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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 biolodgicos 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 a¢ao
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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2. Revisao de literatura

2.1 Resisténcia bacteriana e patégenos causadores de infec¢oes

Os medicamentos antibacterianos tém sido usados para tratar doengas infecciosas,
porém com o uso intenso e/ou indevido, as bactérias responderam aumentando a
complexidade de seus mecanismos de resisténcia. Esta resisténcia acontece em decorréncia da
habilidade da populacdo bacteriana de se adaptar, sofrendo um processo seletivo decorrente
da conhecida sele¢@o natural (SANTOS, 2004).

Esta resisténcia bacteriana geralmente também ¢ resultante de falhas no tratamento do
paciente como, por exemplo, a prescricao incorreta de um antibacteriano. Isso tem sido
associado ao aumento das taxas de mortalidade em pacientes que apresentam especialmente
septicemias cujos agentes etiologicos sdo: Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Enterobacter spp., Enterococcus spp. Bactérias clinicamente
importantes sdo cada vez mais freqiientes nas comunidades,e podem se tornar problemas no
controle de doencas infecciosas, ndo apenas nas instituigdes de saude (TENOVER, 2006;
BUSH et al., 2011).

Os farmacos antibacterianos existentes de forma geral podem agir interferindo na
sintese da parede celular bacteriana, inibindo a sintese de proteinas e outras vias metabdlicas,
e interferindo na sintese dos 4cidos nucleicos (ZIEMSKA et al., 2013).

As bactérias podem desenvolver a resisténcia aos antibidticos como resultado de
varios mecanismos decorrentes de mutagdo e sele¢do natural. As cepas de bactérias que
possuem genes com mutagdes relacionadas a resisténcia sao selecionadas através do uso do
antibiodtico, o qual provoca a morte, ou inibi¢do da multiplicagcdo das cepas susceptiveis mas
ndo as cepas recém-resistentes. As mutagdes espontaneas provocam resisténcia por alterar a
proteina alvo a qual o agente antibacteriano se liga, modificando ou eliminando o local de
ligacdo, produzindo enzimas que inativam o agente antimicrobiano, minimizando ou
alterando um canal de proteina de membrana externa que o medicamento requer para a
entrada de células ou ainda aumentando a acdo das bombas de efluxo que expulsam a droga
do interior das células bacterianas. As bactérias podem também desenvolver a resisténcia aos
antibidticos pela transferéncia horizontal de genes de resisténcia, com consequente
recombinacdo genética, ocorridas durante os processos de conjugacdo, quando a bactéria

doadora transfere o plasmideo contendo os genes de resisténcia para uma bactéria receptora,
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geralmente por pili (Gram-negativas) ou simples contato entre as células (Gram-positivas);
transformagdo, quando uma bactéria incorpora fragmentos de DNA solivel no meio de outra
bactéria que sofreu lise celular ou transducdo, quando os genes de resisténcia sao transferidos

por bacteriéfago (TENOVER, 2006; RODRIGUEZ-ROJAS et al., 2013).

2.1.1 Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

Staphylococcus aureus € uma bactéria patogé€nica oportunista, geralmente encontrada
na microbiota normal do trato respiratorio superior, na pele, ¢ também em alimentos. E um
bacteria Gram-positiva de grande importancia devido a sua alta incidéncia bem como a
aquisicdo de resisténcia aos antibioticos. E responsavel por um amplo espectro de doengas,
variando de infec¢des cutaneas locais benignas a infecgdes mais severas. Infecgdes
estafilocdcicas representam desafios para clinicos, particularmente quando se trata de doengas
graves, tais como bacteremia, pneumonia e infec¢des de pele (FRANCOIS et al., 2010;
MADIGAN et al., 2010).

O progresso nas técnicas de biologia molecular permitiu a identificagdo de genes e
proteinas que sdo responsaveis pela viruléncia da bactéria e, consequentemente, para o
aumento a resisténcia (RAYGADA e LEVINE, 2009).

A resisténcia a penicilina foi detectada logo ap6s o inicio de seu uso em de 1940. Essa
resisténcia foi mediada pela aquisi¢do de genes que codificavam enzimas chamadas beta-
lactamases. Na década de 50, cepas produtoras de penicilinases passaram a predominar dentre
aquelas isoladas de pacientes hospitalizados. Em 1960, a meticilina foi lancada no mercado
como alternativa terap€utica para cepas produtoras de penicilinase, uma vez que essa droga
ndo sofre acdo dessa enzima. Porém, j4 em 1961, relatos de cepas também resistentes a
meticilina passaram a ser descritos e foram identificados os denominados Staphylococcus
aureus resistentes a meticilina (MRSA). Até o final da década de 70, a prevaléncia de MRSA
era considerada esporadica, porém agora estd entre as principais bactérias que causam
morbidade e mortalidade em todo o mundo (NAZARI et al., 2015).

O mecanismo de resisténcia de MRSA estd relacionado a alteracdo de proteinas
ligadoras de penicilina (PBP) codificadas pelo gene mecA e sem relagdo com a producao de
beta-lactamases. A presenca da PBP2a faz com que a meticilina e os compostos penicilinase-
resistentes tenham baixa afinidade pelo local de ligagdo na bactéria (parede celular) e por

consequéncia deixem de ser efetivos na parede bacteriana (NAZARI et al., 2015).
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MRSA est4d cada vez mais implicado em infec¢des potencialmente letais adquiridas
em hospital, cepas chamadas HA-MRSA; porém algumas das cepas de MRSA sdo
encontradas em pacientes fora do ambiente hospitalar, em pacientes que nao se submeteram a
procedimentos médicos como didlise, cirurgia ou cateter. As cepas chamadas comunidade-
adquiridas (CA-MRSA) carrespondem aquelas cujas doencas ocorrem fora do ambiente
hospitalar (DELANEY et al., 2008).

Portanto, novas estratégias terapéuticas sao necessarias para diminui¢ao da resisténcia
relacionada a MRSA, pois algumas cepas vém apresentando resisténcia ao tratamento com
vancomicina, cuja utilizacdo somente ocorre como ultima alternativa de tratamento. Além
disto, a compreensdo da fisiologia celular, mecanismo e alvos de acdo de farmacos
antibacterianos, sdo necessarias para desenvolvimento de novos antibacterianos (BECHER et

al., 2009).

2.1.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria Gram-negativa, oportunista que causa
doengas principalmente em individuos com baixa resisténcia, ou ainda que estdo
imunossuprimidos. Est4 frequentemente associada a doengas dos tratos urinario e respiratdrio
em humanos, podendo causar complicacdes sistémicas e pulmonares, especialmente em
pacientes com fibrose cistica. E normalmente encontrada no ambiente hospitalar podendo
facilmente infectar pacientes submetidos a tratamentos para outras doencas, acarretando as
chamadas doencas nosocomiais (MADIGAN et al., 2010), sendo responsavel por cerca de
10% das infec¢des hospitalares no mundo todo. De acordo com os ultimos relatérios do CDC
(CENTER FOR DISEASE CONTROL AND PREVENTION, 2017) foi relatado ocorréncia
de aproximadamente 51.000 casos anuais de doengas associadas a P. aeruginosa nos Estados
Unidos dos quais cerca de 6.000 (13%) foram causadas por cepas multirresistentes
correspondendo a cerca de 400 mortes.

O aumento de cepas resistentes de P. aeruginosa foi avaliado pelo CDC como risco
de ameaca grave no relatério de resisténcia aos antibidticos, devido ao surgimento de cepas
resistentes a antibidticos como a colistina (Polimixina E), considerada a ultima opg¢do de

tratamento contra cepas multirresistentes. Estudos mostraram que a resisténcia a colistina ja
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foi relatada em varios paises como a Dinamarca, Reino Unido e Australia (DENTON et al.,
2002; SABUDA et al., 2008)

Comparado com outros micro-organismos patogénicos, a erradicagdo de P.
aeruginosa ¢ muito dificil, pois apresenta alta resisténcia intrinseca a uma grande variedade
de farmacos antibacterianos, incluindo os aminoglicosideos, as fluoroquinolonas e beta-
lactamicos, devido a baixa permeabilidade da membrana externa da parede bacteriana, o que
limita a taxa de penetragao de moléculas destes nas células, fazendo com que os mecanismos
secundarios de resisténcia adaptativa funcionem de forma mais eficiente (BREIDENSTEIN et
al., 2011).

Os seus fatores de viruléncia, especialmente as exotoxinas e as proteases, causam
danos extensivos ao tecido hospedeiro. Outro fator que confere resisténcia aos antibidticos ¢ a
formagdo de biofilme, que permitem estas bactérias colonizarem dispositivos médicos como
cateteres, bem como as vias aéreas de pacientes com fibrose cistica. No caso das infecgdes
pulmonares cronicas na fibrose cistica, o biofilme esta associado a dificil erradicagdo de P.
aeruginosa, pois normalmente sdo resistentes aos antibidticos e aos sistemas de defesa do
hospedeiro (CHATTERIJEE et al., 2016; SHAFIEI et al., 2017). A resisténcia dos biofilmes
ao tratamento antibidtico estd associada a varios mecanismos como a penetragdo limitada
desses compostos no biofilme e crescimento lento de células sésseis (HOIBY et al., 2010).

Considerando os muitos problemas relacionados a resisténcia de P.aeruginosa e a
presenca de biofilme, sdo necessarios estudos para procura de novos alvos e medicamentos
que atuem de forma eficaz e segura na sua dispersdo, pois uma vez que um biofilme foi
disperso, as bactérias planctonicas tornam-se rapidamente suscetiveis aos antibidticos

convencionais (DAVIES, 2003; SHAFIEI et al., 2017).

2.2 Antimicrobianos naturais

A resisténcia aos muitos farmacos antibacterianos, fez com que aumentasse a procura
por opcdes para o tratamento de doencas infeciosas, visando acrescentar estas novas opgdes
ao arsenal terapéutico. Assim, pesquisas sobre novas substancias antimicrobianas (peptideos
antimicrobianos, bacteriocinas, bacteriéfagos, oOleos esséncias, extratos vegetais) se
apresentam como opgdes no tratamento de doengas infeciosas bem como tornando-se
alternativas para também amenizar o problema de resisténcia (COS et al., 2006; ZIEMSKA et

al., 2013).
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Muitos estudos foram realizados nos Uultimos anos objetivando desenvolver
alternativas para o tratamento doencas infeciosas em humanos, animais e relacionadas a
industria de alimentos. Essas pesquisas avaliaram a agdo antimicrobiana de produtos de
origem natural para desenvolvimento de novos farmacos e também de aditivos alimentares
(ANDRADE et al.,, 2014; BARBOSA et al.,, 2014; FERNANDES JUNIOR et al., 2014;
FURTADO et al., 2018).

A terapia combinada de antimicrobianos também se mostra interessante no tratamento
de doengas infeciosas e pela tentativa de neutralizar e/ou reverter os mecanismos de
resisténcia, além de possibilitar reducdo na dose prescrita e amenizar possivelmente os efeitos
colaterais do uso do farmaco. Geralmente, as combinag¢des de medicamentes podem ter
efeitos sinérgicos, aditivos e antagdnicos, dependendo das combinagdes utilizadas. Os efeitos
sinérgicos sao os desejaveis (ALEKSHUN e LEVY, 2007). As intera¢des sinérgicas podem
ocorrer entre antibioticos, ou entre compostos naturais e farmacos ja utilizados e reconhecidos
pelo seu potencial na industria farmacéutica (BETONI et al., 2006; HEMAISWARYA et al.,
2008; ALBANO et al., 2016; ALVES et al., 2016).

2.2.1 Bacteriocinas

As bacteriocinas sdo definidas como peptideos antimicrobianos ribossomicamente
sintetizados e secretados por bactérias que inibem ou matam outros micro-organismos
(OYSTON et al., 2009). As bacteriocinas foram primeiramente identificadas por Gratia
(1925) como uma proteina antimicrobiana produzida por Escherichia coli e chamada colicina.
O interesse em bacteriocinas produzidas por micro-organismos tem aumentado devido a suas
caracteristicas e espectro de agdo (BALCIUNAS et al., 2013).

Os fatores que determinam os mecanismos de acdo das bacteriocinas dependem das
caracteristicas da membrana citoplasmatica e da natureza fisico-quimica do peptideo que
forma tal bacteriocina (LIANG e KIM, 1999; SUN et al., 2009). Estudos foram realizados
com o objetivo de identificar novas bacteriocinas com uso em diversas areas (ZENDO, 2013).

Alguns antibidticos, assim como as bacteriocinas, também siao produzidos por
bactérias, porém diferem das bacteriocinas por serem metabolitos secundarios sintetizados por
enzimas, enquanto as bacteriocinas sdo ribossomicamente sintetizadas na fase log do

crescimento bacteriano. Outra diferenga ¢ que as bacteriocinas ndo alteram a microbiota
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intestinal humana, pois sdo digeridas por enzimas como pepsina e tripsina (COTTER et al.,
2013).

Muitas bacteriocinas t€ém uma alta especificidade e atividade contra alvos clinicos e
apresentam mecanismos de acdo, distintos dos antimicrobianos atuais. Embora conhecidas
pelo seu amplo espectro de agdo, existem também potentes bacteriocinas com espectros
estreito que podem controlar patdégenos direcionados sem afetar negativamente as populagdes

comensais (REA et al., 2010; COTTER et al., 2013).

2.2.2 Nisina

A nisina ¢ uma bacteriocina da classe dos lantibioticos produzida por linhagens de
Lactococcus lactis subsp. lactis, bactéria amplamente utilizada na industria de alimentos
como cultura starter na composicao de fermentos lacticos para o processamento de queijos. A
introducgdo da nisina para uso comercial ocorreu na Inglaterra em 1953 e no ano de 1988 foi
aprovada pelo Food Drug and Administration (FDA, 6rgao regulador dos EUA) para o uso
como conservante em alimentos e reconhecida como GRAS (Generally Recognized as Safe),
tornando-se a primeira bacteriocina aprovada para uso comercial em aplicagdes alimentares
no processamento de leite e derivados. Tem seu uso aprovado em mais de 50 paises
(WILLIAMS e DELVES-BROUGHTON, 2003; COTTER, 2005; DEEGAN et al., 2006). No
Brasil, a nisina teve seu uso aprovado pela ANVISA para uso como conservante natural de
produtos de natureza bioldgica (queijos, carnes) em janeiro de 1996 (ANVISA).

