)
apresentaram efeitos anti-P. aeruginosa mais potentes em relagao ao ligante fendiona (CMI = 32
uM) e aos sais de prata (CMI = 32 uM) e cobre (CMI = 250 uM). Além disso, observou-se que
Ag-fendiona e Cu-fendiona apresentaram agao bactericida enquanto, o ligante organico, fendiona,
apresentou efeito bacteriostatico sobre células de P. aeruginosa. RAMAN e colaboradores (2010)
demonstraram que compostos de coordenacdo derivados de 4-aminoantipirino apresentaram
atividade antimicrobiana mais eficientes, quando comparados ao ligante organico e o ion metalico
isoladamente. Os autores relacionaram a melhoria da atividade antimicrobiana de compostos
metalicos as alteragdes fisico-quimicas que levam a reducdo da densidade total de elétrons, bem
como ao deslocamento dos elétrons m no anel quelante. Estas modifica¢des fisico-quimicas
aumentaram a lipofilicidade dos compostos, otimizando a permeabilidade destas moléculas através
do envoltodrio bacteriano (RAMAN et al., 2010).

A antibioticoterapia combinada tem ganhado cada vez mais relevancia no cenario da
pratica médica, como uma alternativa no combate a microrganismos resistentes (DUNDAR &
OTKUN, 2010; TANGDEN, 2014; KHAMENEH et al., 2019; XU et al., 2019). No presente
trabalho foram avaliadas as combinagdes entre o antimicrobiano cldssico ceftazidima e os
compostos Ag-fendiona e Cu-fendiona. Os resultados evidenciaram que as combinagdes de drogas
agiram de maneira aditiva para a maioria dos isolados clinicos testados. Entretanto, destaca-se que
a associagdo dos compostos de coordenacdo (em concentragdes sub-inibitérias) e antimicrobianos
classicos reduziu a CMI da ceftazidima em 4 vezes para a cepa resistente 160T. Nosso grupo
também relatou o efeito sinérgico da combinacdo de concentragdes sub-inibitorias de antibidtico
classicos (ceftazidima e imipenem) e compostos de coordenag¢do de prata derivados da 1,10-

fenantrolina (PMCC 75 = Ag(3,6,9-tdda)(phen)s]EtOH ¢ PMCC 77 = [Ag(phen);ClO4]) na
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inibi¢do do crescimento planctdnico de isolados clinicos resistentes de P. aeruginosa (GALDINO,
2015). ZHU (2001) mostrou que os niveis nao letais de 2,4,5-triclorofenol (0,2 mM) e do complexo
Cu(Il)-bis-(1,10-fenantrolina) (0,1 pM) quando combinados apresentaram uma notavel acao
sinérgica, observada pela redugao significativa de UFCs (0,1% de sobrevivéncia) em E. coli. PAEZ
e colaboradores (2013) observaram o notével sinergismo da combinagdo entre ciprofloxacina e
[Cr(1,10-fenantrolina);]*" na inibi¢do do crescimento de E. coli € S. aureus.

O conhecimento aprofundado sobre o(s) mecanismo(s) de a¢do de uma nova molécula
antimicrobiana € necessario para otimizar combinagdes terapéuticas, ou avaliar o risco de indugdo
de resisténcia. No entanto, embora os mecanismos de acdo de drogas antimicrobianas classicas
sejam parcialmente bem definidos, nos ultimos anos, inumeras publicag¢des relatam similaridades
na resposta celular bacteriana, independente dos alvos primariamente descritos (KOHANSKI et
al., 2008; BELENKY et al., 2015; DWYER et al., 2015; ZHAO et al., 2015). KOHANSKI e
colaboradores (2008) observaram aumento nos niveis do radical hidroxil (HO") em culturas de E.
coli e S. aureus que receberam o tratamento com antibidticos bactericidas (B-lactamicos,
fluoroquinolonas e aminoglicosideos). Além disso, um dos principais alvos de compostos de
coordenacdo a metais de transicdo ¢ a homeostase redox. Cepas de E. coli, P. aeruginosa e S.
cerevisiae deficientes dos sistemas enzimaticos antioxidantes sdo mais sensiveis aos ions Cr, As,
Te, Fe e Cu (TOUATI et al., 1995; PARVATIYAR et al., 2005; SUMNER et al., 2005). Baseado
neste dado, o acimulo intracelular de EROs foi mensurado em culturas de P. aeruginosa apds o
tratamento com os compostos derivados da fendiona. Nossos resultados ilustraram que o
tratamento de isolados clinicos de P. aeruginosa com concentragdes bactericidas de Ag-fendiona
e Cu-fendiona promoveram o aumento da formagdo de EROs. Estudos de voltametria ciclica
revelaram que a 1,10-fenantrolina ndo apresentou caracteristicas eletroativas na faixa entre +1000
a—1000 mV. Em contraste, a solu¢ao de fendiona mostrou duas ondas de eletroatividade, sendo a
primeira onda relativa a redu¢do da quinona a semiquinona (E,=—471 mV) e a segunda relativa a
reducdo da semiquinona a hidroquinona (E»x= —1042 mV). As caracteristicas eletroativas da
fendiona permitem que este ligante atue doando elétrons para outras moléculas, favorecendo o
desequilibrio redox (McCANN et al., 2000; 2012). Além disto, sob condi¢des aerdbicas,
compostos de coordenagdo a metais de transicdo sdo capazes de estimular a formacao de radicais

hidroxil através da reagcdo de Fenton (LIOCHEV & FRIDOVICH, 2002).
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PARKER e colaboradores (2012) observaram que ions prata causaram perturbagdes na
cadeia respiratoria bacteriana, que culminaram com o aumento da producdo de EROs. Entretanto,
de acordo com SMITH e colaboradores (2010), o tratamento de S. aureus com ions prata induziu
a uma resposta protetora de curto prazo aos danos oxidativos. Os autores relataram que o
tratamento com 17,7 uM de AgNO; (MICgp) promoveu, nos primeiros 30 min, o aumento da
atividade enzimatica de SOD, catalase e glutationa redutase. Porém, ap6s 60 min, os autores
observaram a diminuicdo da atividade destas enzimas antioxidantes (SMITH et al., 2010).
Corroborando os nossos resultados, SILVA (2014) observou que o tratamento de P. aeruginosa
com derivados da 1,10-fenantrolina induziu a um aumento na expressdo de proteinas de resposta
ao estresse, incluindo: proteinas envolvidas no enovelamento de polipeptideos deformados pelo
estresse oxidativo, como chaperonas (GroEl) e proteinas de choque térmico (IbpA e GrpE), além
de aumentar a expressdo de proteinas que apresentam atividade antioxidante em resposta ao
estresse celular como tioredoxina e a proteina osmoticamente induzida (OsmC) (SILVA, 2014).

P. aeruginosa depende da respiragdo como principal via de geragdo de energia. Durante os
processos aerdbios de obtencdo de energia, P. aeruginosa também conta com um potente
maquinario antioxidante para neutralizar a formagdo de EROs, sendo os principais a Fe-SOD e
Mn-SOD, catalases (KatA, KatB e KatC), hidroperoxidos redutase de alquila (AhpA, AhpB,
AhpCF) e hidroperoxido redutase organica (Ohr) (HASSET et al., 2007). Frente a um desafio pro-
oxidante, o arsenal antioxidante bacteriano ¢ ativado na tentativa de superar e se adaptar ao agente
causador de estresse oxidativo (BELENKY et al, 2015; NINGANAGOUDA et al., 2014). Por este
motivo, avaliamos a produ¢do de SOD e catalase em resposta ao tratamento com os compostos
derivados da fendiona. Nossos resultados mostraram que os tratamentos com Ag-fendiona e Cu-
fendiona foram capazes de ativar a resposta antioxidante de P. aeruginosa ao induzirem o aumento
da atividade de catalase e SOD. NGUYEN e colaboradores (2011) demonstraram que a tolerancia
aos antibioticos por P. aeruginosa ¢ mediada, em parte, pelo aumento da atividade do maquinario
antioxidante. Entretanto, quando a produ¢do de EROs sobrecarrega o sistema de defesa
antioxidante bacteriano sdo observados fenomenos celulares relacionados ao estresse oxidativo
(VATANSEVER et al, 2013). O actimulo intracelular de EROs induz danos aos constituintes
celulares (lipideos de membrana, proteinas e acidos nucléicos) podendo levar & morte celular

(DALECKI et al., 2017). Por este motivo, investigou-se se o tratamento de P. aeruginosa com Ag-
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fendiona e Cu-fendiona seria capaz de induzir danos relacionados ao estresse oxidativo, incluindo:
inibi¢do de aconitase, fragmentacdo oxidativa do DNA e peroxidagao lipidica.

O anion radical O™ ¢ capaz de inativar a enzima aconitase através da desestruturag¢do dos
centros ferro-enxofre (4Fe-4S2"), presentes no sitio catalitico desta enzima. Além disso, o radical
anion radical O, ao desestruturar os centros 4Fe-4S%* liberam os ions Fe?*, que podem amplificar
a formagdo de EROs através da reacdo de Fenton (VATANSEVER et al., 2013). Observou-se que
Ag-fendiona e Cu-fendiona induziram o sutil aumento da atividade de aconitase apds 1 h de
tratamento; porém, apos 3 h de tratamento, a atividade de aconitase foi completamente inibida pela
acao dos compostos derivados da fendiona. GORDON e colaboradores (2010) relataram a agdo
bactericida de materiais poliméricos coordenados ao ion Ag” em S. epidermidis. Os autores
descreveram o mecanismo de ag¢do deste composto de coordenagdo, que envolvia a interacao de
ions Ag* com grupamentos tiol, perturbando a estrutura de centros [4Fe-4S?"] de enzimas do TCA
e da cadeia transportadora de elétons (GORDON et al., 2010). Seguindo esta mesma linha de
raciocinio, isolados clinicos de 4. baumanii resistentes a colistina reduziram a expressdo de AcnB
(gene responsavel pela transcricdo da enzima aconitase em A. baumanii), além de inibir a agdo de
algumas enzimas envolvidas na resposta antioxidante como, por exemplo, catalase, SOD e alquil-
hidroperoxido redutase (POURNARAS et al., 2014). A inibi¢do da atividade de aconitase ¢ uma
estratégia adaptativa de cepas resistentes para vencer o estresse oxidativo induzido pela colistina
(POURNARAS et al, 2014). Em concordancia, os mutantes AacnB de E. coli foram mais
resistentes aos efeitos bactericidas de quinolonas (GRUER et al., 1997; MARTINEZ & ROJO;
2011; PEREZ-LLARENA & BOU, 2016).

