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RESUMO

Biofilmes sdo comunidades de células microbianas recobertas por uma matriz de substancias
extracelulares (EPS), encontradas aderidas as superficies, como dispositivos médicos. Essas
estruturas sdo responsaveis por causar diversas doencas infecciosas humanas. A terapia
antiviruléncia tem sido estudada como uma alternativa para combater infeccdes resistentes, ja
que visa inibir fatores de viruléncia ao invés de matar microrganismos, diminuindo a pressao
seletiva. Nesse contexto, moléculas marinhas tem se destacado por sua bioatividade. Portanto,
esse estudo teve como objetivo identificar novos metabdlitos produzidos por microrganismos
marinhos com atividade contra o biofilme de bactérias patogénicas. Inicialmente, um
rastreamento com oito bactérias isoladas de esponjas marinhas -coletadas da costa brasileira-
foi realizado e atividades antibidticas ou antibiofilme de seis bactérias (202, 208, 256, 266,
BMPV40 e BMPV Mel) foram encontradas contra espécies de Staphylococcus spp. ou
Pseudomonas aeruginosa. Moléculas menores do que 30 kDa produzidas pelo isolado 208
(Priestia sp.) inibiram o biofilme de S. aureus sem interferir no seu crescimento, reduzindo até
92% do biofilme apds precipitacdo de proteinas. A origem proteica dos compostos ativos foi
confirmada por testes de inativacdo por calor e tripsina, seguido por etapas de microscopia,
cromatografia e espectrometria de massas. As proteinas parcialmente purificadas (PPP)
exibiram acgdo antibiofilme com concentracdo minima de 4 pug/mL e a atividade foi confirmada
visualmente por microscopia Optica e microscopia eletrénica de varredura (MEV). PPP nédo
apresentou toxicidade contra Galleria mellonella e eritrocitos humanos. Além disso, uma das
fracBes cromatograficas (n® 24) mostrou-se ativa, sendo identificada uma metalopeptidase com
propriedades proteoliticas dependentes de zinco na sua composicdo. Portanto, a presente tese
evidenciou o potencial biotecnolégico de bactérias associadas as esponjas marinhas,
destacando as atividades antibiotica e antibiofilme de seus metabdlitos.

Palavras-chave: biofilme, Priestia spp., bactéria marinha, peptidase, terapia antiviruléncia



ABSTRACT
Biofilms are communities of microbial cells enclosed in a self-produced matrix of
exopolymeric substances (EPS) attached to biotic or abiotic surfaces, such as medical device.
Biofilms are responsible for causing a variety of infection diseases in humans. In this view,
antivirulence therapy has been evaluated as an alternative to combat resistant infections, since
it aims to inhibit virulence factors instead of killing the microorganisms (main responsible for
bacteria resistance acquirement). In this context, marine molecules from microorganisms have
been highlighted by its biological activities. Thus, this study aimed to identify new bioactive
metabolites from marine microorganisms with antibiofilm activity against pathogenic bacteria.
First, a screening with eight marine bacteria isolated from marine sponges collected in Brazilian
coast was performed and antibiotic or antibiofilm activities from six bacteria were found
against Staphylococcus spp. or Pseudomonas aeruginosa. Molecules smaller than 30 kDa
secreted by 208 strain (Priestia sp.) inhibited biofilm without interfere in S. aureus growth,
reducing 92% of biofilm mass after protein concentration. The proteinaceous origin of active
compound was confirmed by heat shock assay and trypsin inactivation, followed by
microscopy techniques, chromatography and mass spectrometry assays. Partial-purified
proteins (PPP) showed antibiofilm activity with 4 pg/mL of minimum concentration and its
effect was visualized by optical microscopy and Scanning Electron Microscopy (SEM). PPP
was not toxic to Galleria mellonella and human erythrocytes. Furthermore, the fraction n° 24
from anion-exchange chromatography showed bioactivity, in which it was indicated to be
constituted by a metallopeptidase with zinc-dependent proteolytic characteristics. Therefore,
this thesis showed the biotechnological potential of marine sponge-associated bacteria

metabolites, highlighting its antibiotic and antibiofilm activities.