Estruturalmente, a nisina consiste num pequeno polipeptidio formado por 34
aminoacidos e cinco anéis internos envolvendo pontes dissulfeto intracadeia. Possui os
residuos atipicos de dehidroalanaina e dehidrobutirina, além dos anéis de lantionina e f-metil-
lantionina j& caracteristicos dos lantibioticos (Figura 1) (WILLIAMS e DELVES-
BROUGHTON, 2003; COLLINS et al., 2011) .
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Figura 1: Estrutura quimica da nisina. Fonte: PIPER et al., 2009.

Lantibidticos sao peptideos antimicrobianos policiclicos produzidos por uma
variedade de bactérias Gram-positivas contendo aminoacidos incomuns que contém como
caracteristica principal a presenca de lantionina. (COTTER, 2005; HASPER et al., 2006;
DALY et al.,, 2012). O efeito antibacteriano da nisina se deve as interacdes com oS
fosfolipidios que compdem a membrana citoplasmatica, ocasionando a formagao de poros e
consequentemente efluxo de constituintes essenciais da célula como aminoécidos, ions de
potassio ¢ ATP, o que provoca paralisagdo de todos os processos biossintéticos celulares
(BONEV et al., 2004; COTTER, 2005).

A alta eficiéncia para a formagdo destes poros ¢ o resultado de um mecanismo
exclusivo envolvendo o precursor da parede celular chamado lipideo II, o qual aumenta
significativamente a afinidade entre nisina e membrana, e forma poros na membrana de
maneira integral. A nisina também pode agir nas bactérias inibindo a sintese da parede
celular, devido a alta afinidade de nisina pelo lipideo II (Figura 2) (WIEDEMANN et al.,
2001).

As bactérias Gram-negativas sao menos sensiveis a acao da nisina devido a sua parede
celular atuar como uma barreira impermeavel que dificulta a passagem das moléculas da
nisina. A superficie normalmente anidnica de bactérias Gram-negativas tem uma tendéncia
natural de ligacdo com a nisina, a qual ¢ cationica. Assim, havendo esta liga¢ao da nisina
com a membrana externa da parede de Gram-negativas por ligagdes eletrostaticas, impede o
acesso desta substancia a membrana plasmatica, local de acdo da nisina, justificando assim a
resisténcia frente a este peptideo (HELANDER e MATTILA-SANDHOLM, 2000).

As bactérias Gram-negativas, podem se tornar sensiveis a acdo da nisina com a acao
conjunta e exposi¢do a agentes quelantes que removem os ions da parede celular tornando-as

mais sensiveis a acdo da nisina. Um exemplo de agente quelante possivel ¢ o uso de EDTA
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(4cido etilenodiamino tetra-acético) num sistema de tampao simples (ELLIASON e TATINI,

1999).
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Figura 2: Modo de acdo da nisina. Fonte: COTTER (2005)

Estudos destacam a importancia da nisina como aditivo alimentar, seja quando

utilizada sozinha ou em combinagdes com outros antimicrobianos. Alves et al., (2016)

investigaram a atividade antimicrobiana de nisina combinada com compostos isolados de

Oleos essenciais frente a patdogenos alimentares no leite de vaca e verificaram reducdo na

contagem bacteriana de Listeria monocytogenes quando o leite recebeu a adicdo de

combinagdes testadas durante periodo de seis dias que compreendeu o tratamento realizado.

Autores destacaram

sinergismo e atividade antibacteriana da combinacdo entre nisina € o

timol (composto fendlico do grupo dos monoterpenos).

Em estudo com E. coli O157:H7, Alba et al.,( 2013) reportaram que a nisina foi capaz

de promover redu¢do na contagem desta bactéria quando inoculada em presunto defumado
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associado ao processo de conservacdo por alta pressdo (embalagem a vacuo).Os resultados
obtidos revelaram que, embora a concentragdo de nisina a 100 Ul/g, isoladamente, ndo tenha
sido capaz de reduzir a contagem bacteriana, quando associada com alta pressdao houve
redu¢do de 3 unidades logaritmicas.

Quanto aos testes sobre patdégenos alimentares utilizando combinagdes com outros
antimicrobianos naturais, a acao antibacteriana da nisina vem sendo estudada com resultados
satisfatorios, o que tem estimulado tambem estudos para verificar a eficacia da nisina sobre
patogenos humanos. Assim, Piper et al., (2009) verificaram que a nisina foi especialmente
eficaz sobre o crescimento de Enterococcus vancomicina resistente (VRE) e concluindo ser a
atividade antimicrobiana da nisina uma alternativa promissora para uso como antibiotico. Em
estudo anterior, Severina et al., (1998) mostraram que a nisina apresentou efeito frente a um
grande numero de patdgenos isolados de infecgdes hospitalares como Staphylococcus aureus
resistente a meticilina (MRSA), Streptoccoccus pneumoniae € Enterococcus Vancomicina
resistente (VRE).

Estudos indicaram também acdo das combinacdes da nisina com antibidticos
tradicionais e ocorréncia de efeitos sinérgicos quando testadas sobre bactérias de interesse
clinico (BRUMFITT et al., 2002; SINGH et al., 2014).

Okuda et al. (2013), relataram atividade antibiofilme da nisina sobre o biofilme
produzido por MRSA em dispositivos médicos quando em combinagdo com antibidticos
tradicionais a exemplo da vancomicina e a ciprofloxacina.

No entanto, pesquisas mostram que a acdo antibacteriana pode ser eficaz também
contra bactérias Gram-negativas (GOLDSTEIN et al., 1998; VAN STADEN et al., 2012;
SHIN et al., 2016). Rishi et al., (2014) investigaram a interacdo entre nisina e beta lactamicos
sobre isolados clinicos de Salmonella Typhi utilizando o método de curva de sobrevivéncia
(time kill curve) e verificaram interagao positiva nas combinagdes entre a nisina e os fAirmacos
antibacterianos testados, concluindo que esses possivelmente atuaram como agente quelantes

de ions metalicos facilitando a a¢ao da nisina frente a uma bactéria Gram-negativa.

2.3 Estresse oxidativo em bactérias

Os farmacos antibacterianos induzem mudangas no metabolismo bacteriano com
formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) que, se ndo controladas pelo sistema
antioxidante, desempenham um papel decisivo na morte celular (DWYER et al., 2009). Os

peptideos antimicrobianos também podem induzir o estresse oxidativo nas bactérias.
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Miyamoto et al. (2015), analisaram o proteoma de Listeria monocytogenes exposta ao
tratamento com nisina e encontraram uma abundancia maior de catalase ¢ ferritina em relagao
a bactéria nao tratada. Atribuiram essa maior quantidade de enzimas antioxidantes a
capacidade da nisina na indugcdo de poros na membrana e consequente desiquilibrio
eletrolitico, o qual desencadeia a reacdo de elétrons livres com atomos de oxigénio levando a
formagao das ERO.

Em bactérias, a maioria das ERO ¢ derivada da reducdo sequencial do oxigénio
molecular catalisado pelas enzimas da cadeia respiratoria, associadas a membrana plasmatica.
Na Escherichia coli, por exemplo, a cadeia respiratoria é responsavel por 87% da produgao de
H,0, (CABISCOL et al. 2000).

Respostas ao estresse oxidativo em bactérias podem ser provocadas por alteragdes nos
parametros de crescimento celular, mudancas de pH e temperatura e na adi¢do de agentes
exdgenos como os antibioticos e antimicrobianos que podem ser tOxicos para o micro-
organismo, podendo elevar os niveis das ERO e consequentemente causando um aumento das
enzimas antioxidantes como a catalase (CAT), superdxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GSH-Px) em resposta a esse estresse (ALBESA et al., 2004; BECERRA et al.,
2006; PAEZ et al., 2013).

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante de um organismo devido a uma
geracdo excessiva de radicais livres ou em detrimento da velocidade de remoc¢ao dos mesmos
(CASH et al., 2007).

O oxigénio ¢ essencial para a maioria dos organismos vivos, pois estes utilizam de
oxigénio no processo de oxidacdo de nutrientes para obtencdo de energia necessaria na forma
de ATP durante o processo de fosforilagdo oxidativa, que reduz O, em molécula de agua. Os
subprodutos reativos do oxigénio (ERO) como radical anion superoxido (O;’), perdxido de
hidrogénio (H»O:) e radical hidroxila (OH) sdo gerados continuamente em células cultivadas
em aerobiose em processos como a oxidagcdo de pequenas moléculas e pelo desligamento de
elétrons da cadeia transportadora de elétrons.

As ERO podem alterar a estrutura dos componentes celulares como lipideos,
proteinas a e acidos nucleicos se ndo forem metabolizadas espontaneamente ou através do
sistema antioxidante e acabam acumuladas pela célula. As ERO oxidam diretamente os acidos
graxos poliinsaturados na membrana e iniciam um processo chamado de lipoperoxidagao.
Como consequéncia da peroxidacdo lipidica ocorrem transtornos nas funcdes exercidas pela

membrana plasmatica alterando suas propriedades como a seletividade, transporte, diminuicao
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na fluidez, extravasamento do conteudo citoplasmatico e até a formagdo de produtos toxicos
como o malonaldeido que culmina na morte celular (CABISCOL et al. 2000). Os produtos
primarios formados da lipoperoxidagdo sdo os chamados hidroperdxido de lipideo (HL) e sua
permanéncia na célula indica a ndo catalisacao pelas enzimas antioxidantes (GRANDGIRA et

al., 1999).

2.4 Protedomica

A protedmica consiste de estudo sobre um conjunto de dados das proteinas expressas
decorrente de um determinado genoma, seja de uma célula, tecido ou organismo. Nesta
analise sdo estudados os niveis de expressdo, fungdes, modificagdes pods-traducionais,
interagdes entre proteinas e mecanismos regulatorios de uma amostra complexa. Ao contrario
do genoma que ¢ estavel, o proteoma de um organismo pode se modificar dependendo das
condigdes e estimulos a qual é exposto, se tornando dindmico e apresentando seu perfil
modificado a cada fase do estudo ou tratamento (PANDEY ¢ MANN, 2000; BARBOSA et
al., 2012). Mais de um milhdo de diferentes tipos de proteinas estdo presentes nas células, nos
tecidos e nos fluidos corporais em condigdes ou momentos distintos (NORREGAARD
JENSEN, 2004).

As respostas de bactérias ao estresse causado pela presenca de um antibacteriano nao
se limitam a alguns alvos moleculares exclusivos ou que estejam diretamente relacionados aos
mecanismos antimicrobianos de resisténcia, mas sim por um conjunto mais amplo de
respostas transcricionais, desencadeado por um grande numero de genes e proteinas
envolvidas (LIU et al., 2016). A abordagem de protedmica pode potencialmente fornecer uma
visdo mais abrangente sobre o mecanismo de agdo de antimicrobianos, devido as respostas
geradas pelo micro-organismo.

A caracterizacdo de agentes patogénicos bacterianos e¢ de doengas infecciosas
utilizando a protedmica comparativa correlacionada com a espectrometria de massa e a
bioinformatica, j& vem sendo realizada inclusive como rotina. Essa nova abordagem
molecular pode ser considerada no estudo de micro-organismos patogénicos visando a
avaliacdo dos perfis de proteinas em resposta aos varios mecanismos; para obter informacdes
dos processos de resisténcia e sensibilidade a antibioticos, bem como as suas vias alvos; para
esclarecer quais proteinas estdo envolvidas em rotas metabolicas relacionadas a diferentes

processos celulares, assim como o processo de estabelecimento e progressdo de doengas
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infecciosas. Estas informag¢des podem contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas e de agentes antimicrobianos (RONCADA et al., 2009; FRANCOIS et al., 2010).

Na microbiologia clinica, a metodologia de protedmica tem sido utilizada em estudos
sobre fatores de patogenicidade, diagnostico, desenvolvimento de ferramentas soroldgicas,
vacinas e novos antimicrobianos (FOURNIER e RAOULT, 2011). A identificagdo das
interagcdes entre proteinas ndo ¢ importante apenas para a compreensao da biologia da
infec¢do, mas também pode apontar novos alvos terapéuticos (JEAN BELTRAN et al., 2017).

Jenkins et al. (2013) investigaram, por analise protedmica, os fatores de viruléncia de
MRSA tratado com um potencial agente antimicrobiano natural, conhecido como mel
manuka, e associaram as proteinas diferentemente expressas em relagdo ao controle com a
inibi¢do dos fatores de viruléncia. Miyamoto et al., (2015) pesquisaram os mecanismos de
acdo, respostas bacterianas e processos bioldgicos de Listeria monocytogenes tratada e nao
tratada com concentragdes subletais de nisina pela diferenciagdo da expressdo de proteinas e

concluiram que a agdo da nisina provoca estresse celular e danos nas células bacterianas.
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3. Objetivos

3.1 Objetivo geral

Verificar a atividade antibacteriana de combinagdes entre nisina ¢ antibioticos tradicionais
utilizados nos tratamentos de doencas infecciosas e investigar possiveis alvos e mecanismos

de acdo em cepas padrao de Staphylococcus aureus MRSA e P.aeruginosa.

3.2 Objetivos especificos

- Testar a acgdo antibacteriana e potencial sinérgico entre nisina e seis farmacos
antibacterianos: tetraciclina, vancomicina, polimixina B, cefalotina, ciprofloxacina e oxacilina
frente a cepas padrdo de Staphylococcus aureus MRSA (ATCC 33591) e Pseudomonas

aeruginosa (ATCC 27853) pela metodologia de curva de sobrevivéncia;

-Determinar as atividades de enzimas antioxidantes e perfil prot€ico das cepas bacterianas
padroes mencionadas quando testados individualmente e em combinagdes dos
antibacterianos (nisina/oxacilina para MRSA, nisina/ciprofloxacina para P. aeruginosa) em

concentragodes subinibitorias;

- Verificar altera¢des na morfologia das células por microscopia eletronica de transmissao das
bactérias padroes mencionadas também quando testados individualmente e em combinagdes
dos antibacterianos (nisina/oxacilina para MRSA, nisina/ciprofloxacina para P. aeruginosa)

em concentragoes inibitdrias;



30

4. Materiais e Métodos

4.1 Linhagens bacterianas e Antibacterianos

Foram testadas linhagens padroes American Type Culture Collection (ATCC) de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (ATCC 33591) e Pseudomonas
aeruginosa (ATCC) 27853. A bacteriocina nisina,(nisin from Lactococcus lactis, N5764) foi
obtida da empresa Sigma Aldrich®. Os antibidticos: tetraciclina, vancomicina, polimixina B
,cefalotina, ciprofloxacina,e oxacilina, foram obtidos na forma de sais da empresa
Farmacéutica Teuto/Pfizer. Os farmacos utilizados foram escolhidos de acordo com a
sugestdo de uso no tratamento de doencas infeciosas, no caso especifico da oxacilina a
escolha se deve a resisténcia de MRSA a oxacilina e como essa poderia agir em combinagao

com a nisina frente a MRSA.