Outro importante indicador relacionados a danos oxidativos ¢ a fragmentagdo do DNA. A
producgdo acentuada de EROs ¢ capaz de danificar pentoses e bases nitrogenadas constituintes dos
nucleotideos (RASOULY et al,, 2018). As EROs reagem com as pentoses abstraindo um atomo
de hidrogénio, de modo a favorecer a ruptura da cadeia de DNA (HALLIWELL et al.,, 1999;
RASOULY et al, 2018). Além disso, o reparo inadequado de bases nitrogenadas oxidadas, em
especial 8-oxoguanina (8-Ox0-G), também resulta na fragmentacao de fita dupla de DNA (FAN
et al., 2018). No presente estudo, observou-se um aumento dos niveis de DNA fragmentado em
células de P. aeruginosa que receberam o tratamento com os derivados da fendiona. De maneira
similar, o tratamento de E. coli com antibidticos bactericidas (B-lactdmicos, fluoroquinolonas e

aminoglicosideos) apresentaram maiores niveis de oxidacao e fragmentagdo do DNA (DWYER et
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al., 2012). Esses resultados reforcam que, independente do alvo primario, antibidticos bactericidas
apresentam os mesmos mecanismos de ac¢do através da inducao de estresse oxidativo nos sistemas
bacterianos (KOHANSKI et al., 2008; DWYER et al, 2012; RASOULY et al., 2018). Varios
trabalhos tém reportado que nanoparticulas de prata e cobre alteram drasticamente os sistemas
celulares que culminam com a fragmentagdo do DNA bacteriano (GRASS et al., 2011; LEE et al.,
2014; SIVAMARUTHI et al., 2019).

A peroxidagao de lipideos de membrana esta envolvida em um mecanismo de morte celular
desencadeado pela formacdo exacerbada de EROs. EROs, por apresentarem alta reatividade,
reagem com 4acidos graxos poli-insaturados de membrana levando a uma reagdo em cadeia. Os
lipoperdxidos, resultados da peroxidagdo lipidica, sdo instaveis e se decompdem formando uma
complexa série de compostos incluindo compostos carbonios reativos. O MDA (malondialdeido)
e 0 4-HNE (4-hidroxi-2(E)-nonenal) sdo produtos da decomposi¢do dos peroxidos de acidos
graxos poli-insaturados presentes em bicamadas lipidicas. Esses compostos eletrofilicos podem
causar danos estruturais e comprometer as func¢des celulares. Nossos dados revelaram que os
elevados niveis intracelulares de MDA em células de P. aeruginosa tratadas com concentragdes
bactericidas de Ag-fendiona e Cu-fendiona indicam a peroxidagdo de fosoflipideos presentes na
bicamada lipidica. A peroxidacdo lipidica pode resultar na desorganizagdo da estrutura de
membrana plasmatica e culminar em perda de funcdo desta crucial estrutura e, finalmente, morte
celular. Com isto em mente, investigou-se os efeitos de derivados da fendiona em parametros
relacionados a homeostase da membrana externa e plasmatica de P. aeruginosa. Nossos resultados
mostraram que os compostos derivados da fendiona alteraram drasticamente a fisiologia de
membrana de P. aeruginosa modificando o perfil de permeabilidade e resisténcia ao agente
desestabilizador de membranas (SDS), induzindo a despolarizagdo do potencial de membrana
plasmatica. Os compostos derivados da 1,10-fenantrolina, assim como o ligante fendiona, podem
facilmente atravessar a membrana bacteriana devido ao seu elevado grau de lipofilicidade
(VIGANOR et al., 2017). Além disso, a membrana bacteriana ¢ primordialmente composta por
lipideos eletronegativos que favorecem a adsor¢cdo de compostos de coordenagdo e sdo um
importante sitio de acdo antimicrobiana (LEIMIERE et al., 2013). Uma vez adsorvidos a
membrana ou no ambiente intracelular, os compostos de coordenagdo podem exercer suas agoes
antimicrobianas, interagindo com biomoléculas (RAMAB et al., 2007, OLADIPO et al., 2013;
VIGANOR et al., 2017).

151



Analises de microscopia eletronica de varredura sugeriram que a integridade do envoltério
celular de E. coli e S. aureus foi gravemente comprometida apos a exposicao de doses toxicas de
prata (JUNG et al., 2008; LI et al., 2010). Estudos anteriores demostraram que a 1,10-fenantrolina
foi capaz de alterar a ultraestrutura de superficie de leveduras de C. albicans (McCANN et al.,
2012), do fungo filamentoso dematidceo Phialophora verrucosa (GRANATO et al., 2016) e
epimastigostas de 7. cruzi (LANE et al., 1998), indicando a interacdo prejudicial destes compostos
aos envoltorios celulares, causando aumento da permeabilidade/rompimento celular e
extravasamento do conteudo intracelular. Nossos resultados indicaram que a o tratamento de
células de P. aeruginosa com concentragcdes sub-inibitérias de Ag-fendiona e Cu-fendiona,
induziram diferentes alteragdes ultraestuturais que incluiram: formagdo de grumos celulares,
alteracdo da morfologia, com células arredondadas e de didmetro reduzido, além de concavidades
irregulares por toda superficie bacteriana. Complementarmente, compostos de coordenagdo a
metais de transicdo sdo capazes de interromper a atividade da enzima NADH:quinona
oxidoredutase, que ¢ um componente da cadeia transportadora de elétrons e contribui para a
formacao do potencial transmembrana (YAGANZA et al., 2004; LOK et al., 2006; FADEEVA et
al., 2015). Em V. harveyi, observou-se que ions prata inibiram a atividade enzimadtica de
NADH:quinona oxidoredutase e que mutagdes sitio-especificas nesta enzima conferem resisténcia
ao cation estudado. A inibicdo dos complexos enzimaticos da cadeia transportadora de elétrons
promove a dissipacdo do potencial quimiosmoético da membrana, causando vazamento de protons
e, consequentemente, morte celular (DIBROV et al.,, 2002). Coletivamente, podemos concluir que
que Ag-fendiona e Cu-fendiona levaram a célula bacteriana a um estado de desequilibrio redox, e,
consequentemente, causaram danos celulares irreparaveis que culminaram com a morte bacteriana.

Durante as ultimas décadas, a investigacdo sobre os mecanismos de agdo focou na
identificacdo de um alvo direto e especifico para a acdo de um candidato a antimicrobiano. As
abordagens adotadas para identificar o possivel alvo de candidato a farmaco sdo baseadas na
aplicacdo ensaios bioquimicos e genéticos, incluindo: a utilizagdo de biblioteca de mutantes
resistentes aos compostos de estudo, ensaios in vitro livres de células para identificar a agdo
inibitéria em enzimas centrais na fisiopatologia bacteriana e confirmagdo de alvos utilizando
citometria de fluxo e analise da expressdo genica (SCHIRLE et al, 2012; SIANGLUM et al.,
2012; EOH et al., 2014; TANG, 2015). No entanto, esta estratégia fornece uma visao simplificada

sobre 0 mecanismo de a¢cdo de uma nova molécula. Recentemente, o estudo integrado das “O6micas”
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(genomica, transcriptdmica, protedmica e metabolomica), associadas ao uso de sofisticadas
ferramentas de bioinformatica, forneceram informagdes cruciais sobre os processos relacionados
a fisiologia bacteriana, sendo potencialmente mais eficientes na determinagdo de novos alvos a
terapia antibiotica (SANTOS et al., 2016). Neste contexto, a investigacao do perfil de metabdlitos
alterados e da reconstrucao de suas vias metabdlicas fornecem um meio rapido, eficaz e robusto
para entender como os microrganismos respondem a um agente antimicrobiano, auxiliando na
compreencao dos mecanismos de agdo de compostos com ag¢ao antibidtica (EOH et al., 2004; KIM
& CREEK, 2015; HUSSEIN et al., 2018). O metaboloma ¢ definido como o conjunto de moléculas
de baixa massa molecular (metabdlitos <1500 Da), que resumem todas as reagdes metabolicas
ocorridas em um organismo. Geralmente essas moléculas incluem espécies organicas como
aminoacidos, acidos graxos, carboidratos, vitaminas e lipideos, cada qual com diferentes
propriedades quimicas (massa molecular, polaridade, solubilidade) e fisicas (volatilidade).
Portanto, metabolitos apresentam uma diversidade muito maior de arranjos atdmicos comparado
a proteinas (arranjo de 20 aminoécidos) e transcritos (quatro diferentes bases nitrogenadas ligadas
a um agucar e um fosfato), além de uma ampla variagdo de concentragdes estimadas no intervalo
de picomolar a milimolar (EOH et al., 2004; KIM & CREEK, 2015; HUSSEIN et al., 2018). Por
este motivo, no presente trabalho avaliou-se as alteragdes metabolicas em células de P. aeruginosa
induzidas pelos compostos derivados da fendiona.

O TCA ¢ uma via metabdlica central, crucial para microrganismos aerobicos pois ¢ a
principal fonte produtora de intermedidrios reduzidos que abastecem a cadeia transportadora de
elétrons (SOMERVILLE et al., 2009). Estudos anteriores sugeriram que agentes antimicrobianos
bactericidas dependem da regulacdo positiva dos processos respiratdrios, por meio da
hiperativacdo do TCA, como fonte significativa de EROs (KOHANSKI ef al., 2008; BELENKY
et al., 2015; HUSSEIN et al., 2018). Anteriormente, também foi observado que os antimicrobianos
classicos utilizados no tratatamento de Mycobacterium tuberculosis induziam marcadores
relacionados ao estresse oxidativo, além de regularem positivamente os genes gltAl e icl
relacionados ao ciclo do TCA (WADDELL et al., 2012). Em concordancia com os achados da
literatura, observamos que os derivados da fendiona induziram o actimulo de citrato, o-
cetoglutarato, fumarato, bem como o aumento da atividade das enzimas do TCA. Além disso,
nossos resultados evidenciaram o desequilibrio da propor¢do (NAD*/NADH), como resultado da

hiperprodugao de intermediarios reduzidos pelo TCA. Ainda foi observado nos sistemas tratados
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com os derivados da fendiona, o acimulo de FMN, que funciona como grupamento prostético em
diversas flavopoteinas com acdo oxidorredutase, que constituem a cadeia transportadora de
elétrons (NELSON & COX, 2002). Observou-se que a acao bactericida de Ag-fendiona e Cu-
fendiona estd relacionada a aceleragdo da respiracdo celular, impulsionada pela formagdo de
intermediarios reduzidos. Mesmo em condic¢des fisioldgicas normais, os complexos da cadeia
respiratoria correspondem ao principal sitio de produgdo EROs. Portanto, o aumento da respiragao
celular pode favorecer a formacdo de EROs e levar a morte quando ndo ¢ adequadamente
neutralizada (VATANSEVER et al, 2013). Refor¢ando esta ideia, observou-se que a co-
administragdo de Ag" com metabolitos do ramo oxidativo do TCA, em especial o citrato,
potencializaram a a¢o bactericida dos ions Ag", uma vez que promoveram maior absor¢do destes
(WANG et al., 2019). A combinagdo de Ag" e citrato apresentou efeito sinérgico no tratamento de
infecdo urogenitais causadas por E. coli uropatogénicas (UPEC) (WANG et al., 2019).