Keywords: biofilm, Priestia spp., marine bacteria, peptidase, antivirulence therapy.
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1. INTRODUCAO GERAL
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1.1 Produtos naturais com potencial biotecnol6gico

Produtos naturais sdo definidos como moléculas produzidas por uma fonte natural com
atividades biologicas, como metabolitos secundarios que sdo compostos produzidos por
organismos e microrganismos - majoritariamente por fungos, bactérias, plantas e animais
marinhos -, 0s quais sdo descritos como moléculas ndo essenciais para 0 seu crescimento,
desenvolvimento ou reproducdo, porém promovem uma vantagem de defesa para sua
sobrevivéncia no ambiente (KATZ; BALTZ, 2016; MELANDER; BASAK; MELANDER,
2020; SILVA; ZIMMER; MACEDO; TRENTIN, 2016). Os metabolitos secundarios mais
conhecidos sdo os antibioticos, que atuam como protetores, aumentando a sobrevivéncia dos
organismos em uma competicdo com outras especies vivas, como no caso de disputa entre
microrganismos por um espaco no ambiente, regulando, entdo, essas interagdes entre espécies
(DEMAIN; FANG, 2000; GIORDANO; COPPOLA; RUSSO; DENARO et al., 2015). Em
genomas microbianos, os genes de uma via de biossintese de metabdlitos secundarios tendem
a ser dispostos proximos uns dos outros no cromossomo, e esses conjuntos génicos sao
responsaveis pela sintese e expressao desses metabolitos de acordo com estimulos do ambiente,
sendo mediados por cascatas regulatdrias complexas. As vantagens seletivas da funcionalidade
desses operons incluem a corregulacdo de varios genes simultaneamente e a transferéncia
desses conjuntos via horizontal ou vertical (FEWER; METSA-KETELA, 2020; GIORDANO;
COPPOLA; RUSSO; DENARO et al., 2015).

J& 0s metabdlitos primarios sdo definidos como produtos sintetizados por organismos
durante a sua fase de crescimento (fase exponencial no caso dos microrganismos), pois séo
essenciais para o seu desenvolvimento, abrangendo classes de proteinas, carboidratos, lipideos,
vitaminas e nucleotideos (ABDEL-AZIZ; ABO ELSOUD; ANISE, 2017). Constituintes
proteicos presentes nesses extratos representam uma fonte promissora de moléculas

biologicamente ativas, ja que apresentam vantagens como apresentar interaces especificas
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Unicas com outras moléculas devido a complexidade de seu tamanho e estrutura, além de serem
uma fonte de grande diversidade quimica ainda ndo caracterizadas (O'KEEFE, 2001). De
qualquer forma, extratos brutos de produtos naturais sdo misturas complexas, nas quais ha
interacdo entre inumeros compostos, sendo eles metabdlitos primarios e secundarios
(HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

Os produtos naturais sdo utilizados na area terapéutica ha muitos anos para o tratamento
de diversas doengas, como infeccdes, tumores, doencas cardiacas, neuroldgicas e metabolicas,
sendo que exemplos desses produtos incluem paclitaxel (antineoplasico), nogestrel
(hormonio), digitoxigenina (cardioglicosideo) e penicilina, estreptomicina, cefalosporina
(antibidticos) (LAUTIE; RUSSO; DUCROT; BOUTIN, 2020). Segundo Newman & Cragg
(2020), desde 1981 até 2019, 1881 novas drogas de origem natural ou sintéticos baseados em
estruturas naturais foram aprovados para o tratamento de doencas humanas, evidenciando o
potencial biotecnoldgico desses produtos. Dentre essas moléculas, 3,8% (71) sdo produtos
naturais inalterados, isto €, sem qualquer modificacdo estrutural e 18,4% (346) referem-se a
macromoléculas isoladas, majoritariamente proteinas e peptideos, produzidas por organismos,
linhagens celulares ou hospedeiros (NEWMAN; CRAGG, 2020).

Moléculas naturais sdo potenciais fontes de compostos bioativos pois apresentam uma
estrutura quimica mais complexa, com arranjos estereoquimicos inovadores, apresentando uma
maior massa molecular, maior nimero de atomos de carbono e oxigénio, além de maior nimero
de aceptores e doadores de ligagdes de hidrogénio, hidrofobicidade e maior rigidez molecular
— que facilita a interacdo proteina-proteina - comparado com compostos sintéticos
(ATANASQV; ZOTCHEV; DIRSCH; SUPURAN et al, 2021; BUTLER, 2004,
MELANDER; BASAK; MELANDER, 2020; RODRIGUES; REKER; SCHNEIDER,;
SCHNEIDER, 2016). Entretanto, apesar das vantagens dos compostos naturais, incluindo essa

diversidade quimica e facilidade de penetracdo no interior de células bacterianas, 0s compostos
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sintéticos sdo amplamente utilizados na clinica médica. Estes sdo mais favoraveis para a
industrializacdo, pois metabdlitos bioativos muitas vezes apresentam baixa abundancia,
rendimento e a propria complexidade da molécula pode trazer instabilidade. Sendo assim, é
comum drogas sintéticas serem inspiradas na estrutura quimica de compostos naturais, as quais
podem ser baseadas na modificacdo da estrutura quimica original, visando uma reducdo da
toxicidade e melhora da efetividade (RODRIGUES; REKER; SCHNEIDER; SCHNEIDER,
2016; WRIGHT, 2014).