4.2 Determinacdo da Concentra¢ao Inibitéria Minima (CIM) e da Concentragao

Subletal Maxima (CSM)

As cepas de MRSA e P. aeruginosa, mantidas em estoque a -80° C, foram inoculadas
em Brain Heart Infusion (BHI-Difco), incubadas a 35° C/18-24 horas e preparadas suspensdes
padronizadas na escala 0,5 de MacFarland. Para a obteng@o da concentragao inibitoéria minima
(CIM) e concentragdo subletal méaxima (CSM) de tetraciclina, vancomicina, polimixina B,
cefalotina, ciprofloxacina, oxacilina e nisina, foram realizados os ensaios de sensibilidade de
acordo com a metodologia REMA (Resazurin Microtiter Assay) (MARTIN et al., 2003;
CLSI, 2015) e microdilui¢do em microplacas de 96 pocos contendo meio de Mueller Hinton
Caldo II (MHC 1II - Difco). Foram preparadas concentragdes variando entre 0,125 pg/mL e
2048 pg/mL e indculo bacteriano inicial ao redor de 10° UFC/mL. Apos 35° C/18-24 horas,
foi realizada a leitura com a adi¢do de 50 pl de resazurina 0,01% nos respectivos well das
microplacas ap6s 30 minutos. Neste método, a resazurina quando adicionada e hd mudanca da
cor original violeta para vermelha, significa que houve crescimento bacteriano no well.
Assim, a ultima concentragdo em que se verificou crescimento bacteriano (cor vermelha) foi

considerado como a CSM, enquanto que o primeiro em que ndo houve crescimento (cor
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violeta) foi considerado como sendo a concentragdo inibitdria minima (CIM). Os ensaios
foram realizados em triplicata, bem como os controles positivos e negativos para cada

bactéria.

4.3 Curva de sobrevivéncia

O sinergismo entre nisina e oxacilina foi verificado de acordo com os ensaios de curva
de sobrevivéncia. As linhagens foram padronizadas na escala de 0,5 de MacFarland e
incubadas numa concentra¢do ao redor de 10° UFC/mL em tubos de ensaio contendo 5 mL de
MHC 1I, juntamente com os compostos antimicrobianos testados no seus valores
equivalentes de CIM obtidos previamente para cada bactéria testada separadamente, ou seja,
para nisina, ciprofloxacina, oxacilina, tetraciclina, vancomicina, cefalotina e polimixina B
bem como em combinagdes nas concentragdes de 4 CIM de nisina + %4 CIM do farmaco
testado.

Foram tomadas aliquotas das culturas durante 24 horas (nos tempos: 0, 2, 4, 6, 8,12 ¢
24) e semeadas em placas de BHI (Brain Hearth Infusion-Difco) e incubadas por 24 horas/37°
C. Ap6s a incubacdo foram realizadas contagens das unidades formadoras de colonia (UFC) e
os valores transformados nos respectivo log de UFC/mL objetivando constatar sinergismo
entre os compostos testados, ou seja, se houve reducao de 2 ou mais unidades logaritmicas de
UFC/ml em relagdo ao indculo inicial) (ROCHON-EDOUARD et al., 2000) bem como se

esta interagdo de sinergismo mostrava acao bactericida ou bacteriostatica.

4.4 Extracio de proteinas e quantificacao

Para MRSA, foram extraidas proteinas da bactéria cultivadas sem qualquer adi¢do de
antimicrobianos (controle) e cultivadas juntamente com antimicrobianos, sendo estes
tratamentos correspondentes as respectivas CSM isoladamente para nisina e oxacilina e em
combinag¢do corresponde a valores de 4 CSM nisina e %4 CSM oxacilina. No tratamento para
P. aeruginosa, os ensaios foram semelhantes, porém apenas diferente a droga testada que
neste caso foi a ciprofloxacina, ou seja, controle, nisina, e ciprofloxacina nas respectivas CSM
e combinacao de nisina e ciprofloxacina nas proporgdes de 4 de CSM.

As cepas de MRSA e P. aeruginosa foram inoculadas em Brain Heart Infusion (BHI),
incubadas a 35° C/18-24 horas e padronizadas na escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 10

UFC/mL). Feita a padronizagdo, as bactérias foram incubadas em frascos Erlenmeyers de
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vidro contendo 800 mL de MHCII por 37° C/18 horas nas concentragdes subletais maxima
(CSM) de cada antimicrobiano testado.

Apos o periodo de incubagdo, as células foram colhidas por centrifugagcdo por 7
minutos, 10.000 g, a 4° C. Os pellets bacterianos foram suspendidos e lavados trés vezes com
tampao fosfato salino (PBS 10 mM, pH 7.4). Na sequencia, os pellets foram re-suspendidos
com solugdo de SDS (1% (w/v) SDS, 100 mM Tris-HCI) para rompimento celular osmotico,
enquanto o rompimento celular mecanico foi realizado por sonicagao segundo Baker et al.
(2002) com modificacdes (utilizou-se uma probe de 3 mm, numa amplitude de 20% durante
30 segundos em banho de gelo, repetido por 10 vezes, com intervalo de 1 minuto entre as
séries - Branson Digital Sonifier). Apo6s a sonicagdo, foram recolhidos os sobrenadantes pela
centrifugacdo das amostras (14.000 x g, 30 min a 4°C) (Adaptado de GORG et al., 2007). Os
extratos proteicos de cada tratamento e controle foram quantificados de acordo com método

de Bradford para criacdo de uma curva através de uma amostra padrao (Bradford, 1976).

4.5 Analise do estresse oxidativo

A andlise do estresse oxidativo foi realizada com as amostras extraidas na etapa

anterior (4.4), que foram utilizadas também para os estudos de analise protedmica.

4.5.1 Determinagdo da concentragdo de hidroperoxido de lipidio

A concentra¢do de hidroperdxido de lipidio (HL) foi determinada de acordo com a
oxidacdo do sulfato ferroso amoniacal (Fe2+) na presenga de alaranjado de xilenol, acido
sulfurico e butilato hidroxitolueno (BHT) em metanol a temperatura ambiente. O Fe3+ reage
com alaranjado de xilenol e forma cromdgeno, cuja intensidade de coloracao foi medida no

espectrofotometro (JIANG et al., 1991).
4.5.2 Determinacdo da atividade da glutationa peroxidase

A atividade da glutationa peroxidase (GSH-Px) foi realizada de acordo com o método
descrito por Nakamura et al. (1974) e na presenga de peréxido de hidrogénio. A reagdo foi
preparada com tampao fosfato salino, NADPH?2, azida sddica, EDTA, glutationa reduzida
(GSH) e glutationa redutase. A atividade da GSH-Px foi determinada através da oxidacdo do
NADPH2 a 340nm na presenga da glutationa redutase, a qual catalisa a redu¢do da glutationa

oxidada (GSSG).
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4.5.3 Determinacdo da atividade da superoxido dismutase

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada pela técnica de Ewing e
Janero (1995), tendo como base a capacidade da enzima inibir a reducdo do nitroblue-
tetrazolico (NBT) por radicais livres gerados pela hidroxilamina em meio alcalino (pH 10). A
hidroxilamina gera fluxo de O2- do NBT para blue-formazana em temperatura ambiente.
Quando a amostra foi adicionada, a velocidade de redu¢ao do NBT foi inibida, conforme a

porcentagem de SOD presente na amostra.
4.5.4 Determinacdo da atividade da catalase

A atividade da catalase (CAT) foi determinada em tampao fosfato pH 7,0, utilizando
perdxido de hidrogénio (30%) (AEBI, 1974). As leituras foram realizadas a 240 nm em leitor
de microplaca (uQuant-MQX) com controle através de software Gen5 2.0 (Bio-Tec

Instruments, Winooski, Vermont, USA).

4.6 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Apods crescimento overnight em tubos contendo 4 mL de BHI a 37°C, as culturas
bacterianas de MRSA e P. aeruginosa foram colocadas em contato com os antimicrobianos
nisina, ciprofloxacina e oxacilina e as respectivas combinagdes (7 nisina e % oxacilina frente
a MRSA e ' nisina e % ciprofloxacina frente a P.aeruginosa) por um periodo de 4 horas,
usando 1x e 4x o valor total da sua concentrag¢do inibitoria minima (CIM). Posteriormente ao
periodo das 4 horas, foi adicionado 1mL de glutaraldeido a 2,5% em cada ensaio realizado
(controles e tratamentos) para a pré-fixacdo das amostras, seguido de centrifugacdo
(1500g/4°C/20min). O sobrenadante entdo foi descartado e os pellets obtidos foram lavados
por 3 vezes com tampao fosfato 0,1M (pH 7,3) (1500g/4°C/10min), e fixados novamente com
1 ml de glutaraldeido a 2,5% e posteriormente armazenados por 24 horas/4°C (Adaptado de
Barbosa et al., 2015). A pds-fixagdo foi realizada utilizando tetroxido de 6smio (1%) em
tampao fosfato 0,IM (pH 7,3) em contato com as amostras por duas horas, seguido da
desidratacao das mesmas por acetona e impregnacao em blocos de araldite para a obtencao de
cortes ultrafinos. A seguir os cortes foram corados com acetato de uranila e citrato de
chumbo. Por fim as amostras prontas foram analisadas e fotografadas (imagem digital) com
microscopio eletronico de transmissdo (Tecnai Spirit- FEI Company), pertencente ao Centro

De Microscopia Eletronica (CME) do Instituto de Biociéncias de Botucatu.
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4.7 Analise protedmica
4.7.1 Extragdo de proteinas

As anélises protedmicas foram realizadas para as amostras extraidas conforme descrito
no item 4.4 separadamente para cada bactéria testada (MRSA e P. aeruginosa) e respectivos
tratamentos. Para a remocao do detergente, as amostras foram submetidas a eletroforese 1D
(SDS-PAGE). 50 pg de proteina total referente a cada tratamento foram colocadas em gel de
poliacrilamida a 13%. A eletroforese foi realizada em temperatura ambiente em duas etapas:
em gel de empilhamento, 300 V, 20 mA (10 mA por gel) durante 15 minutos e depois em gel
de separagdo, 200 V, 40 mA (20 mA por gel) por 30 minutos em cuba vertical. O gel foi
fixado em 50% [v/v] etanol e 5% [v/v] 4cido acético e em seguida corado com solucdo
0,025% (m/v) Coomassie azul brilhante (50% [v/v] etanol, 5% [v/v] acido acético) por 60
minutos. Posteriormente, o gel foi incubado com solug¢ao descorante (30% [v/v] etanol, 10%
[v/v] &cido acético) (troca de solugdo a cada 10 minutos) e conservado em 7% (v/v) acido

acético (SANTOS et al., 2011).
4.7.2 Digestdo das proteinas em gel

As proteinas separadas do gel foram recortadas e digeridas com tripsina como descrito
em Shevchenko et al., (1996) com modificacdes. As ligagdes dissulfeto foram reduzidas
utilizando ditiotreitol (DTT) em bicarbonato de aménio 100 mM durante 30 minutos em
temperatura ambiente e depois alquilado com iodoacetamida (IAA) 50 mM por 30 minutos
em temperatura ambiente e protegido da luz. Posteriormente os lisados foram submetidos a
digestdo com tripsina (20 ng/ul). A tripsina foi solubilizada em solu¢do de bicarbonato de
amonio 50 mM. As proteinas foram digeridas por tripsina durante a noite durante 18 h a 37 °©
C e a digestao foi interrompida apods a adigdo de 1%(v / v) acido formico para as amostras
(incubacdo durante 1 h) em relacdo ao volume da amostra. Depois a dessalinizagdo das
amostras foi realizada usando cartuchos Sep-PAK Vac C18 (Waters Corp., Milford, MA,
EUA). Os peptideos extraidos foram secos sob vacuo (SpeedVac ™; Thermo Scientific) para
serem redissolvidos em 3% de acetonitrila (ACN) contendo 0,1% de solugdo de 4cido férmico

antes das analises.
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4.7.3 Andlise por espectrometria de massas (LC-MS/MS)

Os peptideos foram separados por gradiente de hidrofobicidade em coluna C18 (100
pum x 100 mm) (Waters) por um cromatdgrafo tipo nano Acquity Ultra Performance LC
(Waters) acoplado a uma interface de ESI nanospray a um espectrometro de massa do tipo Q-
Tof Premier (Waters). Um volume de 4,5uL dos peptideos foram injetados automaticamente
passando primeiramente por uma coluna de trappig Symmetry C18 (180 um x 20mm) para
dessalinizacdo dos peptideos a um fluxo de 5 pL./min durante 2 min. Em seguida, os peptideos
foram carregados para a coluna analitica e eluidos em um gradiente de 0-90% de acetonitrila
contendo acido formico a 0,1% durante 45 min sob fluxo de 0,6 pL/min. As andlises de
espectrometria de massas foram realizadas em triplicata no Laboratorio Nacional de
Biociéncias (LNBio) pertencente ao Centro Nacional de Pesquisa em Energias e Materiais

(CNPEM).