A via das pentoses fosfato tem um papel crucial no crescimento microbiano, fornecendo
precursores para a biossintese de nucleotideos, essenciais no processo de proliferagao, e NADPH
que ¢ usado tanto para desintoxicacdo intracelular de ROS quanto para intimeros reagdes
catabolicas (NELSON & COX, 2002; LEE et al., 2015). Observou-se que o tratamento de culturas
de P. aeruginosa com concentracdes bactericidas dos derivados da fendiona bloqueou as vias
relacionadas a manutencdo do contetido de NADPH. Observou-se a diminui¢do da quantidade
relativa de metabolitos relacionados a via das pentoses fosfato (glicose-6-fosfato, glucono-1,5-
lactona-6-fosfato e sedoheptulose-7-fosfato), bem como associados a via de biossintese de folato
(piranopterina monofosfato ciclico, 7,8-dihidroeopterina, 4-aminobenzoato e tetrahidrofolato).
Consequentemente, o bloqueio destas vias levou ao desbalango na propor¢do de NADP*/NAPDH.
Em P. aeruginosa, a via das pentoses fosfato esta intimamente relacionada a via Entner-Doudoroff,
que ¢ controlada pelo repressor HexR. O HexR modula a expressdo da via fosforilativa de
metabolizacdo da glucose, detectando especificamente os niveis do metabdlito 2-ceto-3-desoxi-6-
fosfogluconato, um intermediario na via Entner-Doudoroff (DADDAOUA et al., 2009). Neste
contexto, tem sido demonstrado que a inibicdo oxidativa da enzima gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, em resposta a um estimulo pro-oxidante, leva ao redirecionamento da glicolise para
a vida das pentoses fosfato, para atender a demanda de NAPDH (CHEN et al., 2011; DENG et al.,

2014). Portanto, ao inibir esta via metabdlica, os derivados da fendiona provocam o colapso da
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NADP/NADPH, impossibilitando que P. aeruginosa neutralize com seu arsenal antioxidante,
dependente de NADPH, a formagao de EROs.

A glutationa reduzida (GSH, y-glutamilcistenilglicina) participa de inumeras funcdes
celulares, incluindo: regulacdo do transporte de enxofre, conjugacdo de metabolitos,
desintoxicagdo xenobidtica, resisténcia a antibioticos, detoxificagdo de EROs (LUSHCHAK et al.,
2012; WONGSAROJ et al., 2018). A GSH pode ser oxidada diretamente por agentes oxidantes
como, por exemplo, radical hidroxila (HO") e peroxinitrito (ONOO") (LUSHCHAK et al., 2012).
A oxidacao direta de GSH leva a produg¢ao de radicais tiil, cuja fusdo resulta na forma oxidada da
glutationa (GSSG). Além disso, GSH ¢ utilizado como co-substrato de importantes enzimas
antioxidantes, como por exemplo as glutationa peroxidases, que atuam reduzindo o peroxido de
hidrogénio ou peroxidos organicos (CHANG et al., 2008). O tratamento combinado com colistina
e doripenem em culturas de A. baumanii perturbou o equilibrio do conteido de GSH (MAIFIAH
et al., 2016). Nesta mesma linha de pensamento, BELENKY e colaboradores (2015) relataram que
B-lactamicos, aminoglicosideos e quinolonas alteraram o metabolismo da glutationa e reduziram
arelacdo GSH/GSSG, indicando uma resposta antioxidante continua consistente com a geracao de
oxidantes (BELENKY et al., 2015). Além disso, observou-se que 2-(2-nitrovinil)furano foi capaz
de diminuir significativamente a GSH e aumentar concomitantemente GSSG (AJIBOYE et al.,
2015). Em outro trabalho, observou-se que nanoparticulas de prata foram capazes de disparar a
resposta antioxidande de E. coli, e depletar os reservatdrios de GSH bacteriano para conter efeitos
deletérios da formagdo de EROs (LIAO et al, 2019). Os resultados obtidos da analise do
metaboloma de células tratadas com os compostos derivados da fendiona revelou que Ag-fendiona
e Cu-fendiona levaram a deplecao do pool de GSH, ao mesmo tempo que foi observado o aumento
significativo de GSSG. Apesar de ter sido observada a redugdo dos niveis de GSH, verificamos o
acumulo de importantes intermedidrios da via de biossintese de GSH, sobretudo da via de
poliaminas. Esses resultados sugerem que os compostos derivados da fendiona tentam incrementar
a biossintese de GSH, na tentativa de neutralizar as EROs. No entanto, o aumento da via de
biossintese de GSH ndo ¢ suficiente para suprir a demanda continua por este tripeptideo. Além
disso, os compostos derivados da fendiona inibiram a reciclagem da GSSG para GSH, através da
deplecao do pool intracelular de NADPH.

Coletivamente, os dados obtidos nos permitem inferir que o desbalanco da homeostase

redox ¢ o evento chave que desencadeia a acdo bactericida dos compostos Ag-fendiona e Cu-
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fendiona. A relacdo entre o estresse oxidativo e a agdo bactericida de agentes antimicrobianos foi
extensivamente investigada (KOHANSKI ez al., 2008; WANG et al., 2010; ALLISON et al., 2011;
BELENKY & COLLINS, 2011; FOTI et al., 2012; DWYER et al, 2015). GRANT e
colaboradores (2012) demonstraram que a a¢do anti-M. tuberculosis de clofazimina foi dependente
da formacdo de EROs, e o co-tratmento com o tioureia foi capaz de reverter a acdo bactericida
desta droga em cepas deficientes da enzima isocitrato liase (GRANT et al., 2012). De maneira
similar, foi demonstrado que drogas bactericidas apresentaram suas atividades atenuadas pela acao
da tioureia ou pelo quelante de ferro 2,2'-dipiridil, que reduz os efeitos in vivo da reacdo de Fenton
(IMLAY et al, 1988; KOHANSKI et al., 2008). Nesta mesma linha de pensamento, GOSWAMI
e colaboradores (2014) observaram que os antioxidantes glutationa e 4cido ascorbico aumentaram
as CIMs de varios antibioticos fluoroquinolonas para E. coli e reduziram a sensibilidade a
ciprofloxacina em ensaios de difusdo de disco. Em concordancia com os dados da literatura, foi
observado que NAC foi capaz de neutralizar os danos oxidativos induzidos por Ag-fendiona e Cu-
fendiona em P. aeruginosa. Observou-se que tanto o NAC como a tioureia foram capazes de
restaurar vias metabolicas relacionadas ao efeito bactericida dos compostos estudados, incluindo:
metabolismo de aminoacidos que abastecem o TCA (alanina, aspartato, glicina e glutamato), via
das pentoses fosfato, metabolismo de nicotinate e nicotinamide, biossintese de aminoacil-t-RNA,
metabolismo da glutationa.

Atualmente, a resisténcia bacteriana aos antibioticos representa um dos maiores desafios
para a satide publica em escala global. Diante da enorme demanda pelo desenvolvimento de novas
moléculas ativas no tratamento de infecgdes persistentes, destaca-se a importancia da continua
busca por novos agentes antibacterianos que atuem de forma multimodal, garantindo o rapido
efeito bactericida e impedindo assim a rapida emergéncia de cepas MDRs. Neste contexto, desde
o inicio dos anos 1950, com o trabalho pioneiro de Francis Dwyer, tem sido relado o potencial
antibacteriano de complexos metalicos de 1,10-fenantrolina (DWYER et al., 1952). Apesar dos
resultados promissores, a potencialidade de compostos de coordenagdo nao foi adequadamente
explorado pela industria farmacéutica uma vez que os mecanismos de acdo de compostos
derivados da 1,10-fenantrolina permanecem ainda obscuros. Considerando a importancia de se
compreender os alvos celulares e mecanismos de agdo de uma nova droga antimicrobiana, o
presente trabalho teve como objetivo investigar os possiveis eventos celulares relacionados a a¢ao

anti-P. aeruginosa de compostos derivados da fendiona coordenados a prata e cobre. Neste
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contexto, Ag-fendiona e Cu-fendiona se destacam como possiveis candidatos a metalofarmacos
para o tratamento de infec¢des persistentes de P. aeruginosa, por: (i) apresentarem agao bactericida
em cepas MDRs; (ii) exibirem efeitos aditivos ou sinérgicos na combinagdo com o carbapenema
classico, ceftazidima e; (iii) por serem capazes de desarmar a viruléncia de P. aeruginosa, através
da inibicdo de LasB, um relevante atributo de viruléncia secretado por este patdogeno. Os
compostos derivados da fendiona apresentam agdo pleotropica, atuando em diferentes alvos
celulares de P. aeruginosa. Os resultados discutidos no presente trabalho mostraram que a
formagao de EROs representa o principal componente do mecanismo de agdo bactericida destes
compostos. Ainda, a comparagdo do perfil metabolico de sistemas na presenca e auséncia de
compostos derivados da fendiona revelou que estes compostos atuam em diferentes vias
metabolicas, incluindo a via de biossintese de NADPH (via das pentoses fosfato e biossintese de
folato). Assim, confirmando os dados anteriormente discutidos, a deficiéncia de NADPH resulta
na insuficiéncia da resposta antioxidante de P. aeruginosa. Diante da complexidade do mecanismo
desta classe de compostos, ressalta-se a importancia do uso de abordagens avancadas de biologia
de sistemas que fornecam informagdes mais robustas acerca das principais alvos e respostas
celulares que resultam na morte do microrganismo. McCANN e colaboradores (2012) reportaram
que Ag-fendiona e Cu-fendiona sdo adequadamente tolerados em modelos murinos ¢ de G.
mellonella. No entanto, reforga-se a necessidade de investigacdes mais aprofundadas sobre a
eficdcia destes compostos em modelo murino. Por fim, diante da enorme demanda pelo
desenvolvimento de novas moléculas ativas no tratamento de infec¢cdes causadas por P.
aeruginosa, o presente trabalho evidenciou os efeitos bactericidas e anti-viruléncia de compostos

de coordenagao derivados da fendiona.
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7- CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, foi possivel concluir que:

e Os derivados da fendiona representam um potencial agente anti-viruléncia devido
a sua atividade inibitoria sobre LasB;

¢ Os metalocompostos de fendiona, em especial Cu-fendiona, foram capazes de
formar interagdes estaveis com o sitio ativo de LasB, e assim, impedir sua atividade
enzimatica in vitro;

e Estes compostos modularam negativamente a expressao do gene /asB bem como a
produgdo/secre¢do da enzima LasB madura;

e Ag-fendiona e Cu-fendiona foram capazes de neutralizar os danos as células
epiteliais pulmonares induzidos por LasB;

e Os derivados da fendiona foram capazes de reverter a toxidez mediada pelo
sobrenadante de P. aeruginosa, rico em LasB, bem como pela LasB purificada em
larvas de G. mellonella;

e Ag-fendiona e Cu-fendiona apresentaram excelente atividade bactericida em
isolados clinicos MDR de P. aeruginosa cultivados em diferentes meios;

e A combinagdo entre os compostos derivados da fendiona e o antimicrobiano
classico (ceftazidima) gerou um FIC indice aditivo ou sinérgico de maneira cepa-
dependente;

e Os compostos derivados da fendiona coordenados a prata e cobre apresentaram
acao pleotropica em P. aeruginosa, alterando a ultraestrutura e a fisiologia das
membranas externas e plasmaticas, DNA e metabolismo redox;

e Ag-fendiona e Cu-fendiona promoveram danos celulares relacionados ao estresse
oxidativo, como peroxida¢ao lipidica e clivagem de DNA;

e Os compostos derivados da fendiona afetaram dramaticamente o metabolismo
global de P. aeruginosa;

e A hiperativagdo do TCA e da respiragdo celular, foram as principais fontes de
formacao de EROs, por este motivo, esses compostos desregularam a proporc¢ao

NAD'/NADH;
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Ag-fendiona e Cu-fendiona modularam negativamente a via das pentoses fosfato,
reduzindo assim o conteudo intracelular de NADPH;

O baixo conteido de NADPH impossibilitou o turnover de GSSG a GSH,
resultando na completa deplecdo da forma reduzida da glutationa,

O co-tratamento de Ag-fendiona e Cu-fendiona com agentes antioxidantes
promoveram o resgate de vias metabolicas afetadas pelo tratamento com os

derivados da fendiona.
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Anexo 1: Alteracdes metabolicas em P. aeruginosa (ATCC 27853) induzidas por compostos derivados da fendiona.

