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Resumo

Combinagdes entre antimicrobianos, a exemplo de nisina (bacteriocina) e farmacos
antibacterianos tradicionais, podem amenizar o problema da resisténcia bacteriana, pois
o possivel efeito sinérgico se torna estratégico, possibilitando o uso de doses menores
no tratamento de doengas infecciosas com redugao nos custos e na toxicidade, além de
ter potencial na preven¢do do surgimento das linhagens resistentes. No entanto, os
mecanismos envolvidos na agdo antibacteriana sao importantes para pesquisas de novos
farmacos. O objetivo do estudo foi investigar como a nisina, alguns farmacos
antibacterianos e respectivas combinagdes interferem no metabolismo de
Staphylococcus aureus Meticilina Resistente (MRSA) e Pseudomonas aeruginosa,
através de ensaios de estresse oxidativo bacteriano, andlises morfologicas por
microscopia eletronica de transmissdo (MET) e analise do perfil de proteinas expressas
nas bactérias quando expostas aos antimicrobianos ¢ suas combinagdes em
concentracoes subletais. Inicialmente foram realizados ensaios visando obter os valores
de concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo subletal maxima (CSM) para
nisina e farmacos como tetraciclina, ciprofloxacina, vancomicina, polimixina B,
oxacilina e cefalotina para ambas bactérias. Na sequencia, foram realizados ensaios para
verificagdo de sinergismo entre nisina e antibacterianos utilizando metodologia da curva
de sobrevivéncia, sendo escolhidas para ensaios posteriores, as combina¢des com
demostracao de sinergismo (reducdo na contagem bacteriana final acima de 2 logs de
UFC/mL em relagdao ao inoculo inicial). As combinagdes entre 4 CIM de nisina e 4
CIM de oxacilina e %4 CIM de nisina e % CIM ciprofloxacina foram escolhidas para o
estudo com MRSA e P. aeruginosa respectivamente. Nos ensaios sobre estresse
oxidativo, a combinag¢do nisina/oxacilina foi capaz de aumentar o estresse oxidativo em
MRSA notado pelo aumento significativo das atividades de enzimas antioxidantes
(catalase, superoxido dismutase e glutationa peroxidase) e de hidroperoxido de lipideo
em comparacdo aos tratamentos realizados individualmente e ao controle. Quanto a
P.aeruginosa, a combinacdo nisina/ciprofloxacina aumentou atividades das enzimas
antioxidantes e de hidroperdxido de lipideo, porém nao foi superior ao tratamento com a
ciprofloxacina individualmente. As imagens obtidas por MET revelaram os danos na
estrutura celular, especialmente na parede bacteriana e membrana plasmatica, com
conseqiiente lise e efluxo dos constituintes citoplasmaticos em ambas bactérias,
especialmente quando utilizadas no tratamento com as combinagdes. A analise do perfil
proteico de MRSA mostrou alteragdes na expressao de 85 proteinas quando comparado
controle com os ensaios dos antibacterianos individualmente e na combinacao
nisina/oxacilina, sendo que nesta combinagdo destacou-se a modificagdo na expressao
de proteinas relacionadas a sintese de proteinas, diminui¢do na expressdo de proteinas
relacionadas ao estresse e na indug¢do de proteina de resisténcia do S.aureus como a
beta-lactamase. Para a P. aeruginosa, foram expressas 63 proteinas diferentes entre os
ensaios controle, tratamentos individuais e na combinacdo nisina/ciprofloxacina, sendo
que na combinagdo houve maior alteracdo para as proteinas relacionadas ao
metabolismo energético da bactéria, bem como na diminuicao significativa de expressao



das proteinas presentes na membrana externa como as porinas. De acordo com esses
estudos dos efeitos de antibacterianos sobre metabolismo de patdgenos importantes
como MRSA e Pseudomonas aeruginosa, pdde-se afirmar que as alteragdes causadas
pelos tratamentos utilizando combinagdes de antibacterianos foram causadas por
diferentes processos biologicos nas células bacteriana, o que pode ser uma resposta
global aos tratamentos com combinacdes de antimicrobianos, que apresentam
mecanismos de agdo distintos. As respostas bacterianas obtidas neste estudo
representam um ponto inicial para desenvolvimento de novas opgdes farmacéuticas,
além de contribuir para redugdo dos problemas decorrentes da resisténcia bacteriana.

Palavras chave: Antibacterianos, Andlise protedmica, nisina, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA).