4.7.4 Processamento dos dados

Os arquivos de dados gerados pelo Q-Tof (raw) foram processados em programa
Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ldt.). Para a identificacdo das proteinas foi
utilizado o programa Mascot Server v.2.3.01.0 (Matrix Science Ltda.), tendo como
parametros uma clivagem perdida pela tripsina, modificagdo fixa de carbamidometilagdo,
modificag¢do variavel de oxidacdo da metionina e 0,1 Da de tolerdncia de massas para MS e
0,1 Da de tolerancia de massas. As buscas foram realizadas em dois bancos diferentes de
acordo com a bactéria analisada; para P. aeruginosa utilizando o banco de dados
Pseudomonas sp. 112016 contendo 362.237 sequéncias e 114.334.549 residuos, dados MS /
MS foram submetidos a banco de banco de sequéncia publica de acordo com o algoritmo
estatistico de MASCOT quando a identificacdo da proteina mostrou pontuacdes superiores a
37; para as andlises de MRSA foi utilizado o banco de dados Saureus SProt contendo
11.077 sequéncias e 3,754,158 residuos e dados MS / MS foram submetidos a banco de
banco de dados de sequéncia publica quando a identificagdo mostrou pontuagao superior a 23.
Para a quantificagdo das proteinas os arquivos de cada busca foram transformados em .dat e
carregados no programa de andlise Scaffold Q+ (versdo 4.8.3, Proteome Software) obtendo os
valores de contagem de espectros normalizados para cada proteina identificada. A validagdo
da identificagdo de proteinas foi realizada nos seguintes parametros: minimo de dois

peptideos identificados, probabilidade de identificacdo de peptideo a 90%, e 99% de
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probabilidade de identificagdo de proteina, e os dados foram normalizados pelo fator de
abundancia espectral (NSAF). As diferengas quantitativas entre os grupos foram analisadas
estatisticamente por ANOVA, seguindo de teste t para comparagao entre pares (tratamento e
controle) e fold change (utilizando o controle como amostra de referéncia — bactéria ndo
tratada), considerando-se um nivel de significancia de p < 0,05 e fold change (expressio)
significativo <0,5 e > 2,0. A ontologia génica das proteinas diferenciais foi realizada
utilizando as ferramentas disponiveis no Uniprot (www.uniprot.org) e Panther
(http://pantherdb.org/) nas categorias de processo biologico e fungdo molecular. Os
interatomas dos tratamentos das proteinas expressas diferencialmente foram confeccionados
utilizando-se o software String na taxonomia Staphylococcus aureus e Pseudomonas

aeruginosa (http://string-db.org/).

4.8 Analise Estatistica

As analises estatisticas referentes aos testes de sensibilidade e as analises do estresse
oxidativo foram realizadas utilizando teste Tukey’s e ANOVA; sendo P <0,05, pelo software
GraphPad Prism verdo 5.00 para Windows, GraphPad Software, San Diego California USA,

www.graphpad.com.
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5. Resultados
5.1 Concentrac¢ao Inibitéoria Minima (CIM) e da Concentraciao Subletal Maxima (CSM)

Os valores de CIM e CSM obtidos sao apresentados nas Tabelas 1 e 2. A nisina
apresentou a melhor a¢do antibacteriana frente a MRSA do que frente a P. aeruginosa. Ja o
valor obtido da concentragdo de oxacilina ¢ um dos indicativos de resisténcia da cepa de
Staphylococcus aureus (CLSI, 2015). Importante destacar que estes valores obtidos foram

utilizados para céalculos nas demais etapas deste estudo.

Tabela 1: Concentrag¢do Inibitéria Minima (CIM) dos antibioticos e da nisina (ug/mL; £DP)
dos antimicrobianos frente a Staphylococcus aureus MRSA e Pseudomonas aeruginosa.

Tet Van Pol B Cef Oxa Cip Nis
MRSA 0,125+0,03 1+0,28 16+ 0 4+0 32+4 0,125+£0 256+0
P.aeruginosa 8+0 1024+ 0 0,25+ 0,5 1024+ 0 512+0 0,25+0,1 512+0

*tetraciclina (Tet), vancomicina (Van), polimixina B (Pol B), cefalotina (Cef), oxacilina (Oxa), ciprofloxacina

(Cip) e nisina (Nis).

Tabela 2: Concentracdo Subletal Maxima (CSM) dos antibidticos e da nisina (pug/mL) dos
antimicrobianos frente a Staphylococcus aureus MRSA e Pseudomonas aeruginosa.

Tet Van Pol B Cef Oxa Cip Nis
MRSA 0,0625 0,5 8 2 16 0,0625 128
P.aeruginosa 4 512 0,125 512 256 0,125 256

*tetraciclina (Tet), vancomicina (Van), polimixina B (Pol B), cefalotina (Cef), oxacilina (Oxa), ciprofloxacina

(Cip) e nisina (Nis)

5.2 Curva de sobrevivéncia

Para os testes realizados com a linhagem de MRSA, a nisina testada individualmente,
em valor obtido de CIM, apresentou efeito bactericida tendo zerado a contagem bacteriana de
UFC/mL. Todas as combinagdes entre nisina e antibioticos testadas nas combinagdes de 1/4

de CIM, apresentaram efeito inibidor, sendo alguns com efeito bactericida ou bacteriostatico
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(Figura 3), justificando assim a existéncia de sinergismo, exceto para a combinagdo de

Nis/Tet, cuja reducdo comparada ao inoculo inicial ndo foi maior que 2 log da UFC/mL.

Quanto a P. aeruginosa, o sinergismo nao foi tdo eficiente entre a nisina e

antibacterianos testados. As combinagdes de Nis/Tet, Nis/Vanco, Nis/Cefa, Nis/Oxa nao

apresentaram qualquer efeito sobre a bactéria enquanto as combinagdes de Nis/Pol B e

Nis/Cipro mostraram sinergismo e efeito bactericida durante as 24 horas de experimentacao

(Figura 4).
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Figura 3: Curvas de sobrevivéncia para verificagdo das interagdes entre nisina e os farmacos
antibacterianos: tetraciclina, vancomicina, polimixina B, cefalotina, ciprofloxacina e oxacilina testados
isoladamente (CIM) e em combinagdes (4 CIM nisina + % CIM antibidtico) sobre S. aureus MRSA

ATCC 33591



39

Nisina + Tetraciclina Nisina + Vancomicina

10- 10.
* Controle * Controle
8 = Nisina (CIM) 8 ®  Nisina (CIM)
4 Tetraciclina (CIM) 4 Vancomicina (CIM)
6 v 1/4 Nis+ 1/4 Tet L v 1/4 Nis+ 1/4 Van

log UFC/mL
-

log UFC/mL
H
5

n
n

0 6 12 18 24 0 H 12 18 2
Tempo (h) Tempo (h)
Nisina + Polimixina B Nisina + Cefalotina
104 10
e Controle & Controle
8 = Nisina(CIM) & m  Nisina(CIM)
:—El 4 Polimixina B (CIM) .El 4 Cefalotina (CIM)
S 6 v 1/4 Nist+ 1/4 Pol B o 6 ¥ 1/4 Nis + 1/4 Cef
5 5
4 4
E; E
24 2;
0 * * T 3 0+ T T T 1
6 12 18 24 0 6 12 18 24
Tempo (h) Tempo (h)
Nisina + Ciprofloxacina Nisina + Oxacilina
104
e Confrole Cor.ltmls
8 m  Nisina(CIM) N\S|n§.(CIM)
2 i 4 Ciprofloxacina (CIM) = Oxacr‘\ma (CIM)
5 & v 1/4 Nis + 1/4 Cip o 1/4 Nis + 1/4 Oxa
[
505 5
2 g
24
0 bd w T » T T T T »*
6 12 18 24 0 6 12 18 24
Tempo (h) Tempo (h)

Figura 4: Curvas de sobrevivéncia para verificacdo das interagdes entre nisina e os farmacos
antibacterianos: tetraciclina, vancomicina, polimixina B, cefalotina, ciprofloxacina e oxacilina testados
isoladamente (CIM) e em combinagdes (¥4 CIM nisina + % CIM antibidtico) sobre P. aeruginosa
ATCC 27853.

5.3 Atividade das enzimas antioxidantes

Em relagdo aos tratamentos frente ao MRSA, todas as enzimas antioxidantes testadas
nesse estudo apresentaram maior atividade (p<0,05) quando submetidas aos tratamentos
(nisina, antibacteriano e misturas) em relacdo a amostra controle. Os aumentos nas atividades
das enzimas testadas (Figura 5) foram maiores quando testadas na combina¢do nisina mais
oxacilina quando comparado aos tratamentos individuais. Esse aumento pode ser observado
também nos niveis de hidroperdxido de lipidio (HL) - um marcador da atividade das enzimas

antioxidantes.
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Figura 5: Atividades as enzimas antioxidantes (CAT, SOD e GSH-Px) ¢ marcador (HL) em S.
aureus (MRSA) apos crescimento em concentracdes sub-letais de agentes antimicrobianos testados.
Os valores sdo apresentados como média + DP. Letras diferentes indicam diferenga estatistica
significativa (p <0,05). Con= controle, Nis= nisina, Oxa= oxacilina e Nis+Oxa = nisina + oxacilina.

Para as atividades das enzimas de P.aeruginosa (Figura 6), nota-se que para os
tratamentos realizados com adi¢do de ciprofloxacina e combinagdo nisina mais ciprofloxacina
houve uma maior atividade enzimatica em relagdo ao controle para as trés enzimas testadas
bem como para os niveis de HL. O tratamento individual com a nisina aumentou a atividade
da enzima catalase em rela¢ao ao controle, porém nao obteve diferenca (p>0,05) no aumento

da atividade enzimatica para as enzimas: SOD e GSH-Px e para o marcador HL.

SOD GSH-Px CAT

nmeol/mgpt

micromol/mgpt
1 mol/g pt

Groups

Figura 6: Atividades as enzimas antioxidantes (CAT, SOD e GSH-Px) e marcador (HL) em P.
aeruginosa apds crescimento em concentragdes sub-letais de agentes antimicrobianos testados. Os
valores s3o apresentados como média + DP. Letras diferentes indicam diferenca estatistica
significativa (p <0,05). Con= controle, Nis= nisina, Cip= ciprofloxacina e Nis+Cip = nisina +
ciprofloxacina
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5.4 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

Na MET foi possivel visualizar a por¢ao intracelular das bactérias e os danos que as
células apresentavam quando os antimicrobianos entravam em contato coma célula
bacteriana. A morfologia celular de MRSA dos ensaios controles se mostraram intactas e
redondas e com uma organizagao tipica de cocos Gram-positivos com citoplasma, membrana
plasmatica e parede celular bem definida. Na Figura 7 ¢ possivel notar as alteragdes
morfologicas causadas pelos tratamentos sobre as células de MRSA, sendo estas provocadas
por danos na parede celular, perda da integridade da membrana plasmatica e, consequente,

perda do conteudo citoplasmatico, distor¢ao na estrutura da célula e lise total da célula.

X
.‘Oail.

ePev , O
PP

Figura 7: Alteracdes morfologicas causadas por nisina, oxacilina e combinagdo em MRSA ATCC
33591 observadas por microscopia eletronica de transmissdo. (A1) Células cultivadas na auséncia de
compostos (controle). (Bl e B2) Células tratadas com 1X CIM e 4X CIM de nisina respectivamente.
(C1 e C2) Células tratadas CIM e 4X CIM oxacilina respectivamente. (D1 e D2) Células tratadas %
CIM e 1X CIM da combinag¢do de nisina +oxacilina respectivamente. 1,lise total da célula; 2,
polarizacdo do conteudo citoplasmatico; 3, perda da integridade da membrana; 4, perda do contetido
citoplasmatico; 5, distor¢do na estrutura da célula; 6, danos na parede celular.

A morfologia de P. aeruginosa no ensaio controle também se mostrou inalterada com
organizagao tipica de bacilos Gram negativos, tais como parede celular intacta, presenca de
membranas externas e citoplasmaticas bem definidas e contetido citoplasmatico também com

aspecto normal (Figura 8). Porém, foram notadas alteragdes similares as ocorridas em MRSA
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também como perda da integridade da membrana, efluxo dos constituintes citoplasmaticos,
distor¢do na estrutura da célula e lise, além de polarizagdo no conteudo citoplasmatico e uma
possivel inibi¢do na divisao celular nos tratamentos com ciprofloxacina € na combinagao com

nisina.

Figura 8: Alteracdes morfologicas causadas por nisina, ciprofloxacina e combinacdo em
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 observadas por microscopia eletronica de transmissdo. (A1)
Células cultivadas na auséncia de compostos (controle). (B1 e B2) Células tratadas com 1X CIM e 4X
CIM de nisina respectivamente. (C1 e C2) Células tratadas CIM e 4X CIM de ciprofloxacina
respectivamente. (D1 e D2) Células tratadas 4 CIM e 1X CIM da combinacdo de nisina
+ciprofloxacina respectivamente. 1,lise total da célula; 2, polarizacao do conteudo citoplasmatico; 3,
perda da integridade da membrana; 4, perda do contetido citoplasmatico; 5, distor¢do na estrutura da
célula; 6, danos na parede celular; 7 possivel inibi¢do da divisdo celular.

5.5 Analise Proteomica

5.5.1 Analise protedmica de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

ATCC 33591 submetida a concentrac¢oes subletais dos antibacterianos e combinacao

Em nosso estudo analisamos o perfil proteico da cepa de MRSA ATCC 33591 exposta
as concentragdes subletais de nisina, oxacilina e combinacao nisina/oxacilina, sendo que em
estudos preliminares e anteriores mostraram efeito sinérgico para esta combinagdo
apresentando diminuicdo da contagem bacteriana, e consequentemente a concentragdo

inibitdria minima necessaria para a mesma ag¢ao inibidora de crescimento bacteriano.
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Assim, nos dados normalizados pelo Scaffold foram identificadas um total de 135
proteinas distintas referentes aos trés tratamentos e ao controle. Oitenta e cinco proteinas
foram expressas diferentemente (p<0,05) entre o controle e os tratamentos de acordo com a
analise de variancia (ANOVA) e fold change em relagdo ao ensaio controle (Tabela 3). Todos
os tratamentos (nisina, oxacilina e a combinacdo de nisina e oxacilina) modificaram o perfil
de proteinas expressas para o MRSA, sendo categorizadas conforme o processo bioldgico e
funcdo molecular. Desta forma, as correlagdes funcionais das proteinas expressas foram
moduladas conforme cada tratamento analisado individualmente comparativo ao controle
através da expressao relacionada ao fold change (Figuras 9 e 10).

Assim sendo, notou-se que o processo bioldgico com mais alteragdes na expressao de
proteinas foi o metabolismo bacteriano, mais especificamente relacionados a sintese de
proteinas, pois todos os tratamentos apresentaram grandes alteragdes nas proteinas
ribossomicas relacionadas a transcrigdo e translagdo, bem como também as referentes ao

metabolismo energético.