Tabela A 1- Metabolitos de P. aeruginosa alterados em resposta ao tratamento com concentragdes bactericidas de compostos derivados da fendiona.

9- ANEXOS

Controle Ag-fendiona Cu-fendiona
Metabolito
Média SD Média SD Ag-fen/CT Log: FC Média SD Cu-fen/CT Log: FC

Thiocyanate 19178.44 931.29 18170.55 5950.73 0.95 -0.08 79870.79 3822.15 4.16 2.06
Propanoate 16912.70 2872.03 46937.98 6614.69 2.78 1.47 46614.34 4809.11 2.76 1.46
(R)-Lactate 97714.28 12511.66 128072.24 11407.36 1.31 0.39 134533.61 18668.62 1.38 0.46
D-Glyceraldehyde 95899.52 12207.43 125184.95 10048.23 1.31 0.38 132367.07 18474.53 1.38 0.46
(R)-b-amino-isobutyric acid 73277.21 3390.49 60113.86 6269.47 0.82 -0.29 65997.23 543.22 0.90 -0.15
Uracil 17908.60 198.45 26633.08 8055.84 1.49 0.57 18770.73 5465.56 1.05 0.07
Fumarate 30941.66 2592.72 51769.59 9398.19 1.67 0.74 33020.35 44323 1.07 0.09
Succinate 589098.68 111623.54 1687591.35 175641.64 2.86 1.52 1769861.64 220518.05 3.00 1.59
2-Hydroxyethylphosphonate 64276.58 12659.48 69948.58 4232.22 1.09 0.12 74454.69 9821.42 1.16 0.21
4-Oxoproline 26853.79 10404.31 21064.40 1349.03 0.78 -0.35 12093.73 1729.56 0.45 -1.15
Pidolic acid 26853.79 10404.31 20962.01 1475.09 0.78 -0.36 11944.01 1579.85 0.44 -1.17
Glutarate 187148.14 3415.65 85292.21 11546.25 0.46 -1.13 140032.27 12094.69 0.75 -0.42
(4S)-4.5-Dihydroxypentan-2.3-dione 188213.91 3280.99 86013.65 12047.38 0.46 -1.13 141225.61 12329.92 0.75 -0.41
(S)-Malate 196397.47 10106.55 190532.04 9540.02 0.97 -0.04 228870.92 3713.51 1.17 0.22
2-Oxoglutarate 46677.28 539.33 121236.19 16882.70 2.60 1.38 91765.79 903.61 1.97 0.98
Methyloxaloacetate 47055.14 917.19 122058.12 16661.55 2.59 1.38 92839.00 1120.75 1.97 0.98
2.5-Diaminohexanoate 83771.79 14306.82 64326.09 4163.15 0.77 -0.38 76624.27 18862.27 091 -0.13
2-Dehydro-3-deoxy-L-arabinonate 45696.16 1016.09 670741.25 80448.17 14.68 3.88 336652.68 18601.16 7.37 2.88
3-Hydroxyindolin-2-one 31329.51 2604.49 37901.90 2638.68 1.21 0.27 39362.01 264.48 1.26 0.33
L-Methionine 28518.77 3879.30 35731.25 3360.14 1.25 0.33 36516.58 1735.56 1.28 0.36
Propanoyl phosphate 90114.79 18027.22 192124.90 22528.46 2.13 1.09 208317.94 18573.89 2.31 1.21
Orotate 40200.75 2449.83 15813.67 1341.81 0.39 -1.35 26884.31 697.37 0.67 -0.58

189




Controle

Ag-fendiona

Cu-fendiona

Metabolito
Média SD Média SD Ag-fen/CT Log: FC Média SD Cu-fen/CT Log: FC

2.4-Dichlorotoluene 71316.64 11191.49 71661.43 6517.83 1.00 0.01 93361.40 6029.78 1.31 0.39
D-Rhamnose 119432.12 13208.27 49495.71 7191.02 0.41 -1.27 54031.79 5275.39 0.45 -1.14
L-Phenylalanine 34783.78 8075.45 72361.53 7571.70 2.08 1.06 102602.35 8325.13 2.95 1.56
Phthalate 10139.09 325.34 18439.34 986.48 1.82 0.86 18052.11 40.73 1.78 0.83
Butanoylphosphate 54025.53 104.56 22762.90 3330.70 0.42 -1.25 36999.93 2201.38 0.68 -0.55
Urate 38226.22 1490.22 19294.36 4220.31 0.50 -0.99 16937.74 1433.44 0.44 -1.17
Thiourocanic acid 16524.52 114.45 7728.67 957.44 0.47 -1.10 11096.22 241.16 0.67 -0.57
Diethylthiophosphoric acid 16524.52 114.45 7728.67 957.44 0.47 -1.10 11096.22 241.16 0.67 -0.57
sn-Glycerol 3-phosphate 299477.54 38751.82 152079.83 22688.54 0.51 -0.98 203134.89 13137.05 0.68 -0.56
cis-Aconitate 1210.11 429.82 98272.02 18291.54 81.21 6.34 250549.05 44502.02 207.05 7.69
N-Formimino-L-glutamate 0.00 0.00 123805.44 51008.50 123805.44 16.92 518885.18 71951.43 #DIV/0! #DIV/0!
N-Acetyl-L-aspartate 57836.90 1200.31 716385.93 182795.09 12.39 3.63 692566.97 48169.21 11.97 3.58
7-Cyano-7-carbaguanine 57836.90 1200.31 716086.33 183005.31 12.38 3.63 692566.97 48169.21 11.97 3.58
L-Citrulline 365285.28 91110.08 232520.30 39121.92 0.64 -0.65 431270.86 38782.67 1.18 0.24
3-Propylmalate 3714.30 971.94 133180.49 63708.88 35.86 5.16 287483.88 41433.69 77.40 6.27
D-Glucono-1.5-lactone 117214.86 1389.96 89058.42 12096.54 0.76 -0.40 79460.07 3737.67 0.68 -0.56
beta-D-Glucose 83520.47 14109.78 54780.17 5183.27 0.66 -0.61 71161.26 8560.83 0.85 -0.23
Theophylline 84899.82 13593.88 54780.17 5183.27 0.65 -0.63 71628.23 9027.81 0.84 -0.25
4-Sulfobenzyl alcohol 24977.44 437.56 24090.70 9427.64 0.96 -0.05 22245.25 1767.13 0.89 -0.17
1.2-Dihydroxy-7-hydroxymethylnaphthalene 43190.80 420.59 70678.67 12226.10 1.64 0.71 53437.12 1946.71 1.24 0.31
2-Oxo-7-methylthioheptanoic acid 43190.80 420.59 70379.06 12103.36 1.63 0.70 53437.12 1946.71 1.24 0.31
Citrate 19845.14 7174.60 1548901.29 380283.35 78.05 6.29 2876133.16 349836.78 144.93 7.18
Dihydroclavaminic acid 5106.42 411.96 10068.05 1765.92 1.97 0.98 9273.03 78.65 1.82 0.86
Homoisocitrate 0.00 0.00 19574.98 4737.47 19574.98 14.26 43261.01 4944.36 43261.01 15.40
2-Aminophenoxazin-3-one 0.00 0.00 378801.93 55170.51 378801.9 18.53 77887.19 13318.85 77887.19 16.25
sn-Glycero-3-phosphoethanolamine 24494.26 1735.46 15328.35 3737.81 0.63 -0.68 17534.19 3518.01 0.72 -0.48
2-C-Methyl-D-erythritol 4-phosphate 31020.53 4670.79 23501.27 1699.58 0.76 -0.40 28543.94 1984.09 0.92 -0.12
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Controle Ag-fendiona Cu-fendiona

Metabolito

Média SD Média SD Ag-fen/CT Log: FC Média SD Cu-fen/CT Log: FC
gamma-L-Glutamylputrescine 24579.27 1150.61 9923.25 3563.79 0.40 -1.31 17207.89 1017.86 0.70 -0.51
1-Guanidino-1-deoxy-scyllo-inositol 68967.52 16438.87 42418.99 6291.95 0.62 -0.70 72583.60 3282.51 1.05 0.07
L-Arogenate 90427.33 9954.77 56890.45 6388.02 0.63 -0.67 85981.37 8634.45 0.95 -0.07
Deoxyuridine 5575.65 311.90 4273.19 644.79 0.77 -0.38 5109.17 213.17 0.92 -0.13
Resveratrol 5575.65 311.90 4273.19 644.79 0.77 -0.38 5109.17 213.17 0.92 -0.13
3-Deoxy-D-manno-octulosonate 113443.26 9415.43 150339.75 44832.27 1.33 0.41 115513.01 17136.72 1.02 0.03
Thymidine 19338.35 1703.07 13303.54 735.95 0.69 -0.54 17054.69 5057.74 0.88 -0.18
4.5-Bisphenol-o-quinone 19338.35 1703.07 13303.54 735.95 0.69 -0.54 17286.31 4826.12 0.89 -0.16
Pseudouridine 13522.56 1064.05 17703.56 5456.47 1.31 0.39 14039.41 1128.45 1.04 0.05
beta-D-Glucose 1-phosphate 635413.81 70529.03 258673.87 52155.49 0.41 -1.30 349975.81 15469.86 0.55 -0.86
2-Hydroxy-6-0x0-6-(2-carboxyphenyl)-2.4-
dienoate 15017.52 8347.38 7408.80 899.18 0.49 -1.02 8115.71 207.88 0.54 -0.89
Xanthoxic acid 13897.62 3577.32 15044.47 2046.05 1.08 0.11 27118.16 16429.14 1.95 0.96
S-Ribosyl-L-homocysteine 21022.17 1575.52 8025.00 1183.43 0.38 -1.39 21652.93 499.66 1.03 0.04
Paraoxon 0.00 0.00 101839.02 31985.01 101839.0 16.64 29052.13 4531.91 29052.13 14.83
2-C-Methyl-D-erythritol 2.4-cyclodiphosphate 0.00 0.00 382268.83 109952.26 382268.8 18.54 381009.07 13875.52 381009.07 18.54
11.12-Dihydroxybenzo[a]pyrene 47936.85 12331.95 73562.80 13084.87 1.53 0.62 65125.62 5342.00 1.36 0.44
Sedoheptulose 7-phosphate 194994 .88 39107.37 41667.57 10624.92 0.21 -2.23 62557.72 3516.30 0.32 -1.64
Prunasin 158959.03 11630.96 78873.95 7127.17 0.50 -1.01 98502.93 624.78 0.62 -0.69
Glutathione 2913624.77 284422.67 4434.88 1888.07 0.00 -9.36 1943.84 560.68 0.00 -10.55
dTMP 122266.81 17971.56 113702.40 12392.08 0.93 -0.10 140362.19 6550.02 1.15 0.20
CMP 198351.59 20498.77 153477.41 4241.39 0.77 -0.37 158108.20 26419.86 0.80 -0.33
uMP 540044.92 68759.82 457773.14 60423.46 0.85 -0.24 663810.28 241936.44 1.23 0.30
N-Glycoloyl-neuraminate 26270.88 2332.18 22510.32 4237.02 0.86 -0.22 38530.19 2020.62 1.47 0.55
dGMP 1596778.25 247859.17 905869.80 176336.13 0.57 -0.82 1177691.41 30805.29 0.74 -0.44
Rosmarinate 7163.08 1739.20 5281.57 1641.29 0.74 -0.44 8239.01 583.88 1.15 0.20
Digalacturonate 33161.05 3828.41 0.00 0.00 0.00 #NUM! 0.00 0.00 0.00 #NUM!
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Controle Ag-fendiona Cu-fendiona
Metabolito
Média SDh Média SDh Ag-fen/CT Log: FC Média SDh Cu-fen/CT Log: FC