Abstract

Combinations of antimicrobials, such as nisin (bacteriocin) and traditional antibacterial drugs,
may assuage the problem of bacterial resistance because the possible synergistic effect
becomes interesting, allowing the use of smaller doses in the treatment of infectious diseases
and reduction in costs and toxicity , besides having potential in the prevention of the
emergence of resistant strains. However, the mechanisms involved in antibacterial action are
important for research on new drugs. The aim of this study was to investigate how nisin,
antibacterial drugs and their combinations interfere in the metabolism of Methicillin Resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and Pseudomonas aeruginosa, verified in bacterial oxidative
stress assays, morphological analyzes by transmission electron microscopy (TEM) and
analysis of the protein profile expressed in bacteria when exposed to antimicrobials and
combinations in sublethal concentrations. Initially, assays were performed to obtain the
minimum inhibitory concentration (MIC) and maximum sublethal concentration (MSC) for
nisin and drugs such as tetracycline, ciprofloxacin, vancomycin, polymyxin B, oxacillin and
cephalothin for both bacteria. Subsequently, assays were performed to verify the synergism
between nisin and antibacterials using time kill curve methodology and the combinations with
demonstration of synergism (reduction in final bacterial count above 2 logs of CFU / mL in
relation to initial inoculum) were chosen for later experiments. The combinations between Y4
nisin MIC and 7 MIC of oxacillin and % MIC of nisin and "4 MIC of ciprofloxacin were
chosen for the study with MRSA and P. aeruginosa respectively. In the oxidative stress
assays, the nisin / oxacillin combination was able to increase oxidative stress in MRSA, noted
by a significant increase in the activities of antioxidant enzymes (catalase, superoxide
dismutase and glutathione peroxidase) and lipid hydroperoxide compared to treatments
individually and the bacterial without treatment (control). As to P.aeruginosa, the
combination of nisin / ciprofloxacin increased activities of antioxidant enzymes and lipid
hydroperoxide, but not superior to treatment with ciprofloxacin individually. The images
obtained by MET revealed the damages in the cellular structure, especially in the bacterial
wall and plasma membrane, with consequent lysis and efflux of the cytoplasmic constituents
in both bacteria, especially when using the combinations. The analysis of the protein profile
of MRSA showed alterations in the expression of 85 proteins when compared the control with
antibacterial assays individually and the nisin /oxacillin combination. In the combination
highlighted the expression of proteins related to protein synthesis, decrease the expression of
stress-related proteins and induction the of S. aureus resistance protein such as beta-
lactamase. For P. aeruginosa, 63 different proteins were expressed between the control,
individual treatments and nisin / ciprofloxacin combination. There was a greater alteration in
the combination proteins related to the energetic metabolism of the bacteria, as well as in the
significant decrease of expression of the proteins present in the outer membrane such as
porins. According to these studies of the effects of antibacterials on metabolism of important
pathogens such as MRSA and Pseudomonas aeruginosa, it could be claim that the changes
caused by treatments using antibacterial combinations were caused by different biological
processes in bacterial cells, which may be a response treatment with combinations of
antimicrobials, which have different mechanisms of action. These bacterial responses



obtained in this study are important to researches for the development of new antibacterial
drugs and contribute to the reduction of problems due to bacterial resistance.

Key words: Antibacterials, nisin, proteome analysis, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus (MRSA).
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1. Introducio e Justificativa

O wuso excessivo e indiscriminado de farmacos antimicrobianos resultou na
disseminacdo de bactérias resistentes e se tornou um problema de satide publica no mundo
todo. Além disto, a resisténcia antimicrobiana tem sido associada ao uso destes antibioticos
com reducdo na eficacia e probabilidade de cura durante o tratamento de doengas bacterianas
comuns (CHENG et al., 2016).

Nos Estados Unidos pelo menos dois milhdes de pessoas sdo infectadas todos os anos
com bactérias resistentes aos antibidticos disponiveis no mercado, sendo que desse numero,
ao redor de 23 mil acabam morrendo em decorréncia dessas infeccoes com um custo
estimado ao pais ao redor de 20 bilhdes de dolares por ano. Na Europa em 2007, 25 mil
mortes foram atribuidas a essas infecgdes. As despesas associadas, em termos de custo extra e
perdas de produtividade, ultrapassaram 1,5 milhdes de euros por ano. Os dados mostraram
que a maioria desses casos acontece na comunidade em geral, embora muitas mortes
relacionadas a cepas resistentes aos antibidticos ocorreram em hospitais e lares de idosos
(BUSH et al., 2011).

No Brasil de acordo com ultimos levantamentos, 23 mil pessoas morrem por ano em
decorréncia de infe¢des hospitalares, porém, muitos dados ainda ndo sdo computados devido a
subnotificagdes em UTI’s de hospitais. Em informag¢des divulgadas no ultimo relatdrio sobre
resisténcia bacteriana, os micro-organismos considerados maiores causadores de infecgoes em
hospitais brasileiros entre 2012-2015 foram a Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus
coagulase-negativa (ECN), Staphylococcus aureus, Acinetobacter spp. e Pseudomonas
aeruginosa. Além disso, a taxa de resisténcia a antibidticos ¢ alta, sendo que no caso do
S.aureus, cerca de 60% dos isolados foram resistentes a oxacilina (ANVISA, 2016).