5.5.1.1 MRSA tratado com nisina

O tratamento de MRSA na concentragdo subletal de nisina apds 18 horas provocou
alteragdes na expressao de 47 proteinas, sendo 21 exclusivas ou em maior expressao (up
regulation) e 26 (down regulation) em menor expressao, isto quando comparado ao ensaio
controle sem tratamento realizado (Figura 11a). Houve aumento na expressdo de proteinas de
ligacdo, como por exemplo, a Acyl carrier protein (acpP) (proteina relacionada com o
metabolismo de lipideos) e também aumento na expressao de proteinas ligadas a divisao e

organizacao celular como Ftsz e murAl.

5.5.1.2 MRSA tratado com oxacilina

O tratamento com oxacilina por 18 horas em concentracdo subletal, provocou
alteracdo na expressao de 62 proteinas, sendo 28 exclusivas ou em maior abundancia (up
regulation) e 34 em menor expressao (down regulation) em relacdo ao ensaio controle sem
tratamento (Figura 11b). Notou-se maior expressdo das proteinas relacionadas ao
metabolismo energético, como a piruvato quinase (pyk), glicerol fosfato desidrogenase (glpD)
e as enzimas da familia de ATP sintase (beta, alfa e delta) em relacdo aos demais
tratamentos. Em relacdo as proteinas relacionadas ao estresse e regulacdo, também verificou-
se aumento significativo na expressdo da chaperona DnaK, porém com diminui¢do da

proteina do choque toxico (cspA) e tiorredoxina (trxA).
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5.5.1.3 MRSA tratado com a combinacdo nisina/oxacilina

No ensaio sobre MRSA para a combinagdo de 2 da CSM de nisina e 4 da CSM
oxacilina foi observada alteragdo na expressdo de 52 proteinas, sendo 28 exclusivas ou em
maior expressdo (up regulation) e 24 (down regulation) em menor expressao (Figura 11c).
Todos os processos bioldgicos e metabolismo tiveram proteinas alteradas pela combinagao
entre os antimicrobianos, porém as proteinas com maiores alteragdes na expressao foram as
relacionadas ao processo de tradugdo com sintese de proteinas (Figura 12).

Dentre as proteinas exclusivas e/ou expressas em maior ou menor quantidade em
relacdo ao controle e aos demais tratamentos destacam-se a ftsZ ligada a divisdo celular
bacteriana; proteinas do metabolismo de lipideos como Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase
(fabL); diminui¢ao na expressao da proteina de imunoglobulina (sbi); a presenca exclusiva da
beta-lactamase, a qual ¢ uma importante enzima de resisténcia aos antibidticos
betalactamicos; além de outras ligadas ao estresse, homeostase e regulacdo da bactéria como a
proteina de estresse universal, arginina deaminase (arcA), proteina deglicase (hchA) e

chaperona.
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Tabela 3: Proteinas expressas diferentemente de MRSA entre os tratamentos testados (p<0,05) e fold change utilizando a bactéria nao tratada (controle) como

referéncia.

Proteinas Acesso Massa Fold Change* Funcio Biologica
(Uniprot) Molecular
Nis/Oxa Nis Oxa
Elongation factor Tu EFTU STAALl 43 kDa 1.8 14 20 Sintese proteinas
Formate acetyltransferase PFLB_STAA3 85 kDa 0.3 0.5 09 Metabolismo energético
ATP synthase subunit beta ATPB_STAAI1 51 kDa 1.4 1.6 3.6 Sintese de ATP, transporte
Cold shock protein CspA CSPA _STAA3 7 kDa 0.7 30 03 Resposta ao estresse
Pyruvate kinase KPYK STAA3 63 kDa 3.7 39 638 Glicolise
Elongation factor G EFG_STAAI1 77 kDa 3.5 1.9 3.6 Sintese proteinas
Alcohol dehydrogenase ADH STAA3 36 kDa 0.1 02 03 Metabolismo energético, oxirredutase
Probable malate:quinone oxidoreductase 2 MQO2 _STAAC 56 kDa 1.7 1.5 2.7 Metabolismo energético, ciclo TCA
Aerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase GLPD _STAA3 62 kDa 1.9 1.1 68 Metabolismo energético
Thioredoxin THIO STAA3 11 kDa 0.9 1.3 0.07 Estresse oxidativo
308 ribosomal protein S3 RS3 STAAI1 24 kDa 2.7 28 22 Translagdo
Probable transglycosylase IsaA ISAA STAAI 24 kDa 0.8 16 0.0 Processo metabdlico
Cysteine synthase CYSK STAAC 33 kDa 0.3 02 1.6 Biossintese de aminoacidos
Chaperone protein DnaK DNAK STAA1 66 kDa 6.3 9.2 16 Resposta ao estresse, regulagdo
L-lactate dehydrogenase 2 LDH2 STAAI1 34 kDa 0.2 0.09 04 Resposta ao estresse
ATP synthase subunit alpha ATPA STAAI 55 kDa 2.0 23 64 Sintese de ATP, transporte
Ornithine carbamoyltransferase OTC_STAAC 38 kDa 0 0.0 0.1 Biossintese de aminoacidos, Metabolismo
arginina
50S ribosomal protein L10 RL10 _STAA1 18 kDa 2.1 1.5 14 Translagdo
Arginine deiminase ARCA STAALI 47 kDa 0.08 04 3.6 Metabolismo arginina
Cell division protein FtsZ FTSZ STAASR 41 kDa 5.2 41 5.1 Divisdo celular, Processo metabdlico
Alkyl hydroperoxide reductase subunit C AHPC STAA3 21 kDa 0.7 03 09 Resposta ao estresse oxidativo
Pyrimidine-nucleoside phosphorylase PDP STAA3 46 kDa 0.4 03 26 Metabolismo de proteinas
30S ribosomal protein S5 RS5 STAAI 18 kDa 2.0 1.3 1.1 Translagao




Proteinas

Ornithine carbamoyltransferase 2
Fructose-bisphosphate aldolase class 1
50S ribosomal protein L7/L12
Phosphocarrier protein HPr

Glycine cleavage system H protein

Carbamate kinase 1
Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
Bacterial non-heme ferritin

L-threonine dehydratase catabolic

Dihydrolipoyl dehydrogenase
30S ribosomal protein S2
Glutamine synthetase
Acetate kinase
Translation initiation factor IF-2
Elongation factor Ts
508 ribosomal protein L15
Carbamate kinase 2
UPF0342 protein SA1663
Putative universal stress protein SA1532
Alkaline shock protein 23
UPF0365 protein SA1402
Immunoglobulin-binding protein sbi

Ribose-phosphate pyrophosphokinase

ATP-dependent Clp protease ATP-binding
subunit ClpL
508 ribosomal protein L13

Acesso
(Uniprot)
OTC2_STAAM

ALF1_STAAI
RL7 STAAL
PTHP_STAAC
GCSH_STAAL

ARCC1_STAA3
IMDH_STAA3
FTN_STAA3
TDCB_STAAM

DLDH_STAAC
RS2 STAALI
GLN1A_STAAC
ACKA_STAA2
IF2_STAAI
EFTS_STAALI
RL15_STAAI
ARCC2_STAAB
Y1663_STAAN
Y1532_STAAN
ASP23_STAA3
Y1402_STAAN
SBI_STAALI
KPRS_STAAC

CLPL_STAA3

RLI13 STAAL

Massa

Molecular

38 kDa
33 kDa
13 kDa
9 kDa
14 kDa

34 kDa
53 kDa
20 kDa
37 kDa

49 kDa
29 kDa
51 kDa
44 kDa
78 kDa
32 kDa
16 kDa
34 kDa
13 kDa
18 kDa
19 kDa
35 kDa
49 kDa
35 kDa

78 kDa

16 kDa

Fold
Change*

0.03 0.0
0.7 0.04
1.1 0.4
0.4 1.4
2.0 4.2
0.0 0.03
2.4 4.2

0.09 0.3
0.0 0.2
1.6 0.3
1.2 1.5
1.4 0.6
0.5 1.5
1.8 1.6
1.7 0.2
1.1 1.5
0.0 0.2

0.10 0.3

0.04 0.1
0.0 0.9

INF INF
0.0 1.9

INF INF
0.0 3.1
3.2 0.6

0.8
0.5
0.5
0.07
1.5

0.4
17
0.4
0.6

0.2
0.4
0.2
1.7
2.8
0.1
0.0
1.6
0.2
0.2
0.9
INF
0.0
INF

0.0

1.3

Funcio Biologica

Metabolismo arginina
Organizacao celular, Biogénese parede celular
Transporte, Processo biossintético
Transcrigdo, Transporte, Localizagdo

Metabolismo de aminoacidos, Processo
metabdlico
Metabolismo de arginina

Processo metabolico
Regulacio, Estresse oxidativo
Metabolismo energético, Metabolismo
nitrogénio
Metabolismo energético
Translagao
Transporte, Processo biossintético
Metabolismo energético
Sintese de proteinas
Sintese de proteinas
Translagao

Metabolismo de arginina

Resposta ao estresse
Resposta ao estresse
Componente membrana
Viruléncia
Metabolismo energético, Metabolismo de
nitrogénio
Protease, Resposta ao estresse, Metabolismo de

carboidratos
Translagao
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Proteinas Acesso Massa Fold Funcéo Bioldgica
(Uniprot) Molecular Change*
D-alanine--poly(phosphoribitol) ligase subunit 2 DLTC _STAAl 9 kDa INF 3.1 1.9 Organizagao celular, Biogénese parede celular
Acyl carrier protein ACP_STAALI 9 kDa 0.4 23 0.0 Metabolismo de lipideos
DEAD-box ATP-dependent RNA helicase CshA ~ CSHA STAA3 57 kDa INF INF INF Resposta ao estresse
UDP-N-acetylglucosamine 1- MURA1 STAAC 45 kDa 5.7 2.0 19 Divisao celular
carboxyvinyltransferase 1
Deoxyribose-phosphate aldolase 2 DEOC2 _STAAC 23 kDa 0.0 0.0 1.0 Metabolismo primario, Metabolismo energético
Transketolase TKT STAAC 72 kDa 2.2 00 09 Metabolismo energético
UPF0355 protein UP355 STAAC 15 kDa 0.0 09 02
508 ribosomal protein L2 RL2 STAAI 30 kDa 2.9 1.0 3.0 Translacdo
Immunodominant staphylococcal antigen B ISAB_STAA3 19 kDa 0.09 04 0.2
Uncharacterized protein SA0829 Y829 STAAN 33 kDa 13 41 63
508 ribosomal protein L17 RL17 STAA1 14 kDa 0.6 0.0 0.0 Translacdo
ATP synthase subunit delta ATPD STAAI 20 kDa 0.0 1.0 4.7 Metabolismo de carboidratos
Putative phosphoesterase Y1009 STAA1 19 kDa 0.0 02 03 Metabolismo energético
30S ribosomal protein S11 RS11 STAAI 14 kDa INF INF INF Translacdo
Pyridoxine kinase PDXK STAAC 30 kDa INF INF INF Co-fator, Metabolismo energético
D-lactate dehydrogenase LDHD STAAC 37 kDa 0.0 0.5 32 Metabolismo energético
Probable DNA-directed RNA polymerase RPOE_STAA1 21 kDa INF INF INF Transcriggo, Sintese de proteinas
subunit delta
DNA-directed RNA polymerase subunit alpha RPOA STAALI 35 kDa INF INF INF Transcrigdo, Sintese de proteinas
Aminomethyltransferase GCST_STAAI 40 kDa INF INF INF Metabolismo energético
Protein deglycase HchA HCHA STAAI1 32 kDa 0.0 47 2.6 Regulacdo, Homeostase
50S ribosomal protein L3 RL3 STAAI 24 kDa 13 0.0 25 Translagdo
30S ribosomal protein S13 RS13 STAAI 14 kDa 6.3 0.0 0.0 Translagao
Asparagine--tRNA ligase SYN_STAAI 49 kDa INF INF INF Sintese de proteinas
50S ribosomal protein L22 RL22 STAAI 13 kDa 6 0.0 0.0 Translagao
UPF0473 protein SA1443 Y1443 STAAN 12 kDa INF INF INF
Glycerol kinase GLPK STAAI 56 kDa INF INF INF Metabolismo energético




Proteinas

Alanine dehydrogenase 1
Phosphate acetyltransferase
Beta-lactamase
508 ribosomal protein L29
UDP-N-acetylglucosamine

Probable quinol oxidase subunit 2

DNA-directed RNA polymerase subunit beta
Transcriptional regulator
Uncharacterized protein

Probable transglycosylase

Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase

Acesso
(Uniprot)
DHA1 STAA3

PTAS_STAAC
BLAC_STAAU
RL29 STAAI
MURG_STAAL
QOX2 STAA3

RPOB_STAAI
SARA STAA3
Y1069 STAAN
SCED STAAL
FABI_STAAR

Massa
Molecular
40 kDa

35 kDa
31 kDa
8 kDa
40 kDa
42 kDa

133 kDa
15 kDa
61 kDa
24 kDa
28 kDa

Fold
Change*
0.0

0.0
INF
2.2
INF
INF

INF
INF
INF
INF
INF

0.0
0.0
INF
0.0
INF
INF

INF
INF
INF
INF
INF

04
0.0
INF
0.0
INF
INF

INF
INF
INF
INF
INF

Funcio Biologica

Metabolismo energético
Metabolismo energético
Resisténcia a antibidticos
Translagao
Organizagao celular, Biogénese parede celular

Metabolismo energético, Metabolismo
nitrogénio
Sintese de proteinas

Sintese de proteinas

Metabolismo energético

Metabolismo de lipideos, Estrutura celular
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Figura 9: Processos biologicos das proteinas expressas (up e down reglation) de MRSA exposto a aos tratamentos com nisina, oxacilina e na combinagao

entre nisina e oxacilina em comparagao com a bactéria ndo tratada (controle).
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Figura 10: Fun¢do molecular das proteinas expressas (up e down reglation) de MRSA exposto a aos tratamentos com nisina, oxacilina e na combinagdo entre

nisina e oxacilina em comparagdo com a bactéria ndo tratada (controle).
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Figura 11: Diagrama de Venn. Proteinas de MRSA expressas diferentemente em cada tratamento em
relacdo ao controle. a= MRSA tratado com nisina, b= MRSA tratado com oxacilina e c=MRSA tratado
com nisina e oxacilina.
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Figura 12: Rede de interacdes de proteinas de MRSA do tratamento da combinag@o entre nisina e
oxacilina expressas diferente em relagdo ao controle e demais tratamentos. A rede foi obtida no
software STRING (http://string-db.org/). Imagem foi editada para ressaltar a divisdo de acordo com a
func¢do biologica.
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5.5.2 Anadlise protedomica de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 submetido a

concentracoes sub-letais dos antibacterianos e combinacao

Em nosso estudo analisamos o perfil proteico da cepa de P. aeruginosa ATCC 27853
exposta as concentracdes subletais de nisina, ciprofloxacina e combinagdo nisina/
ciprofloxacina, sendo que em estudo preliminar e anterior observou-se efeito sinérgico para
esta combinacdo com diminui¢do da contagem bacteriana, e consequentemente a
concentragdo inibitéria minima necessaria para a mesma acdo inibidora de crescimento
bacteriano.