Dopaxanthin 0.00 0.00 6153.27 4673.27 6153.27 12.59 0.00 0.00 0.00 #NUM!
Chitobiose 74665.06 4696.00 111179.35 40124.75 1.49 0.57 68548.88 6391.74 0.92 -0.12
FMN 0.00 0.00 86139.74 9882.29 86139.74 16.39 33616.13 2762.78 33616.13 15.04
UDP-glucose 95300.37 6053.38 88428.28 32006.52 0.93 -0.11 162774.24 78996.03 1.71 0.77
UDP-alpha-D-galactose 95300.37 6053.38 88428.28 32006.52 0.93 -0.11 162774.24 78996.03 1.71 0.77
UDP-N-acetyl-D-galactosamine 67085.33 6656.14 168762.13 44044.02 2.52 1.33 240329.12 58548.25 3.58 1.84
Glutathione disulfide 90863.60 17919.25 323755.56 77906.00 3.56 1.83 719839.33 56259.21 7.92 2.99
Actinorhodin 18623.96 3554.01 70775.55 10526.52 3.80 1.93 136513.71 7487.32 7.33 2.87
L-Glutamate 123076425.35 115284288 65389682.94 5226581.97 0.53 -0.91 85781344.57 1558666.03 0.70 -0.52
L-Leucine 126261306.55  18666403.4 | 112639145.07 5278272.66 0.89 -0.16 173377902.35 8372497.65 1.37 0.46
L-Aspartate 17451828.80 1709566.60 8904458.46 835522.26 0.51 -0.97 19469569.95 705606.31 1.12 0.16
L-Valine 205890331.40  21204242.1 | 173630700.73  32890488.69 0.84 -0.25 283609751.90  29240169.10 1.38 0.46
Orthophosphate 10797466.89 1681153.16 11357215.69 1278505.39 1.05 0.07 13795330.44 78235.13 1.28 0.35
L-Ornithine 6999513.82 1526995.92 4789530.41 226918.75 0.68 -0.55 6436153.22 358759.29 0.92 -0.12
L-Alanine 9104437.94 1006140.72 5301685.17 151522.78 0.58 -0.78 6966960.91 808341.17 0.77 -0.39
Putrescine 222111091 329769.45 1831673.00 13229351 0.82 -0.28 2216929.70 37308.06 1.00 0.00
L-Lysine 6985843.70 1648885.70 4808105.46 120107.51 0.69 -0.54 5947341.36 1231603.47 0.85 -0.23
AMP 13924920.12  2064256.30 9474811.74 1470849.06 0.68 -0.56 11927816.50 163779.13 0.86 -0.22
Cadaverine 940537.78 14836.82 656470.33 153620.99 0.70 -0.52 1070944.77 109366.55 1.14 0.19
L-1-Pyrroline-3-hydroxy-5-carboxylate 8246686.95 780526.29 4265550.93 360638.81 0.52 -0.95 5764220.94 155003.06 0.70 -0.52
1-Aminocyclopropane-1-carboxylate 7381504.97 711964.10 3808319.48 286256.83 0.52 -0.95 4982368.46 36729.52 0.67 -0.57
PE(16:0/18:1(9Z)) 15886900.74 1213742.33 22259639.47 6761463.02 1.40 0.49 24294712 .44 386206.66 1.53 0.61
2.3-Dihydroxyindole 4645965.25 612997.30 4838457.82 153069.65 1.04 0.06 6102165.39 262004.65 1.31 0.39
D-Methionine 4648358.61 611560.58 4822931.88 157853.85 1.04 0.05 6086756.81 262527.12 1.31 0.39
L-Tyrosine 5298362.58 702569.09 2661963.62 316331.39 0.50 -0.99 4080155.82 422907.11 0.77 -0.38
Piperideine 2488108.84 525096.10 1961039.18 33271.51 0.79 -0.34 2522391.22 483667.54 1.01 0.02
Hypoxanthine 2121554.39 220058.34 2294877.11 305128.69 1.08 0.11 3149503.32 141877.99 1.48 0.57
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Metabolito Controle Ag-fendiona Cu-fendiona
Média SD Média SD Ag-fen/CT Log: FC Média SD Cu-fen/CT Log: FC
(2R)-2-Hydroxy-2-methylbutanenitrile 2569952.97 49064.31 944040.18 140983.02 0.37 -1.44 1557784.88 14974.72 0.61 -0.72
Stealthin C 48812024.41 5639264.76 138388.57 40958.65 0.00 -8.46 65128.04 2693.48 0.00 -9.55
L-Proline 1639095.54 349609.61 1168451.27 74990.76 0.71 -0.49 1564369.30 108218.94 0.95 -0.07
5'-Methylthioadenosine 398212.19 64197.25 288212.03 65748.93 0.72 -0.47 421670.00 30678.90 1.06 0.08
L-Threonine 2980074.54 223162.27 2107063.00 70697.08 0.71 -0.50 2903894.46 244001.08 0.97 -0.04
Dehydroalanine 1120679.96 108433.87 579795.52 52066.28 0.52 -0.95 1222002.99 31439.29 1.09 0.12
L-2-Aminoadipate 1296611.30 161147.47 826476.61 138479.92 0.64 -0.65 1359799.61 60069.81 1.05 0.07
D-Alanyl-D-alanine 1262760.38 125003.36 2359653.73 607666.05 1.87 0.90 5185835.32 506052.70 4.11 2.04
Spermidine 207254.24 45503.23 1930752.06 726840.36 9.32 3.22 1165134.12 31020.24 5.62 2.49
5-Hydroxyectoine 1649288.05 40574991 1058884.89 166366.76 0.64 -0.64 1916235.90 133900.94 1.16 0.22
5-(L-Alanin-3-yl)-2-hydroxy-cis.cis-muconate 6-
0.00 0.00 4494005.25 429664.96 - - 1872120.22 153931.28 1872120.22 20.84

semialdehyde
L-Histidine 588432.37 126921.78 631106.80 87119.29 1.07 0.10 919469.62 159710.54 1.56 0.64
Choline sulfate 897.88 897.88 1541065.23 170233.39 1716.33 10.75 0.00 0.00 0.00 #NUM!
N-Acetyl-L-glutamate 1365691.93 2442427 2216470.18 434813.85 1.62 0.70 1866976.25 71491.97 1.37 0.45
L-Asparagine 1924776.01 163868.88 1721362.90 500409.43 0.89 -0.16 3220294.84 683733.85 1.67 0.74
PG(16:0/18:1(9Z)) 7100970.37 809626.57 7709728.27 1063863.33 1.09 0.12 7825410.69 30072.03 1.10 0.14
Xanthine 1029180.17 119897.40 602320.86 202215.46 0.59 -0.77 803249.17 72602.88 0.78 -0.36
Emetine 1448743.82 1736.80 1736388.37 218840.43 1.20 0.26 2011944.08 291615.48 1.39 0.47
Decanoyl-CoA 976210.38 115831.90 10547.42 1407.38 0.01 -6.53 18295.25 7913.61 0.02 -5.74
Glycine 927314.13 26233.98 1374921.20 452489.21 1.48 0.57 1739846.84 68406.84 1.88 0.91
L-Pipecolate 737545.74 180352.57 517087.33 9852.97 0.70 -0.51 635984.44 118050.42 0.86 -0.21
Betalamic acid 77917.00 5268.33 15604255.81 3332829.82 200.27 7.65 8331857.88 1352819.15 106.93 6.74
gamma-L-Glutamyl-L-cysteine 895052.53 161149.00 0.00 0.00 0.00 - 0.00 0.00 0.00 -
L-Serine-phosphoethanolamine 0.00 0.00 32449872.80 2965888.07 32449872.80 24.95 13355513.33 1349744.02 13355513.3 23.67
2-(3'-Methylthio)propylmalic acid 44235048 20454.74 606762.68 50907.80 1.37 0.46 655804.87 95946.20 1.48 0.57

264420.17 47345.58 594004.54 151105.39 2.25 1.17 612481.66 31712.97 2.32 1.21

1.3-Diaminopropane
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Controle Ag-fendiona Cu-fendiona

Metabolito

Média SD Média SD Ag-fen/CT Log: FC Média SD Cu-fen/CT Log: FC
2-Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyl-7.8-