O problema ¢ que o numero crescente de linhagens resistentes ndo ¢ acompanhado de
desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos. Em 2004 apenas 1,6% dos
medicamentos em desenvolvimento pelas maiores empresas farmacéuticas do mundo foram
antibioticos. Este desenvolvimento de antibidticos tem vdrias causas dentre elas, que os
tratamentos com antibioticos sdo tipicamente com duragdes muito limitadas, o que acaba os
tornando menos lucrativos que os medicamentos para uso em doengas cronicas; oOS
medicamentos recentemente aprovados para a maioria das outras doengas sdo imediatamente
prescritos, enquanto que os novos antimicrobianos geralmente sdo mantidos em reserva e
utilizados no tratamento de doencas infecciosas nas quais os antibioticos tradicionais nao

podem tratar (ZIEMSKA et al., 2013; FAIR e TOR, 2014).
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Visando solucionar o problema da resisténcia bacteriana, alternativas tem sido
pesquisadas para fazer frente ao problema. Desta forma, as bacteriocinas, a exemplo da nisina,
sao consideradas alternativas potenciais como antibidticos por apresentarem baixa toxicidade
e capacidade inibidora conhecida (COTTER et al., 2013; ZIEMSKA et al., 2013).

Combinagdes entre antimicrobianos, como a nisina e farmacos tradicionais, podem
contribuir para redu¢do do problema da resisténcia bacteriana, pois visam novos alvos de acao
de droga, bem como reduzir a toxicidade e as concentragdes necessarias. O efeito sinérgico
entre dois antimicrobianos se torna interessante, pois a utilizagdo de uma dose mais baixa no
tratamento de doencas infeciosas ndo s6 reduz o custo e toxicidade, mas também pode
retardar o desenvolvimento da resisténcia aos antibioticos (RISHI et al., 2014; JORGE et al.,
2017).

No entanto, a elucidacdo dos mecanismos de a¢do desses novos antimicrobianos, e
como podem afetar o metabolismo da célula bacteriana, ¢ uma etapa importante para o
desenvolvimento de novos farmacos. Estudos mostram que as respostas bacterianas a
antimicrobianos ndo se limitam a alguns alvos moleculares especificos e sim a processos
bioldgicos diferentes na célula. Abordagens protedmica e outros estudos de mecanismos de
acao podem potencialmente fornecer uma visao mais abrangente das respostas bacterianas aos
estudos com novos antimicrobianos (JIA et al., 2009; LIMA et al., 2013).

O objetivo deste trabalho foi analisar mecanismos de acao de fArmacos antibacterianos
tradicionais, nisina e combinagdes sobre linhagens padrdes ATCC (American Type Culture
Collection) de Staphylococcus aureus Meticilina Resistente (MRSA) e Pseudomonas
aeruginosa bem como as respostas destas bactérias pela analise da atividade de algumas
enzimas antioxidantes, alteragdes na morfologia das células e a analise comparativa do

proteoma dos patdogenos expostos a concentragdes subletais dos antimicrobianos.
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7. Consideracdes finais

O efeito sinérgico da nisina com os farmacos testados sugere uma alternativa potencial
na busca de farmacos e novos alvos antimicrobianos que visam diminuir ou amenizar o
problema de resisténcia bacteriana, tornando-se terapias importantes no tratamento das
doengas infeciosas para as bactérias estudadas.

O estudo do metabolismo da bactéria implica diferentes vias e mecanismos de agdo no
tratamento de doencas infeciosas. Foi analisado como os antibacterianos testados, e suas
combinagdes, afetam estruturalmente o micro-organismo, como podem influenciar no
aumento do estresse oxidativo e produg¢do das ERO, como podem provocar a inibi¢do do
crescimento bacteriano ou mesmo induzir sua morte, € finalmente como ativam mecanismos
de respostas ao estresse por afetar a expressdo génica e consequentemente, causar disturbios
nas mais diversas rotas metabodlicas da bactéria.

Através das analises do perfil protéico de patdgenos importantes como Staphylococcus
aureus (MRSA) e Pseudomonas aeruginosa, pdde-se afirmar que as alteracdes causadas pelos
tratamentos com a combinacdo de antimicrobianos indicaram interferéncia nos diferentes
processos bioldgicos e sendo como uma resposta global ao tratamento utilizando combinagdes
de antimicrobianos com mecanismos de ac¢ao distintos.

O sinergismo entre antimicrobianos pode ter um enorme valor, em termos de reducao
na probabilidade do desenvolvimento de resisténcia bacteriana devido a utilizacdo de dois
mecanismos distintos de a¢do antimicrobiana, pois como visto em nosso estudo, por mais que
a bactéria expresse algumas proteinas relacionadas a resisténcia, ou na tentativa de inibicao do
antimicrobiano, ele pode agir através de outra via e/ou mecanismo. Além disso, as terapias
combinatdrias com bacteriocinas podem ampliar os espectros antibacterianos, reduzir a
concentragdo de um antibidtico necessario para tratamentos eficazes na medida em que os
efeitos colaterais potencialmente toxicos ou adversos podem ser reduzidos ou minimizados.

As vantagens das bacteriocinas incluem natureza peptidica e sintese ribossomica a
partir de outro micro-organismo, o que as tornam acessivel a estratégias de biotecnologia e
bioengenharia. Opcdes terapéuticas alternativas, como o uso de antimicrobianos em

combinag¢do com bacteriocinas devem ser explorados.
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