Nos dados normalizados pelo Scaffold foi relacionado um total de 179 proteinas
distintas referentes aos trés tratamentos e controle. Sessenta e trés proteinas foram expressas
diferentemente (p<0,05) entre o controle e tratamentos de acordo com a analise de variancia
(ANOVA) (Tabela 4). Todos os tratamentos (nisina, ciprofloxacina e combinagdo
nisina/ciprofloxacina) modificaram de alguma forma o perfil de proteinas expressas de P.
aeruginosa, sendo categorizadas conforme o processo biologico e fungdo molecular. Desta
forma, as correlagdes funcionais das proteinas expressas foram moduladas conforme cada
tratamento analisado individualmente e comparativo ao controle através da expressdao
relacionada ao fold change (Figuras 13 e 14).

O processo biologico com mais alteragdes na expressdo de proteinas foi o
metabolismo bacteriano, relacionadas ao metabolismo ribossomal de transcricdo génica e
sintese de proteinas e proteinas do metabolismo de geracdo de energia, metabolismo

energético da bactéria também foram alteradas.

5.5.2.1 Pseudomonas aeruginosa tratada com nisina

O tratamento na concentracdo subletal de nisina durante 18 horas, provocou a
alteracdo na expressao de 22 proteinas. Dessas proteinas, 14 estavam em maior expressao (up
regulation) e 8 (down regulation) em menor expressdo em relagdo a bactéria ndo tratada
(Figura 15a). Nao houve alteragdo significativa em algum processo bioldgico; porém destaca-
se aumento na expressao de proteinas relacionadas ao estresse como peroxidase, € proteina de
protecdo ao DNA (dps2), além na diminui¢do na expressdo de fatores de viruléncia como

pilus tipo IV e diminui¢do de lipideo A.
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5.5.2.2 Pseudomonas aeruginosa tratada com ciprofloxacina

No tratamento com ciprofloxacina em concentragdo subletal, houve alteragdo na
expressdao de 32 proteinas, 15 proteinas em maior expressdao (up regulation) e 17 (down
regulation) em menor expressdo (Figura 15b). No tratamento com o farmaco, destacou-se
uma significativa alteracdo nas proteinas relacionadas ao metabolismo ribossomal da bactéria;

especialmente as proteinas ribossomais envolvidas no processo de translagao.

5.5.2.3 Pseudomonas aeruginosa tratada com combinagdo nisina/ciprofloxacina

No tratamento da bactéria exposta por 18 horas a combinacdo de antimicrobianos,
foram expressas 30 proteinas diferentes. Dessas proteinas, somente 5 foram exclusivas ou/em
maior expressdo (up regulation); as demais 25 estavam em menor expressao (down
regulation) (Figura 15c). No tratamento com a combinacdo, destaca-se grande aumento na
expressdo das proteinas relacionadas ao metabolismo energético da bactéria como pyruvate
dehydrogenase (acetyl-transferring) (aceE), malic enzyme (maeB), diferengas nas proteinas
relacionadas a resposta estresse como aumento na expressdo de chaperona DnaK (dnaK) e
protease ClpA. Tambem houve alteragdes na expressao de proteinas relacionadas a membrana
externa da bactéria, como as porinas (oprG, oprH, oprD). Todos os processos bioldgicos, e de
metabolismo, tiveram proteinas alteradas quando usada combinagdo nisina/ciprofloxacina,
porém as proteinas com maiores alteragdes na expressao foram aquelas relacionadas ao

processo de traducdo para sintese de proteinas (Figura 16).



Tabela 4: Proteinas expressas diferentemente de Pseudomonas aeruginosa entre os tratamentos testados (p<0,05) e fold change utilizando a bactéria ndo

tratada (controle) como referéncia.

Massa
Proteinas Acesso Uniprot Molecular Fold Change Funcgio Biologica
NC Nis Cip
Elongation factor Tu WP _003115146.1 (+7) 43 kDa 1.2 0.5 19 Sintese de proteinas
Molecular chaperone GroEL WP _003094059.1 57 kDa 5.1 2.0 95 Chaperona, Resposta ao estresse
ATP synthase subunit beta WP_003097130.1 50 kDa 2.1 0.9 INF| Metabolismo energético, Transporte
Elongation factor G WP _003093741.1 (+3) 78 kDa 4.1 0.2 INF| Sintese de proteinas
ATP synthase subunit alpha WP_003097134.1 55 kDa 1.5 1.1 0.05 Metabolismo energético, Regulagdo
Arginine deiminase WP _003100029.1 46 kDa 0.6 0.8 0 Biossintese de aminoacidos, Metabolismo
arginina
Molecular chaperone DnaK WP_003095212.1 (+2) 68 kDa 47 33 INF| Resposta ao estresse, regulagio
Dihydrolipoyl dehydrogenase WP _003087422.1 (+1) 50 kDa 1.1 0.9 INF| Metabolismo energético
Isocitrate dehydrogenase (NADP(+)) WP_003090436.1 46 kDa 1.9 0.8 0.0 Metabolismo energético, Ciclo TCA
Succinyl-CoA ligase subunit beta WP_003087425.1 42 kDa 1.2 1.2 2.8 Metabolismo energético, Ciclo TCA
508 ribosomal protein L5 WP _003093703.1 20 kDa 0.3 1.6 2.1 Translacdo
30S ribosomal protein S1 WP _003091442.1 62 kDa 6.4 0.6 INF| Translagdo
Bifunctional proline dehydrogenase/pyrroline-5-carboxylate WP _003085590.1 (+9) 116 kDa 9.6 0.2 INF| Metabolismo energético, Regulacao
dehydrogenase transcrigdo
PhoP/Q and low Mg2+ inducible outer membrane protein H1 WP_003082431.1 22 kDa 0.3 0 1.4 Componente membrana externa, ligacdo
lipopolissacarideos
DNA-binding protein HU-beta WP_002552737.1 9 kDa 0.3 4.6 2.9 Organizagdo celular, condensacdo DNA
+20
Hypothetical protein WP_003E)916)72.1 +1) 16 kDa 0.08 0.6 1.0 Resposta ao estresse
50S ribosomal protein L10 WP _003093748.1 18 kDa 0.1 1.9 2.7 Translagdo
508 ribosomal protein L9 WP _003095627.1 16 kDa 0.7 0.5 33 Translagdo
508 ribosomal protein L25/general stress protein Ctc WP_003099279.1 22 kDa 0.5 3.1 0.7 Translagao
Hypothetical protein WP_003082056.1 16 kDa 0.7 0.8 23 Membrana externa
50S ribosomal protein L6 WP_003093699.1 19 kDa 0.07 0.3 1.2 Translacdo
50S ribosomal protein L21 WP_003094761.1 12 kDa 0.6 1.1 2.5 Translagao
50S ribosomal protein L19 WP_003092637.1 13 kDa 0.5 1.4 34 Translagdo
DNA-directed RNA polymerase subunit alpha WP_003093675.1 37 kDa 5.4 0.5 0.0 Transcrigdo, Expressao génica
30S ribosomal protein S13 WP_003093692.1 13 kDa 0.5 0.4 1.2 Sintese de proteinas
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Proteinas
Ornithine carbamoyltransferase

Pyruvate dehydrogenase (acetyl-transferring), homodimeric type
Peroxidase
Superoxide dismutase [Fe] (SOD)
Outer membrane protein OprG

50S ribosomal protein L11
30S ribosomal protein S11

30S ribosomal protein S9
50S ribosomal protein L15
308 ribosomal protein S10

30S ribosomal protein S8

508 ribosomal protein L4

DNA starvation/stationary phase protection protein
50S ribosomal protein L.22
508 ribosomal protein L.24
Malic enzyme
ClpA/B protease ATP-binding subunit
ATP synthase subunit B
Dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase component of 2-
oxoglutarate dehydrogenase complex

308 ribosomal protein S16

30S ribosomal protein S17
Lipid A deacylase PaglL

DNA recombination/repair protein RecA
Porin

Cold-shock protein
Aldehyde dehydrogenase
Thiol reductase thioredoxin

Porin

Acesso Uniprot
WP _003096197.1 (+1)

WP_003095785.1 (+3)
WP_003092073.1
WP_003094005.1
WP 003093337.1

WP_003093751.1 (+3)

WP 002555466.1 (+3)

WP_003098810.1 (+1)
WP_003093695.1
WP 003103876.1

WP_003093700.1 (+2)
WP 003093737.1
WP 003086103.1

WP_002555485.1 (+1)
WP 003093711.1

WP_003095842.1 (+3)
WP _023083185.1

WP _003097137.1 (+1)
WP_003114264.1

WP 003092643.1
WP_003093717.1 (+1)
WP 003094992.1 (+1)

WP_003092260.1
WP_003099122.1

WP_003084710.1 (+5)
WP_027906312.1
WP_003096336.1

WP _003107743.1 (+4)

Massa
Molecular

38 kDa

100 kDa
22 kDa
21 kDa
25 kDa
15 kDa
14 kDa
15 kDa
15 kDa
12 kDa
14 kDa
22 kDa
17 kDa
12 kDa
11 kDa
45 kDa
104 kDa
17 kDa
43 kDa

9 kDa
10 kDa
18 kDa

37 kDa
47 kDa

8 kDa
52 kDa
12 kDa

48 kDa

Fold
Change
0.4

12.0
22
0.6
0.07
0.4
0.1
0.0
0.1
0.08
0
1.1
0
0.1
0
6.3
INF?
1.7
2.6

0.2
0.0
0.9

INF1
0.09

23

2.7

0.1

3.9
4.5
1.8

0.4
0.9
0.7
0.3
0.2
0.3
3.1
0.8
2.1
3.1
INF?
0.0
0.0

2.0
4.2

INF|
0.3

0.0
0.4
0.3

INF|

INF|

INF|
0.6
2.7
1.2

1.0
2.5

23
1.0
25
1.4
25
1.7
INF|
INF|
0.3
INF|

1.6
3.6
2.0

INF|

25
INF|
0.2

INF|

Funcio Bioldgica

Biossintese de aminoacidos, Metabolismo
arginina
Metabolismo energético
Homeostase, Regulagdo
Resposta ao estresse oxidativo
Transporte membrana externa
Translagao
Translagao
Translagao
Translagao
Translagao
Translagao
Translagao
Resposta ao estresse
Translagao
Translagao
Metabolismo energético, Ciclo TCA
Chaperona, Resposta ao estresse
Metabolismo energético
Metabolismo energético, Ciclo TCA

Translagao
Translagao
Metabolismo de lipideos,
lipopolissacarideos
Resposta ao estresse, Reparacio DNA
Transporte transmembrana, Transporte de
drogas
Resposta ao estresse
Metabolismo energético
Homeostase, Resposta ao estresse
oxidativo
Transporte transmembrana, Transporte
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Proteinas

308 ribosomal protein S14
Type IV pilus structural subunit PilA
Aspartate ammonia-lyase
Heat-shock protein IbpA
Hypothetical protein
Ferredoxin--NADP(+) reductase
FKBP-type peptidyl-prolyl cis-trans isomerase
PrkA family serine protein kinase

ATP synthase epsilon chain
Nitrogen regulatory protein P-II, glnK

Acesso Uniprot

WP_003093701.1
WP_015503553.1
WP_003096822.1 (+2)
WP_003091405.1 (+1)
WP_034070496.1
WP_003091832.1
WP_003091600.1 (+1)
WP_003085078.1

WP_003097128.1
WP 003457590.1 (+1)

Massa
Molecular

12 kDa
16 kDa
51 kDa
17 kDa
32 kDa
30 kDa
27 kDa
74 kDa

15 kDa
12 kDa

Fold
Change
0.0

0.0
INF?
0.7
0.0
0.0
0.2
INF|

0.0
INF|

0.0
0.0
INF?
15
2.8
0.0
0.0
INF?

0.0
INF?

7.4
INF|
INF|
INF|
INF|

0.0
INF|
INF|

12
INF|

Funcio Bioldgica

Translagao
Adeséo celular, mobilidade
Metabolismo energético, Ciclo TCA
Resposta ao estresse

Metabolismo energético
Sintese de proteinas

Metabolismo energético, Resposta a
estimulos
Metabolismo energético, Transporte

Metabolismo energético, Regulacao
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Figura 15: Diagrama de Venn. Proteinas de Pseudomonas aeruginosa expressas diferentemente em
cada tratamento em relacdo ao controle. a= P. aeruginosa tratada com nisina, b= P. aeruginosa com
ciprofloxacina e c= P. aeruginosa com nisina e ciprofloxacina.

Resposta ao
estresse, regulaga

PA3309

Y

Componente
membrana externa,
Transporte

etabolismo
energético

Figura 16: Rede de interacdes de proteinas de P. aeruginosa do tratamento da combinagdo entre
nisina e oxacilina expressas diferente em relacdo ao controle e demais tratamentos. A rede foi obtida
no software STRING (http://string-db.org/). Imagem foi editada para ressaltar a divisdo de acordo com
a fungdo bioldgica.
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6. Discussao

As combinacdes de drogas podem ter efeitos sinérgicos, aditivos e antagdnicos onde
os efeitos sinérgicos sao os mais desejaveis, pois pode ser utilizada uma dose, ou
concentracdo, menor dos antimicrobianos quando utilizadas em combinagdo. Consideramos
que isto pode ter uma influéncia quanto ao custo e toxicidade menores bem como pode
contribuir na redug¢do de desenvolvimento da resisténcia aos antibidticos (ALEKSHUN e
LEVY, 2007). A investigagao sobre a combinac¢do da nisina com antibacterianos tradicionais
foi realizada com o objetivo de verificar como essas combinagdes poderiam atuar de forma
mais efetiva sobre estrutura e fisiologia bacteriana além de verificar se tais combinagdes
poderiam contribuir com o aumento no espectro de agdo desta bacteriocina frente a dois

patdgenos importantes clinicamente.