2646.58 1017.61 683586.29 168539.32 258.29 8.01 808630.60 33132.65 305.54 8.26
dihydropteridine
Ethanolamine 1689377.11 213619.84 1215625.61 138515.23 0.72 -0.47 1850358.85 179094 .46 1.10 0.13
Actinidine 473591.20 114551.71 335663.60 5036.50 0.71 -0.50 413000.34 82317.28 0.87 -0.20
Deamino-alpha-keto-demethylphosphinothricin 1280887.68 106918.49 2043558.09 1580022.58 1.60 0.67 1607778.65 67082.50 1.26 0.33
beta-Alanyl-L-lysine 317497.51 29224.17 134355.01 37724.55 0.42 -1.24 212503.88 326.54 0.67 -0.58
L-Serine 650296.68 12222.51 869162.15 86839.23 1.34 0.42 985027.69 72861.78 1.51 0.60
N-Acetylornithine 8054209.32 555369.76 7663595.85 3211853.33 0.95 -0.07 13184392.07 5431867.20 1.64 0.71
NAD+ 620035.99 81483.56 833878.81 130104.08 1.34 0.43 963930.69 70996.48 1.55 0.64
N2-citryl-N6-acetyl-N6-hydroxy-L-lysine 337160.21 26376.56 633479.10 191611.62 1.88 0.91 394959.24 39446.73 1.17 0.23
Adenosine 318723.60 34959.31 229442.66 35919.29 0.72 -0.47 490151.23 16948.82 1.54 0.62
2'-Deoxyinosine 5'-phosphate 790295.15 118299.08 986034.23 55764.89 1.25 0.32 1300030.03 94298.50 1.64 0.72
Maleamate 553335.13 52618.60 293133.50 22859.65 0.53 -0.92 609754.66 15273.11 1.10 0.14
Inosine 251631.46 42.77 440759.20 56115.64 1.75 0.81 372199.24 27273.52 1.48 0.56
L-Glutamine 254576.79 21609.28 523522.07 126278.60 2.06 1.04 1160154.13 137428.12 4.56 2.19
a-N-Acetylglucosamine 191826.06 52654.75 282360.50 44643.87 1.47 0.56 278530.42 24669.95 1.45 0.54
Pyrimidodiazepine 192457.77 53286.46 283342.05 39961.37 1.47 0.56 276837.22 26363.15 1.44 0.52
epsilon-Caprolactam 1401669.60 568694.72 88495.97 22540.68 0.06 -3.99 231143.81 27118.13 0.16 -2.60
(E)-Phenylacetaldoxime 683256.64 92086.81 37352397 48801.68 0.55 -0.87 553462.44 40264.72 0.81 -0.30
dAMP 699393.27 62591.58 342421.25 69808.13 0.49 -1.03 373483.45 231.60 0.53 -0.91
Pantothenate 365221.73 36299.64 573835.68 142531.78 1.57 0.65 836868.37 355653.09 2.29 1.20
4-Hydroxy-L-glutamic acid 72200.33 7741.70 380494.81 48132.48 5.27 2.40 816455.64 24122.17 11.31 3.50
CMP-N-acetylneuraminate 3600331.10 435920.92 929.77 98.97 0.00 -11.92 47135 47135 0.00 -12.90
4-Nitrocatechol 217093.57 113.55 225133.05 33655.72 1.04 0.05 332720.81 15382.30 1.53 0.62
3-Methylpyrrole-2.4-dicarboxylic acid 324191.32 9743.31 524060.27 94000.32 1.62 0.69 388810.73 4043.39 1.20 0.26
S-Glutathionyl-L-cysteine 108849.72 20514.69 53902.05 12046.03 0.50 -1.01 162535.23 10097.08 1.49 0.58
dCMP 447842.07 86548.59 297610.72 38889.53 0.66 -0.59 325087.90 12791.00 0.73 -0.46
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Controle Ag-fendiona Cu-fendiona

Metabolito

Média SD Média SD Ag-fen/CT Log: FC Média SD Cu-fen/CT Log: FC
Cys-Gly 1095137.12 119823.87 365.52 633.10 0.00 -11.55 0.00 0.00 0.00 #NUM!
5-Pyridoxolactone 159200.04 34025.54 212714.47 18118.61 1.34 0.42 208683.54 1623.16 1.31 0.39
Nicotinamide 599161.71 16.09 681148.54 269505.39 1.14 0.19 721073.02 64753.63 1.20 0.27
2-Amino-2-deoxy-D-gluconate 3307.37 1678.40 678477.79 166227.16 205.14 7.68 803182.62 30405.62 242.85 7.92
Indolepyruvate 182477.94 8445.53 134107.93 2595.20 0.73 -0.44 219660.57 13553.44 1.20 0.27
Protoporphyrin 199484.18 73270.37 13637.81 1407.41 0.07 -3.87 17433.84 2085.16 0.09 -3.52
N-Acetylmuramate 170371.16 38947.85 132616.88 51567.85 0.78 -0.36 204809.50 11700.68 1.20 0.27
Nicotinamide-riboside 182898.77 18069.14 0.00 0.00 0.00 - 0.00 0.00 0.00 -
5-Amino-6(5P'D-ribitylamino)uracil 276619.70 35226.05 218480.46 27426.48 0.79 -0.34 343261.79 30453.94 1.24 0.31
4-Aminobenzoate 187687.88 24702.59 95468.61 16681.62 0.51 -0.98 152279.60 14925.66 0.81 -0.30
L-Metanephrine 87597.79 3291.60 38660.57 8379.19 0.44 -1.18 62395.47 6168.57 0.71 -0.49
Indolylmethylthiohydroximoyl-L-cys 237176.67 36695.18 36475.79 12953.10 0.15 -2.70 132292.12 14125.23 0.56 -0.84
5'-Phosphoribosyl-N-formylglycinamide 29712.54 1890.25 69851.85 3459.44 2.35 1.23 61167.28 1351.58 2.06 1.04
D-Glucosamine 6-phosphate 236067.69 42413.62 99865.10 20560.32 0.42 -1.24 109549.55 5277.22 0.46 -1.11
Coproporphyrin IIT 483467.96 286016.85 45373.51 30522.91 0.09 -3.41 70896.59 48509.62 0.15 2.77
L-Methionine (S)-S-oxide 160271.67 32953.91 214457.89 17975.39 1.34 0.42 212479.07 5418.69 1.33 0.41
Palmitoylglycerone phosphate 98692.31 128.96 96643.00 18336.13 0.98 -0.03 88317.93 58.46 0.89 -0.16

SD- Desvio padrao; Ag-fen — Ag-fendiona; Cu-fendiona — Cu-fendiona; CT- controle.

Log2 FC = Log: (Sistemas tratados /Controle) (Equacao 13)
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Objectives: The beneficial antimicrobial properties of 1,10-phenanthroline (phen)-based drugs, together with the
imperative need to develop new chemotherapeutic options for prevention/treatment of infections caused by MDR
Gram-negative bacteria, led us to evaluate the effects of phen, 1,10-phenanthroline-5,6-dione (phendione),
[Ag(phendione),]ClO, and [Cu(phendione)s](ClO,),-4H,0 on planktonic- and biofilm-growing Pseudomonas
aeruginosa.

Methods: Thirty-two non-duplicated Brazilian clinical isolates of P. aeruginosa with distinct genetic backgrounds
were used in all experiments. The effect of test compounds on planktonic bacterial proliferation was determined
as recommended by CLSI protocol. The effect on biofilm formation was evaluated by crystal violet incorporation
(biomass determination) and XTT (viability assay). Mature biofilm disorganization was evidenced by staining with
crystal violet.

Results: Phen-based compounds presented anti-P. aeruginosa activity, but with different potencies concerning the geo-
metric mean MIC: [Cu(phendione)s]?* (7.76 uM) > [Ag(phendione),]* (14.05 wM) > phendione (31.15 uM)>phen
(579.28 uM). MICs of each compound were similar irrespective of whether the P. aeruginosa isolates were suscep-
tible or resistant to classical antimicrobials (ceftazidime, meropenem and imipenem). The pretreatment of bac-
teria with phen, phendione and phendione’s metal derivatives at 0.5xMIC value inhibited biofilm formation,
particularly the use of [Cu(phendione)3]2+ and [Ag(phendione),]*, which significantly reduced both biomass
(48% and 44%, respectively) and viability (78% and 77%, respectively). The compounds studied also disrupted
mature biofilm in a dose-dependent manner, especially [Ag(phendione),]* and [Cu(phendione)3]er (ICsq, 9.39
and 10.16 M, respectively).

Conclusions: Coordination of phendione to Ag* and Cu?* represents a new promising group of anti-infective
agents, which revealed a potent anti-P. aeruginosa action against both planktonic- and biofilm-growing cells.
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Introduction

Pseudomonas aeruginosa is a widespread Gram-negative bacter-
ium that inhabits the surfaces of natural and artificial aqueous
environments. Moreover, P. aeruginosa is a relevant pathogen
able to cause a variety of severe opportunistic infections in
immunocompromised individuals, causing significant levels of

morbidity and mortality.* Aggravating this scenario, P. aeruginosa
is a pathogen typically isolated from nosocomial infections, and
the emergence of MDR P. aeruginosa isolates limits the number
of effective antimicrobial agents that are available to treat
infected patients, leading to a calamitous situation in the medical
arena worldwide. -3 The biofilm-forming capability of P. aeruginosa
isolates is a crucial virulence attribute that decisively contributes to

© The Author 2015. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. Al rights reserved.
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Abstract

Pseudomonas aeruginosa is a ubiquitous and opportunistic human pathogen that
represents a critical problem to the clinician due to the increased number of
resistant strains isolated from hospital settings. In addition, there is a great
variety of pathologies associated with this versatile Gram-negative bacterium.
P. aeruginosa cells are able to produce an incredible arsenal of virulence factors,
especially secreted molecules that act singly or together to ensure the
establishment, maintenance, and persistence of a successful infection in
susceptible hosts. In this context, pseudomonal proteases’ roles are highlighted
due to their ability to cleave key host proteinaceous substrates as well as to
modulate several biological processes, for example, escaping and modulating the
host immune responses in the bacterial own favor. Proteases secreted by
P. aeruginosa include elastase A (LasA), elastase B (LasB), alkaline protease
(AP), protease IV (PIV), Pseudomonas small protease (PASP), large protease A
(LepA), MucD, and P. aeruginosa aminopeptidase (PAAP). In the present
review, we discuss the role of each of these relevant proteases produced by
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Arricl_e history: ) Background: Pseudomonas aeruginosa is an important human pathogen that causes severe infections in a
Received 13 April 2016 wide range of immunosuppressed patients. Herein, we evaluated the proteolytic profiles of 96 Brazilian
Accepted 26 June 2016

clinical isolates of P. aeruginosa recovered from diverse anatomical sites.

Methods: Cell-associated and extracellular proteases were evidenced by gelatin-SDS-PAGE and by the
Keywords: . cleavage of soluble gelatin. Elastase was measured by using the peptide substrate N-succinyl-Ala-Ala-
Pseudomonas aeruginosa Ala-p-nitroanilide. The prevalence of elastase genes (lasA and lasB) was evaluated by PCR.
3;?5;222:;;251lsomes Results: Bacterial extracts were initially applied on gelatin-SDS-PAGE and the results revealed four dis-
Proteases tinct zymographic profiles as follows: profile I (composed by bands of 145, 118 and 50 kDa), profile I1 (118
Gelatinases and 50 kDa), profile Il (145 kDa) and profile IV (118 kDa). All the proteolytic enzymes were inhibited by
Elastase EDTA, identifying them as metalloproteases. The profile I was the most detected in both cellular (79.2%)
and extracellular (84.4%) extracts. Overall, gelatinase and elastase activities measured in the spent cul-
ture media were significantly higher (around 2-fold) compared to the cellular extracts and the production
level varied according to the site of bacterial isolation. For instance, tracheal secretion isolates produced
elevated amount of gelatinase and elastase measured in both cellular and extracellular extracts. The
prevalence of elastase genes revealed that 100% isolates were lasB-positive and 85.42% lasA-positive. Some
positive/negative correlations were showed concerning the production of gelatinase, elastase, isolation
site and antimicrobial susceptibility.