6.1 Testes de sensibilidade e verificacdo de sinergismo

A atividade antibacteriana da nisina frente as cepas testadas mostrou uma acdo
antibacteriana melhor sobre MRSA em relagdo a P. aeruginosa. Os resultados obtidos
corroboram com estudos que também reportaram a baixa atividade inibidora da nisina sobre
bactérias Gram-negativas em relacdo as Gram-positivas. De maneira geral, isso se deve ao
modo de agdo da nisina diretamente na membrana plasmatica e na parede celular da bactéria,
o que ¢ dificultado pela da membrana externa presente na parede das Gram-negativas e que
atua como uma barreira impermeéavel a molécula da nisina (NAGHMOUCHI et al., 2012;
RISHI et al., 2014; FIELD et al., 2016).

Verificou-se também que houve sinergismo entre nisina e oxacilina para MRSA, o que
reforca estudos que destacaram o papel promissor da combina¢do entre nisina e firmacos
inibidores da sintese da parede celular para bactérias Gram-positivas. Dentre estes destaca-se
os estudos de Brumfitt et al. (2002), que reporta sinergismo entre nisina e ramoplanina frente
a MRSA e Enterococcus resistentes a vancomicina (VRE), e de Tong et al. (2014) que
mostraram interagdo positiva entre nisina e penicilina frente a Enterococcus faecalis.

Um aspecto que merece destaque para os resultados obtidos para P. aeruginosa ¢ que
o sinergismo verificado entre nisina com as drogas antimicrobianas foi mais evidente com
aquelas normalmente utilizadas para infec¢des por Gram-negativas, como por exemplo a
polimixina B, bem como para a ciprofloxacina (antibacteriano inibidor da DNA girase

(Topoisomerase II) e importante na sintese de DNA na bactéria), que ¢ atualmente um
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farmaco utilizado especialmente no tratamento de doengas provocadas por esta bactéria. Sob
este aspecto, ¢ possivel inferir que no caso de cepas resistentes a estes dois farmacos, a
associacao destes com a nisina ¢ um resultado que deve ser considerado no futuro,
considerando-se evidentemente os ensaios clinicos necessarios.

Nossos resultados corroboram com os obtidos por Rishi et al., (2014) que investigaram
a interacdo da nisina com antibacterianos quando testados sobre isolados clinicos de outra
Gram-negativa, a Salmonella Typhi. Field et al., (2016) avaliaram o potencial sinérgico da
combinagdo nisina com polimixina B sobre a P.aeruginosa. Os resultados revelaram que a
concentragdo da polimixina B necessaria para a inibi¢do da formagdo de biofilme nesta
bactéria foi reduzida significativamente quando testada em combinacdo com a nisina,
restaurando desta maneira a sensibilidade bacteriana ao farmaco testado.

As bactérias Gram-negativas podem também ter ampliada sua sensibilidade a agdo da
nisina quando estudado em agdo conjunta com agentes quelantes (ELLIASON e TATINI,
1999). A interacdo positiva entre a nisina e os farmacos testados, reforca o potencial do uso de
combinagdes com nisina e a consequente melhora na agdo frente a bacterias Gram-negativas.

Segundo Tong et al., (2014), a nisina age como uma molécula de ancoragem formando
poros e inibindo a sintese da parede celular bacteriana, resultando na melhora da agdo dos
diversos antibacterianos com diferentes mecanismos de agdo, pois facilita a penetragdao destes

farmacos nas células bacterianas, resultando em consistente caso de sinergismo entre eles.

6.2 Atividade das enzimas antioxidantes

As atividades das enzimas antioxidantes aumentaram quando as bactérias testadas
foram incubadas em contato com os antimicrobianos. Para MRSA, a combinagdo
nisina/oxacilina, mesmo em menores proporcdes, estimulou o estresse oxidativo nas suas
células. Por outro lado, sobre P. aeruginosa, o tratamento realizado apenas com a nisina nao
foi capaz de induzir aumento de atividade para as enzimas testadas com exce¢do da CAT
quando comparada ao ensaio controle. Diferente disto, os resultados para todas as enzimas,
além do marcador de estresse oxidativo LH, foram significativos comparados ao ensaio
controle tanto para a ciprofloxacina como também para a combinagdo desta com a nisina.
Vale destacar que a combinacdo com nisina mostrou uma atividade inferior comparado a

ciprofloxacina, o que pode ter ocorrido devido ao sitio de a¢do da nisina.
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As quinolonas, a exemplo da ciprofloxacina, sdo capazes de modular o metabolismo
do estresse oxidativo de leucécitos e estimular a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO) (PAEZ et al., 2013). A capacidade inibidora dos antimicrobianos testados em nosso
estudo como ciprofloxacina e a oxacilina podem ser aumentada por estimulos das ERO, as
quais podem afetar os lipidios, o DNA e outros componentes da célula bacteriana.

Apesar da alta atividade enzimatica, nenhuma das duas bactérias foram capazes de
reverter o estresse oxidativo causado pelos antimicrobianos em doses subletais. Essa condi¢ao
pode ser confirmada com a marcacgao de hidroperdxido de lipidio (HL), o qual mesmo com a
alta atividade das enzimas enddgenas continuou com niveis elevados dentro da célula
bacteriana, ndo havendo sinal de reducdo na quantidade em relagdo ao ensaio controle. Em
estudo anterior, Becerra e Albesa (2002) investigaram S.aureus tratado com ciprofloxacina e
relataram alteragcdes como aumento na produgdo de anion superoxido e também na atividade
da SOD sendo que, igualmente neste estudo e apesar da grande atividade desta enzima, nao
houve reversdo do estresse oxidativo ocorrido nesta bactéria.

A acdo das ERO em ambas as bactérias pdde ser confirmado com o aumento dos
niveis de HL, o qual pode ter causado uma lipoperoxidacao na célula ocasionando transtornos
principalmente na fung¢do da membrana plasmatica, causando a lise e morte celular. O
mecanismo de acdo da nisina ocorre com o precursor lipidio II na membrana, impedindo a
sintese de peptideoglicano, ocasionando poros e consequente perda do equilibrio eletrolitico e
efluxo dos constituintes citoplasmaticos (Islam et al., 2012; Cotter et al., 2013). Quando
combinada a nisina com os antibidticos, a a¢do conjunta , pode ter elevado a producdo das
ERO, facilitando a acdo da nisina na membrana da célula causando a lise, o que foi
confirmada com a andlise de morfologia das células utilizando microscopia eletronica de

transmissao (MET).

6.3 Alteracoes na morfologia celular

De acordo com as andlises de MET, observou-se que as células de MRSA tratadas
com nisina apresentaram perda da integridade da membrana plasmatica com consequente
efluxo dos constituintes do citoplasma bacteriano, ou mesmo a polarizagdo desse contetido. A
estrutura da membrana plasmatica foi alterada provavelmente devido a perda da sua forca
préton motora como resultado da agdo da nisina. Essas altera¢des visualizadas por MET
também foram relatadas por Sivarooban et al., (2008) sobre danos da nisina na morfologia de

células de Listeria monocytogenes tendo concluido que isso pode ocorrer por dois



61

mecanismos: forma¢do de poros na membrana celular e inibicdo da biossintese da parede
celular por inibi¢do do precursor de lipidios II.

Quando o MRSA foi tratado somente com oxacilina verificou-se alteragdes na
morfologia das células e na parede celular bacteriana, ja que os beta lactamicos (ex. oxacilina)
agem na biossintese da parede bacteriana (WILKE et al., 2005) . Ja quando a oxacilina estava
em combinagcdo com a nisina, a morfologia das células apresentou tanto alteragdes na
membrana plasmatica, quanto na parede bacteriana e consequente lise celular. A acdo em
conjunto dos antimicrobianos pode se dar pelas alteragdes e desorganizacao da parede celular
pela oxacilina, possivelmente facilitando e intensificando a a¢do da nisina sobre membrana
plasmatica da bactéria facilitando a lise e consequente morte celular.

As células de P. aeruginosa observadas em MET mostravam lise total das células,
perda do contetido citoplasmatico e possivel inibigao da divisao celular. Apesar da dificuldade
de agdo da nisina frente a bactérias Gram-negativas, quando tratada com 4 vezes o valor de
sua CIM, notou-se danos na membrana de P. aeruginosa enquanto que nos ensaios com
ciprofloxacina individualmente ¢ combinada com a nisina, verificou-se que os danos foram
mais severos na célula bacteriana. Pattanayaiying et al. (2014) analisaram o efeito de nisina
combinada com substancia surfactante sobre E.coli tendo notado efeito sinérgico entre tais
substancias e concluiram que o agente surfactante afetou a membrana externa da parede
bacteriana fazendo uso de cargas positivas de arginina para interagir com cargas negativas da
superficie desta estrutura da bactéria levando a sua desestabilizacao.

As quinolonas, a exemplo da ciprofloxacina, além de atuarem na DNA-girase e
topoisomerase, quando estdo presentes em altas concentragdes, podem também desintegrar
membranas externas e internas das bactérias (ALVAREZ-HERNANDEZ et al., 2015).
Devido a essa caracteristica na combina¢do coma nisina, a ciprofloxacina pode ter agido
como um agente quelante e facilitado a acdo da nisina sobre as células de P. aeruginosa.

O uso, portanto, dos antimicrobianos naturais em sinergia com os tradicionais podem
acarretar mudancas estruturais na célula bacteriana facilitando a entrada dos antibioticos além

de também atuar bloqueando enzimas inibitdrias e interferirem nos respectivos mecanismos
de acdo (HEMAISWARYA et al., 2008; MATHUR et al., 2017).
6.4 Analise Protedomica

As mudancas observadas na bactéria exposta a concentragcdes sub-inibitorias dos

antimicrobianos, como diferencas na expressdo de proteinas e consequentemente alteracdes
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no metabolismo, podem ser um reflexo do mecanismo de a¢do do antimicrobiano ao tentar
inibir o crescimento bacteriano e/ou uma resposta da adaptacdo bacteriana a esses compostos

(FAJARDO e MARTINEZ, 2008).

6.4.1 Analise proteomica de Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA)

ATCC 33591 tratado com nisina, oxacilina e combinacao

Os mecanismos de acao da nisina e oxacilina, além de resisténcia bacteriana de MRSA
a oxacilina ja sdo estabelecidos (WILKE et al., 2005; STAUB e SIEBER, 2009); porém
apesar de ndo ser o objetivo principal do nosso estudo, destacam-se algumas proteinas que se
destacaram por super ou sub expressao ¢ também relacionadas ao estresse no tratamento com
nisina e oxacilina analisados individualmente.

No tratamento realizados sobre o MRSA com a nisina e oxacilina isoladamente,
destaca-se a maior expressdo das proteinas relacionadas ao metabolismo energético da
bactéria, como a piruvato quinase (pyk), glicerol fosfato desidrogenase (glpD) e as enzimas da
familia de ATP sintase (beta, alfa e delta), as quais segundo um estudo de (BALEMANS et
al., 2012) indicam um processo da necessidade de ganho de energia pela célula bacteriana
para sobrevivéncia, sendo a expressdao de ATP sintase também um importante alvo bacteriano.

Quanto aos resultados obtidos para a andlise protedmica utilizando o tratamento
correspondente a mistura de nisina e oxacilina, isto foi testado, nas respectivas proporgoes em
que ja havia sido detectado sinergismo nos ensaios anteriores de nisina e oxacilina quando
testadas combinadas e em concentracdes bastante reduzidas (74 dos respectivos valores de
CSM obtidos para ambos antimicrobianos) nos ensaios de curva de sobrevivéncia quando
verificou-se redugdo significativa na contagem bacteriana de MRSA. Para verificar as
proteinas relacionadas ao efeito sinérgico da combinag@o entre os antimicrobianos, a analise
subsequente direcionou as observagdes aquelas relacionadas ao conhecido mecanismo de
resisténcia a oxacilina, e a resposta ao estresse além das proteinas que foram alteradas
significativamente comparando-as aos tratamentos individuais feitos com a nisina e oxacilina,
e consequentemente as que estdo relacionadas a elas.

Vérios processos biologicos revelaram proteinas alteradas no tratamento de
combinagdo entre os antimicrobianos, porém, as proteinas que tiveram maiores alteragdes nas
respectivas expressoes foram aquelas relacionadas ao processo de tradugdo com sintese de
proteinas. Os mecanismos pelos quais os antibacterianos desencadeiam respostas

transcricionais ainda sdo desconhecidos, mas sabe-se que o dano ocorrido no DNA bacteriano
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desencadeia uma resposta ao estresse que provoca mudangas em vdarios outros genes. Os
antibacterianos que interferem no metabolismo sdo da familia das quinolonas, porém também
foi descrito que alguns betalactdmicos podem desencadear essa resposta ao estresse sendo que
a sintese nao realizada de forma correta da parede bacteriana pode gerar estimulos
extracelulares sobre a resposta transcricional bacteriana (MILLER et al., 2004; FAJARDO e
MARTINEZ, 2008).

Houve diminui¢ao na expressdo das proteinas relacionadas aos mecanismos de
respostas ao estresse, como a proteina do estresse universal (putative universal stress) e a ATP
protease dependente (Clpl). Segundo Kvint et al. (2003), a chamada proteina do estresse ¢é
normalmente induzida em resposta a condigdes de estresse bacteriano durante a fase
estacionaria da bactéria. A diminuicdo na expressdao foi relatada também em estudos
anteriores com patdgenos testados em condi¢des subinibitdrias, como na acdo de mel Manuka
sobre MRSA e da tetraciclina em Escherichia coli. Concluiram que o tratamento com o0s
antimicrobianos em concentragdes subletais afetam o ciclo celular da bactéria ¢
consequentemente impedindo a expressao da proteina do stress e consequentemente tornando
a bactéria vulneravel a agcdo dos antibacterianos (KVINT et al., 2003; JENKINS et al., 2011).

O proteoma de MRSA tratado também repressao na expressao de Clpl. Em estudo de
Sianglum et al., (2011), foi relatado que Clpl pode ser um novo alvo a ser estudado, pois
desempenha papéis significativos na regulagao de muitas fungdes celulares como a replicagdo
do DNA, o controle de expressdo génica, tolerancia ao estresse térmico, atuando como
chaperona, bem como estar relacionada com alguns processos biologicos a exemplo da
divisdo celular (SQUIRES e SQUIRES, 1992; STANGLUM et al., 2011).

As proteinas Clp sdo candidatas a compreensdo da patogenicidade do organismo e
tratamento de infecgdes estafilococicas. A contribuicdo das proteinas Clp para a viruléncia
ocorre em multiplos niveis, pois sdo proteinas centrais e regulatdrias de respostas ao estresse,
sendo que num estudo recente (FREES et al., 2014) a inativa¢do dessa protease, diminuiu a
viruléncia de Staphylococcus. Em nosso estudo houve uma diminui¢do significativa da
proteina relacionada a viruléncia de Staphylococcus: sbi (Staphylococcal binder of
imunoglobulin) que modifica ligagdo molecular entre respostas imunes inatas e adaptativas da
bactéria durante um episodio de infeccao (SMITH et al., 2011).

A combina¢do de antibacterianos também provocou diminui¢do nas proteinas
relacionadas ao processo de oxidacao-reducdo, no controle das espécies reativas de oxigénio,
e consequente indugdo de estresse celular como a bacterial non-heme ferritin (Ftna), alcaline

shock protein (asp23), arginine deiminase (arcA) e alcohol dehydrogenase (adh). A Ftna
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controla a presenga de ions de ferro livres na célula bacteriana, os quais se ndo forem
regulados promovem a geracdo de radicais livres. Com a diminui¢do de Ftna, e outras
proteinas envolvidas na desintoxicacao das células como a asp23, provavelmente os danos
causados pelo estresse oxidativo sdo acentuados na célula bacteriana (DOSSELLI et al.,
2012).

O metabolismo da arginina, além da geracdo de energia para célula bacteriana ¢
responsavel pela manutengao da homeostase e regulacdo durante um estresse metabolico e
nitrosativo da célula. A arginina ¢ hidrolisada por arcA para gerar citrulina ¢ amodnia. A
citrulina ¢ entdo convertida em ornitina e carbamoilfosfato através da ornitina
carbamoiltransferase (ArcB). Finalmente, a carbamato quinase (ArcC) transfere um fosfato de
carbamoilfosfato para ADP, produzindo ATP (ANGELIS et al., 2002; GRISWOLD et al.,
2004). Os resultados do ensaio para combinacdo nisina e oxacilina mostraram tambem
repressdo na expressdo da arginina deiminase ¢ conquentemente de outras proteinas
relacionadas a esse processo como a ornithine carbamoyltransferase (argF) e a carmabato
kinase (arcC), que também pode ter provocado aumento no estresse bacteriano.

Dentre as proteinas expressas em maior quantidade em relacao ao controle e demais
tratamentos, destacam-se proteinas relacionadas a divisdo e estrutura celular bacteriana. A
expressao diferencial observada de enoyl- (acil carrier protein) redutase (fabl) e ftsZ ¢ um
indicador de possiveis mudangcas em MRSA na estrutura celular e divisdo em resposta a
exposi¢do aos antimicrobianos.

A proteina fabl € responsavel pela tltima etapa do ciclo de extensdo de diversos
acidos graxos e pode estimular a divisdo celular mediada pelo aumento da sintese de
membrana plasmatica relacionada aos acidos graxos. Este mecanismo de divisdo alternativa
poderia explicar a capacidade demonstrada desta bactéria para continuar dividindo ou pelo
menos produzindo proteinas relacionadas a divisdo quando submetidas as concentragdes
subletais de antibacterianos (WOLF et al., 2012; MIYAMOTO et al., 2015).

No estagio final da divisdo celular bacteriana, uma proteina de interagdo € necessaria
para a formag¢do do septo da divisdo, a FtsZ, além de uma GTPase, que desempenha papel
central na polimeriza¢do da estrutura de anel na célula (YAN et al., 2000; LOCK e HARRY,
2008). Assim, a alteracao no potencial de membrana causado por certos antibacterianos, que
assim como a nisina agem na membrana plasmatica da bactéria, poderiam alterar o
mecanismo de divisdo celular bacteriana (STRAHL e HAMOEN, 2010). Com a perda do

potencial de membrana e consequentemente perda de energia, a célula bacteriana apesar de
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aumentar a quantidade de proteina ligada a divisdo (ftsZ), conforme observado neste estudo,
ndo teria disponivel a energia suficiente para finaliza¢do do processo de divisdo celular.

Desta forma, as proteinas relacionadas ao processo de divisdo celular se mostram
importantes para estudos como alvos para novos antibacterianos, pois sdo essenciais para a
multiplicagdo e viabilidade das células bacterianas, além de possuirem genes conservados nas
bactérias (LOCK ¢ HARRY, 2008).

Dois principais mecanismos de resisténcia foram desenvolvidos por bactérias para
resistir aos betalactamicos: a produgdo de betalactamase, enzima predominantemente
extracelular ¢ sintetizada quando os estafilococos sdo expostos aos antibidticos beta-
lactamicos (BENNETT e CHOPRA, 1993; LOWY, 2003), e que pode inativar ou degradar os
antibacterianos beta-lactamicos antes que alcancem seus alvos, € o outro, como no caso do
MRSA, ¢ a producdo da proteina 2a de ligacdo a penicilina (PBP2a) que tem baixa afinidade
com os antibidticos beta-lactimicos. A betalactamase, relacionada ao estresse e resisténcia a
antibacterianos, somente teve sua produ¢do induzida na combinag¢do nisina/oxacilina.

Em estudo de Cho et al. (2014) foi relatado que os antibidticos betalactamicos podem
ndo apenas inibir seus alvos, como as proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs), mas também
induzem um mau funcionamento da via biossintética, envolvendo um ciclo futil de sintese do
peptideoglicano e degradagdo da parede celular a0 mesmo tempo com gasto energético
significativo.

Essas andlises do perfil proteico de MRSA tratado com combinagdo nisina/oxacilina
indicaram que o mecanismo sinérgico ndo sO estd relacionado a interferéncia com os
mecanismo de resisténcia a oxacilina, como ¢ o caso da indugdo na producdo de beta
lactamase, ou ligada somente a um Unico alvo especifico da célula. A interferéncia na
estrutura celular (membrana plasmatica e parede) foi desencadeando mudangas na sintese de
proteinas e transcri¢do com consequentes alteragdes em proteinas relacionadas ao estresse e
homeostase da célula, o que indica a interferéncia de diferentes processos bioldgicos em uma

resposta global ao tratamento.

6.4.2 Analise proteomica de Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 tratada com nisina,

ciprofloxacina e combinacio

Os mecanismos de a¢do de nisina e ciprofloxacina frente a patdgenos Gram-negativos

sdo bem exemplificados na literatura. A ciprofloxacina € uma quinolona utilizada para
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tratamento de doencas provocadas por bactérias Gram-negativas e que possui mecanismo de
acao conhecido por atuar na sintese do DNA das proteinas mais especificamente na sintese da
DNA girase (Topoisomerase II), sendo que a resisténcia destas bactérias para as quinolonas ¢
principalmente devido mutagdes na regido determinante que codificam DNA girase e
topoisomerase (HOOPER et al., 1987; VINGOPOULOU et al., 2018).

Apesar da ndo a¢do em concentragdo inibitéria, o tratamento com nisina provocou
alteragdes significativas na expressdo de algumas proteinas. A diminuicao de Type IV pilus
structural subunit PilA, indica uma diminui¢do da viruléncia da bactéria, bem como
diminuindo a motilidade bacteriana (HAHN, 1997). Em relagcdo ao componente da membrana
externa, lipideo A (Pagl), presente no LPS (lipopolissacarideo), houve diminui¢do na
expressdo. Assim, bactérias patogénicas modificam a estrutura da por¢do lipidica A em
resposta a mudancas ambientais, sendo que algumas destas modificagdes em lipidios A sdo
importantes para a viruléncia e alteram a susceptibilidade bacteriana para alguns agentes
antimicrobianos, como as polimixinas por exemplo (GELLATLY e HANCOCK, 2013).

O tratamento somente com nisina, também ocasionou mudancgas na expressao de
proteinas relacionadas a membrana plasmatica da bacteria, porém, essas mudangas foram
mais significativas quando a bactéria foi tratada com a combinacao nisina/ ciprofloxacina.

O tratamento com a concentracdo subletal de ciprofloxacina, provocou alteragao
especialmente em grande quantidade de proteinas relacionadas ao processo de transcrigdao, em
consequéncia ao possivel dano causado no DNA, tendo como conseqiiéncia alteracdo de
proteinas relacionadas a sintese proteica, como a alta expressao do elongation factor Tu (tuf),
a qual ja foi relatada superexpressa em Pseudomonas fluorescens em condigoes de estresse
(SHARMA et al, 2006), bem como de proteinas relacionadas a resposta ao estresse como a
superexpressdo de quase 100 vezes mais de chaperona GroEl, maior expressdo de superoxido
dismutase (sodB) em resposta ao estresse oxidativo da célula e a auséncia na expressdo da
proteina reparadora de DNA (recA) (KOHANSKI, DWYER e COLLINS 2010).

Com o objetivo de verificar as proteinas relacionadas ao efeito sinérgico da
combina¢do nisina/ciprofloxacina previamente determinado em nosso estudo, a analise
subsequente direcionou as observagdes aquelas relacionadas ao conhecido mecanismo de
resisténcia de P. aeruginosa como alteragdes ocasionadas na membrana externa da parede da
bactéria e respostas ao estresse.

O efeito sinérgico da combinagdo nisina/ciprofloxacina foi bacteriostatico, ou seja,

inibiu o crescimento da bactéria. A combinagdo entre os antimicrobianos, provocou alteragdes
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em proteinas relacionadas a resposta SOS da bactéria, ou seja respostas ao estresse e de
controle da produgdo de ERO que levam a mutagdes génicas (Vranakis et al., 2014).

Destaca a expressao exclusiva da proteina DNA recombination/repair protein, uma
polimerase especializada responsavel pelo reparo no dano ao DNA bacteriano (Vranakis et
al., 2014). Houve um aumento tanto na expressao de proteases clpA, e da chaperona dnaK . O
sistema de chaperonas DnaK ¢ conhecido por proteger células contra o estresse térmico e
oxidativo e a thioredoxin redutase (trxAt) possui uma atividade de chaperona in vitro,
protegendo também a bactéria do estresse oxidativo. A alta expressao de dnaK (47 vezes) e
de protease (clpA) indica um aumento na resposta ao estresse sofrido pela bactéria durante
exposi¢cdo a combinagdo nisina/ciprofloxacina. A expressdo dessas proteinas acontece em
resposta a diversos fatores de estresse ambiental; tais como agentes oxidantes, temperaturas,
diferentes valores de pH, variabilidade osmotica, anaerobiose e falta de nutrientes, porém,
houve uma baixa expressdo de thioredoxin redutase (trxAt) (KILIC et al., 2010).

Ainda quanto ao tratamento com a combinagdo nisina/ciprofloxacina, observou-se
grande alteracdo nas proteinas responsaveis pelo metabolismo de carboidratos e metabolismo
energético. A elevada expressdo de proteinas relacionadas ao ciclo do acido tricarboxilico
(TCA) como a pyruvate dehydrogenase e malic enzyme e a consequente produ¢do de energia,
influencia na susceptibilidade aos antimicrobianos. A ativagdo da cadeia de transporte de
elétrons estimula a producdo de ERO e possivel estresse oxidativo da bactéria, levando a
formacao de radicais hidroxila os quais danificam DNA, lipidios e proteinas (Martinez e Rojo,
2011).

Em relacdo a membrana externa de P. aeruginosa, houve alteracdes nas proteinas de
membrana, as chamadas porinas, que sdo canais na membrana externa da bactéria que
permitem a difusdo de nutrientes, metabdlitos e toxicos. Ouve significativamente repressao da
expressdo de OprD, uma porina especifica para aminoacidos basicos e pequenos metabolitos,
sendo o canal de entrada de alguns antibidticos como os carbapenos (LI et al., 2012). A
repressao de OprD € alguns dos mecanismos utilizados pela bactéria para a resisténcia aos
antibidticos.

A deficiéncia de OprD nem sempre resulta em reisténcia, pois houve também a
repressdo na expressdo de OprH (SANCHEZ-GOMEZ et al. 2011). A porina OprH (PhoP/Q
and low Mg2+ inducible outer membrane protein H1) garante estabilidade na membrana
externa de P. aeruginosa e, dependendo das condicdes de estresse, se torna a principal

constituinte na membrana externa quando ha limitacdes por exemplo de ions de magnésio no
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meio de crescimento bacteriano (MACFARLANE et al., 1999). Segundo estudos, a alta
expressdo de OprH leva a resisténcia a polimixina B, um antibidtico que age diretamente na
membrana externa das bactérias Gram-negativas (BELL, BAINS e HANCOCK, 1991).

As alteragdes nas proteinas de membrana causada pelo tratamento subletal das
combinagdes de antimicrobianos, podem ter causado instabilidade na membrana externa da
bactéria, o que pode facilitar a entrada e a¢do dos inibidores em conjunto.

A cepa de P. aeruginosa tratada com a combinagdo nisina/ciprofloxacina, apresentou
consideravel alteracdao na expressao de proteinas relacionadas a resisténcia bacteriana. Foram
alteradas proteinas que aumentaram e diminuiram os mecanismos que levam a resisténcia,
como as proteinas presentes na membrana externa, e as proteinas relacionadas ao estresse
bacteriano. Isso pode ter ocorrido devido ao tratamento ser aplicado em concentracao subletal
provocando nas bactérias respostas visando a sua sobrevivéncia frente tratamento.

Como ocorrido nas analises de MRSA, também houve uma resposta conjunta de
varios mecanismos regulatorios de P. aeruginosa aos antimicrobianos e ndo somente através

de uma via especifica.
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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 produ¢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 acao 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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