Conclusion: The protease production was highly heterogeneous in Brazilian clinical isolates of P. aerugin-
osa, which corroborates the genomic/metabolic versatility of this pathogen.

© 2016 Elsevier Espaiia, S.L.U. and Sociedad Espaiiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia
Clinica. All rights reserved.

La produccion heterogénea de las proteasas a partir de aislamientos clinicos
brasilefios de Pseudomonas aeruginosa

RESUMEN

Palabras clave: Antecedentes: Pseudomonas aeruginosa (P. aeruginosa) es un importante patégeno humano que causa
Pseudomonas aeruginosa graves infecciones en diversos tipos de pacientes inmunodeprimidos. En este trabajo evaluamos los per-
Aislamientos clinicos brasilefios files proteoliticos de 96 aislamientos clinicos brasilefios de P. aeruginosa aislados de diferentes loca-
E‘:zi:ﬁ::lmlemos lizaciones anatémicas. )

Meétodos: Las proteasas extracelulares y de extractos celulares fueron analizadas por SDS-PAGE

Gelatinasas . 5 ac . u .
Elastasa copolimerizada con gelatina y a través de clivaje de gelatina en solucién. La elastasa fue medida usando
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Editorial

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic human pathogen
with huge medical relevance worldwide, since it is associated
to both acute and chronic infections with impressive morbidity
and mortality rates [1]. This Gram negative bacterium has
ubiquitous distribution, being able to colonize a vast diversity
of habitats with distinct physicochemical characteristics, such
as soil, water, plants, animals and humans [1]. This versatility
can be assigned, at least in part, to P. aeruginosa genome
plasticity, which reflects in its ability to quickly modulate the
metabolic repertoire in order to adapt to the changes in
environmental conditions [2]. For all these reasons, P.
aeruginosa might cause a wide variety of human infections,
with special clinic emphasis in immunocompromised patients
[1,3].

Pseudomonas aeruginosa cells are able to produce a myriad of
virulence attributes, including both cell-associated (e.g., pili,
flagellum, non-pilus adhesins, lipopolysaccharide) and secreted
factors (e.g., alginate, exotoxins, hemolysins, siderophores,
pigments, proteases), which act synergistically towards to the
establishment of the infectious process (Figure 1) [4]. Among
the pseudomonal virulence arsenal, pseudolysin is, with no
doubt, one of the main protagonists involved in many phases of
the P. aeruginosa pathogenesis. Pseudolysin, also known as
elastase B, is a classical zinc-dependent metalloprotease that
belongs to the M4 thermolysin-like family according to
MEROPS database (merops.sanger.ac.uk) [4]. This enzyme is
encoded by lasB gene, and its transcription is orchestrated by
las and rhl quorum sensing systems [5]. Pseudolysin is
synthetized in the bacterial cytoplasm as a pre-proenzyme of
498 amino acids (roughly 53 kDa). After the cleavage of the
signal peptide, during its translocation throughout the inner
membrane, the proenzyme has its structure stabilized by the
formation of a disulfide bond between Cys270 and Cys297
residues. Then, the proenzyme is secreted into the extracellular
environment, where the proenzyme becomes in its mature and
active form by the dissociation of the pro-peptide [6].

Accepted on December 11, 2017

Figure 1. Pseudomonas aeruginosa showing the typical green
colonies due to the production of pyocyanin pigment when grown on
centrimide agar medium (A) and the production of extracellular
protease when cultivated in skin milk agar (B).

Pseudolysin was firstly described as an elastinolytic enzyme.
However, it is currently well-recognized that pseudolysin could
degrade a huge variety of proteinaceous substrates, including
key host components. The pseudolysin mechanism of protein
cleavage is based on the hydrolysis of non-terminal peptide
bonds of aromatic and/or large aliphatic amino acids at the P1’
position [7]. Due to the pseudolysin broad cleaving action, this
enzyme could perform a multivalent role during P. aeruginosa
infections, and hence its enzymatic activity is correlated with
the aggravation of lung infection, development of chronic
ulcers, muscle damage, corneal liquefaction and hemorrhagic
events.

Pseudolysin is the major factor that promotes tissue invasion
and damage during P. aeruginosa infections due to the cleavage
of extracellular matrix components (e.g., elastin, fibronectin,
fibrin and collagen type III and type IV) as well as the
disruption of the membrane basement by attacking the
intercellular tight junctions and by destroying cell-to-cell and
cell-to-matrix adhesion receptors [8]. In addition, the direct
proteolysis of host constituents also provides nutrients for
bacterial growth and proliferation [9]. Furthermore,
pseudolysin helps the bacterial cells to evade the host immune
system attack by cleaving humoral components that are
essential to the bacterial clearance, such as tumor necrosis
factor alpha (TNF-a), interferon gamma (IFN-y), interleukin 2
(IL-2), monocyte chemoattractant protein-1  (MCP-1),
complement proteins, epithelial neutrophil activating
protein-78 (ENA-78) and surfactants proteins as well as by
inducing the immunomodulation of host inflammatory
mediators [4,10].
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Abstract: Pseudomonas aeruginosa is a non-fermentative, gram-negative bacterium that is one of the
most common pathogens responsible for hospital-acquired infections worldwide. The management of
the infections caused by P. aeruginosa represents a huge challenge in the healthcare settings due to the
increased emergence of resistant isolates, some of them resistant to all the currently available antimicro-
bials, which results in elevated morbimortality rates. Consequently, the development of new therapeutic
strategies against multidrug-resistant P. aeruginosa is urgent and needful. P. aeruginosa is well-
recognized for its extreme genetic versatility and its ability to produce a lush variety of virulence factors.

In this context, pseudolysin (or elastase B) outstands as a pivotal virulence attribute during the infectious
process, playing multifunctional roles in different aspects of the pathogen-host interaction. This protein

ARTICLE HISTORY

is a 33-kDa neutral zinc-dependent metallopeptidase that is the most abundant peptidase found in pseu-
domonal secretions, which contributes to the invasiveness of P. aeruginosa due to its ability to cleave
several extracellular matrix proteins and to disrupt the basolateral intercellular junctions present in the
por- host tissues. Moreover, pseudolysin makes P. aeruginosa able to overcome host defenses by the hy-
10.2174/1389203720666190207100415  drolysis of many immunologically relevant molecules, including antibodies and complement compo-
nents. The attenuation of this striking peptidase therefore emerges as an alternative and promising anti-
virulence strategy to combat antibiotic-refractory infections caused by P. aeruginosa. The anti-virulence
approach aims to disarm the P. aeruginosa infective arsenal by inhibiting the expression/activity of bac-
terial virulence factors in order to reduce the invasiveness of P. aeruginosa, avoiding the emergence of
resistance since the proliferation is not affected. This review summarizes the most relevant features of
pseudolysin and highlights this enzyme as a promising target for the development of new anti-virulence
compounds.
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Keywords: Pseudomonas aeruginosa, virulence, resistance, bacterial pathogen, pseudolysin, anti-virulence strategy.

1. INTRODUCTION
1.1. Pseudomonas aeruginosa — An Overview

Pseudomonas aeruginosa is a resourceful bacterium able
to grow in a myriad of carbon and nitrogen sources due to its
robust and versatile metabolic machinery. Given its great
adaptability, this gram-negative bacterium can thrive in a
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1389-2037/19 $58.00+.00

wide range of environmental niches, including soil, plant
rhizosphere and phyllosphere, as well as animal tissues pre-
senting distinct physicochemical features [1, 2]. The P.
aeruginosa metabolic versatility might be related to its large
genome (6.3 million of base pairs) and its sophisticated regu-
latory gene expression system (approximately 8.4% of genes
are involved in the regulatory processes) [3].

Pseudomonas aeruginosa also carries an outstanding ge-
netic machinery of intrinsic antibiotic resistance. Thereby,
the acquirement of genetic resistance determinants followed
by the remarkable selection of mutant strains, which could
resist to an antimicrobial stress, makes the treatment of P.
aeruginosa infections a special challenging issue [4-6]. For
this reason, P. aeruginosa has been a concern for health care
settings as the frequent cause of acute/chronic nosocomial

© 2019 Bentham Science Publishers
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ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Candida parapsilosis (sensu lato), which represents a fungal complex composed of three genetically related
Received 29 April 2015 species - Candida parapsilosis sensu stricto, Candida orthopsilosis and Candida metapsilosis, has emerged

Received in revised form 28 July 2015

as an important yeast causing fungemia worldwide. The goal of the present work was to assess the
Accepted 10 August 2015

prevalence, antifungal susceptibility and production of virulence traits in 53 clinical isolates previ-
ously identified as C. parapsilosis (sensu lato) obtained from hospitals located in the Southeast of Brazil.
Species forming this fungal complex are physiologically/morphologically indistinguishable; however,
polymerase chain reaction followed by restriction fragment length polymorphism of FKS1 gene has
solved the identification inaccuracy, revealing that 43 (81.1%) isolates were identified as C. parapsilosis

Keywords:

Candida parapsilosis complex
Antifungal susceptibility
Virulence factors

Pseudohyphae sensu stricto and 10 (18.9%) as C. orthopsilosis. No C. metapsilosis was found. The geographic distribu-
Hydrolytic enzymes tion of these Candida species was uniform among the studied Brazilian States (Sdo Paulo, Rio de Janeiro
Biofilm and Espirito Santo). All C. orthopsilosis and almost all C. parapsilosis sensu stricto (95.3%) isolates were

susceptible to amphotericin B, fluconazole, itraconazole, voriconazole and caspofungin. Nevertheless,
one C. parapsilosis sensu stricto isolate was resistant to fluconazole and another one was resistant to
caspofungin. C. parapsilosis sensu stricto isolates exhibited higher MIC mean values to amphotericin B,
fluconazole and caspofungin than those of C. orthopsilosis, while C. orthopsilosis isolates displayed higher
MIC mean to itraconazole compared to C. parapsilosis sensu stricto. Identical MIC mean values to voricona-
zole were measured for these Candida species. All the isolates of both species were able to form biofilm on
polystyrene surface. Impressively, biofilm-growing cells of C. parapsilosis sensu stricto and C. orthopsilosis
exhibited a considerable resistance to all antifungal agents tested. Pseudohyphae were observed in 67.4%
and 80% of C. parapsilosis sensu stricto and C. orthopsilosis isolates, respectively. The secretion of phy-
tase (93% versus 100%), aspartic protease (88.4% versus 90%), esterase (20.9% versus 50%) and hemolytic
factors (25.6% versus 40%) was detected in C. parapsilosis sensu stricto and C. orthopsilosis isolates, respec-
tively; however, no phospholipase activity was identified. An interesting fact was observed concerning
the caseinolytic activity, for which all the producers (53.5%) belonged to C. parapsilosis sensu stricto.
Collectively, our results add new data on the epidemiology, antifungal susceptibility and production of
potential virulence attributes in clinical isolates of C. parapsilosis complex.

© 2015 Elsevier GmbH. All rights reserved.
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Abstract

population.

Denture stomatitis, also known as atrophic candidiasis, remains the most frequent form of oral candidiasis, being
detected in approximately 25%-65% of denture-wearing patients. Denture stomatitis is characterized by an
erythematous inflammation of mucosal areas covered by prosthesis with preferential localization in the palatal
mucosa. Although the clinical entity of this infectious disease is multifactorial, Candida albicans is the major
etiological agent. The treatment of this oral infection is difficult because failures and recurrences are extremely
common. In the present opinion article, we have presented a brief review on this oral pathology, summarizing the
main predisposing factors, clinical diagnosis and current effective options to prevent and treat the affected

Keywords: Oral candidiasis; Denture stomatitis; ~Atrophic
candidiasis; Predisposing factors; Diagnosis; Prevention; Treatment

Opinion

In the last decades, the prevalence of Candida spp. infections has
been rising in direct proportion to the increasingly aging population
and the larger population of immunocompromised and critically ill

patients, being the commonest human fungal infection reported in
clinical settings around the globe [1-9]. Yeast-like microorganisms
belonging to the Candida genus are the etiological agents of
candidiasis, which are common dwellers of the oral cavity,
gastrointestinal tract and vagina of normal people. However, when the
conditions become appropriate, the nonpathogenic yeast forms are
transformed into pathogenic invasive forms [1-9] (Figure 1).

A B C

Figure 1: Candida albicans cells visualized under distinct methods. (A) Colonial morphology of C. albicans grown in CHROMagar Candida
medium, showing the typical green color that corresponds to the presumptive identification of this fungal species. (B) Spherical
chlamydospores (arrows), mostly terminal, often on a slightly swollen subtending cell are formed near the edge of the cover slip. (C-F)

Different morphological growth forms of C. albicans. (C) yeasts, (D) pseudohyphae, (E) germ-tube and (F) hyphae.

Colonization of oral surfaces by Candida spp. is considered a risk
factor for invasive fungal infections. Oropharyngeal candidiasis
manifests clinically as acute pseudomembranous, acute atrophic,
chronic atrophic, chronic hypertrophic/hyperplastic and angular
cheilitis [5-9]. Denture-related stomatitis (or chronic atrophic

candidiasis) is characterized by an inflammation of the mucous
membrane located beneath the prosthesis, particularly under the upper
denture, sometimes accompanied by hemorrhagic petechiae [10-13]
(Figure 2). Denture stomatitis is the commonest form of oral
candidiasis and its reported prevalence varies widely reaching up to
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Biofilm formation is the preferred mode of growth lifestyle for many microorganisms, including bacterial and fungal human
pathogens. Biofilm is a strong and dynamic structure that confers a broad range of advantages to its members, such as adhesion/
cohesion capabilities, mechanical properties, nutritional sources, metabolite exchange platform, cellular communication,
protection and resistance to drugs (e.g., antimicrobials, antiseptics, and disinfectants), environmental stresses (e.g., dehydration
and ultraviolet light), host immune attacks (e.g., antibodies, complement system, antimicrobial peptides, and phagocytes), and
shear forces. Microbial biofilms cause problems in the hospital environment, generating high healthcare costs and prolonged
patient stay, which can result in further secondary microbial infections and various health complications. Consequently, both
public and private investments must be made to ensure better patient management, as well as to find novel therapeutic strategies
to circumvent the resistance and resilience profiles arising from biofilm-associated microbial infections. In this work, we present

a general overview of microbial biofilm formation and its relevance within the biomedical context.

Key words: biofilm - microbial lifestyle - virulence - resistance - tolerance - anti-biofilm strategies

The social life of microorganisms - Microorganisms
can colonise virtually every environment on Earth, in-
cluding soils, water, and air-liquid interfaces - each of
which present distinct physicochemical conditions. The
ability to quickly adapt to different habitats can be ex-
plained, at least in part, by the fact that microbial cells
are the most ancient representative lineage of living or-
ganisms and they have experienced many changes in
environment over their billions of years of existence.
This evolution has permitted the development of plas-
tic genomes and, consequently, plastic metabolisms in
many microorganisms, which allows for rapid mutation
(plastic response) when faced with adversity.” With this
perception in mind, curiously, microorganisms have
been developing an amazing ability to resist diverse, and
sometimes drastic, environmental insults and stresses.
They have learned to live together in an “organised and
well-orchestrated community” - the so-called “biofilm”.

The word “community” is derived from the Old
French “comuneté”, which comes from the Latin “com-
munis”, meaning “shared in common”. Community can
be defined as a social group (an assemblage of interacting

doi: 10.1590/0074-02760180212
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populations) of any size, whose members occupy a given
area or a specific locality, share common characteristics
or interests, establish communication platforms, and of-
ten have a common heritage. In the microbial world, the
concept of living together can be applied to all of these
avenues, contemplating the integration and fulfilment of
all of the needs of a group. Furthermore, living together
stimulates and promotes several beneficial features for
microorganisms compared to living a solitary life. Un-
doubtedly, protection and tolerance/resistance are the
most beneficial aspects of being an active participant
within a well-established microbial community.?

Biofilm: the preferred microbial lifestyle - The idea
that microorganisms are able to live together and form
biofilms is indeed an old one, dating back to the classi-
cal and primordial studies by Antonie van Leeuwenhoek
(1632-1723), who first reported the concept of “microbial
aggregation” on the surface of teeth, and Louis Pasteur
(1822-1895), who described the microbial community to
be the cause of wine becoming acetic.’) Generally, bio-
films are defined as communities of properly organised
microorganisms (as a typical social cooperation system)
attached to an inert or living substrate (Fig. 1) and embed-
ded in a self-produced extracellular matrix (also called
extracellular polymeric substance) composed of (glyco)
proteins, (glyco)lipids, (mono)/(poly)saccharides, extra-
cellular DNA, minerals, and water, which works like an
adhesive favouring cell-cell and cell-substrate interac-
tions. Additionally, the biofilm extracellular matrix can
contain host-derived components, such as human serum,
saliva glycoproteins, and vaginal excretions.*®
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Abstract Hydrazide ligand, (Z)-N’-(6-oxo-1,10-
phenanthrolin-5(6H)-ylidene)isonicotinohydrazide, 1
forms from a 1:1 Schiff base condensation reaction
between isoniazid (INH) and 1,10-phenanthroline-
5,6-dione (phendione). Ag™ and Mn>" complexes
with 1:2 metal:ligand stoichiometry are prepared:
[Ag(1):INO3, [Ag(1),]BF, and [Mn(1),](NOs),. Poly-
meric {[Ag(1)(NO;)]}, has 1:1 stoichiometry and
forms upon infusion of CH,Cl, into a DMSO solution
of [Ag(1),]NO;. {[Ag(1)(NO5)]}, was structurally
characterized using X-ray crystallography. Metal-free
1 and its 1:2 complexes exhibit very good, broad-
spectrum antimicrobial activity and are not exces-
sively toxic to mammalian cells (A549 lineage).

Electronic supplementary material The online version of
this article (https://doi.org/10.1007/s10534-019-00204-5) con-
tains supplementary material, which is available to authorized
users.
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Introduction

Pathogenic bacteria, fungi, parasites and viruses can
trigger sepsis, a condition whereby the body’s
response to infection induces tissue and organ dys-
function, leading to excessive morbidity and mortal-
ity. In both community and clinic settings septicaemia
is estimated to affect over 30 million people annually
and causes up to 6 million fatalities (WHO factsheet
2018). The World Health Assembly (WHA) (Seventh
WHA 2018) and the World Health Organization
(WHO) (WHO factsheet 2018) both acknowledge that
more investment is required for research into finding
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ABSTRACT

Enteroaggregative Escherichia coli (EAEC) is an emerging pathotype responsible for acute and
persistent diarrhea. It can be classified as typical and atypical strains, respectively, based on the
presence or absence of the AggR regulon, suggesting a higher virulence for typical EAEC. This
study aimed to evaluate in the Galleria mellonella model if there are differences in the virulence
profiles among clinical strains of typical and atypical EAEC, prototype strains EAEC C1096, 042
and its aggR mutant. The clinical EAEC strains (n= 20) were analyzed for the presence of 22
putative virulence factors of EAEC or extraintestinal E. coli by PCR, as well as phenotypic
characteristics of virulence (enzymes, siderophore and biofilm). The survival of the larvae was
analyzed after inoculation of 10*to 107 CFU/larva; the monitoring of bacterial growth in vivo and
hemocyte quantification was determined after inoculation of the prototype strains (105 CFU/larva)
at different periods after infection. The strains of typical and atypical EAEC presented the same
virulence profile for the larva, regardless of the amount or type of genes and phenotypic aspects
of virulence analyzed. In addition, the EAEC 042 aggR mutant strain showed a significant
reduction in the mortality of the inoculated larvae compared to the wild-type strain. In conclusion,
the results obtained herein demonstrate that the virulence of EAEC seems to be related to the AggR
regulon, but not exclusively, and atypical EAEC strains may be as virulent as typical ones in vivo

in the G. mellonella model.
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ABSTRACT

Considering the necessity to find new compounds with antimicrobial activity to combat multidrug-
resistant (MDR) bacteria and the beneficial pharmacological properties of metal-based drugs, the
present study aimed to evaluate the effects of 1,10-phenanthroline (phen), 1,10-phenanthroline-5,6-
dione (phendione), [Ag(phendione):]C104 (Ag-phendione) and [Cu(phendione);](Cl04)2.4H20 (Cu-
phendione) on 26 carbapenemase-producing Acinetobacter baumannii clinical strains. The
susceptibility to carbapenems was performed by detection of metalo-beta-lactamase (MBL) genes by
PCR, meropenem (MPM)/EDTA combination disk test and calculation of minimal inhibitory
concentration (MIC), whereas the disk diffusion method was applied to evaluate the susceptibility to
other antimicrobial classes. The effect of test compounds on planktonic- and biofilm-growing cells was
also determined. All the strains had the intrinsic blaoxa-s1 gene, while 24 (92.3%) and 2 (7.7%) strains
were respectively positive for blaoxa-23 and blaoxa-24 genes. The MPM/EDTA test revealed that 25
(96.15%) strains produced MBL and 21 (80.7%) were classified as MDR strains. Regarding the test
compounds, the geometric mean MIC and minimal bactericidal concentration values, respectively,
were as follows: Cu-phendione (1.56 and 2.30 uM), Ag-phendione (2.48 and 3.63 uM), phendione
(9.44 and 9.70 uM) and phen (70.46 and 184.28 uM). The pre-treatment of bacteria with the test
compounds (0.5xMIC) inhibited the biofilm formation, reducing both biomass and viability.
Additionally, the test compounds disrupted the mature biofilm in a typically dose-dependent manner,
with Cu-phendione (ICso = 13.54 uM) and Ag-phendione (ICso = 22.05 uM) having the best inhibitory
actions. Collectively, phenanthroline-based compounds, particularly Ag-phendione and Cu-phendione,
presented potent antimicrobial action against both planktonic- and biofilm-forming cells of

carbapenemases-producing 4. baumannii.
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