Nesse contexto, 58% dos antibidticos e 32% de farmacos antitumorais aprovados entre
1985 e 2020 para uso clinico sdo oriundos de produtos naturais ou de seus derivados
semissintéticos (FEWER; METSA-KETELA, 2020; NEWMAN; CRAGG, 2016). Dentre os
principais produtores de antibidticos, os microrganismos se destacam devido a producdo de
compostos alternativos oriundos da evolugdo natural e presséo seletiva, o que resulta na
diversificacdo das vias biossintéticas, originando moléculas potentes como terpenos,
sacarideos, policetideos, alcaldides e peptideos (FEWER; METSA-KETELA, 2020;
GENILLOUD, 2019). Os microrganismos marinhos, por sua vez, sdo a fonte mais recente de
produtos naturais bioativos comparado com microrganismos terrestres (JIMENEZ, 2018). Nos
altimos 50 anos, mais de 30.000 produtos naturais marinhos foram encontrados e
aproximadamente 2% foram isolados de organismos habitantes do fundo do mar

(TORTORELLA; TEDESCO; PALMA ESPOSITO; JANUARY et al., 2018).

1.2 Ambiente marinho como fonte de novas moléculas
Cerca de 70% da area do planeta é coberta por oceanos, sendo que espécies marinhas
representam aproximadamente metade da biodiversidade global (CHEUNG; NG; WONG,
2015). O ambiente marinho é considerado uma fonte rica de novos compostos devido as suas

condigdes quimicas e fisicas desfavoraveis, como: (1) altas concentragdes de sodio
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(salinidade); (2) baixas temperaturas (abaixo de 4 °C); (3) altas pressdes - a pressdo aumenta 1
atmosfera (atm) a cada 10 metros de profundidade no oceano, variando, portanto, de 20 atm
até >1000 atm; (4) variacdo na concentracdo de oxigénio, dependente do balango entre a sua
disponibilidade e a sua taxa de consumo; (5) variacdo da intensidade da luz, que diminui
proporcionalmente & profundidade oceénica devido & absorcdo ou espalhamento dos fétons.
Todos esses fatores favorecem a producdo de uma ampla variedade de moléculas com
estruturas Unicas pelos seus habitantes (DE CARVALHO; FERNANDES, 2010; JIMENEZ,
2018; ROMANO; COSTANTINI; SANSONE; LAURITANO et al., 2017; TORTORELLA,;
TEDESCO; PALMA ESPOSITO; JANUARY et al., 2018). Contudo, devido as dificuldades
de exploragdo dos oceanos decorrente da sua profundidade, estima-se que ainda hd muitos
compostos bioativos promissores desconhecidos (CHEUNG; NG; WONG, 2015; JIMENEZ,
2018).

Alguns medicamentos aprovados e utilizados atualmente no tratamento de doencas
humanas foram isolados de organismos marinhos, como trabectedina, um antitumoral isolado
da Tunicata Ecteinascidia turbinate, citarabina isolado da esponja marinha Cryptotethya crypta
e utilizado para tratar leucemia, e vidarabina, um antiviral isolado da esponja Tethya crypta
(JIMENEZ; WILKE; COSTA-LOTUFO, 2018; SAGAR; KAUR; MINNEMAN, 2010;
SHINDE; BANERJEE; MANDHARE, 2019). Compostos com acdo quimioterapica,
antitumoral, contra dores crénicas e hiperlipidemia, e especialmente antibidtica, com potencial
de atuar sobre bactéria patogénicas resistentes, também ja foram isolados de microrganismos
marinhos. Dentre esses metabolitos estdo derivados de aminodcidos e nucleosideos,
macrolideos, terpendides, esterol, porfirinas e compostos alifaticos ciclicos (MELANDER,;
BASAK; MELANDER, 2020; ROMANO; COSTANTINI; SANSONE; LAURITANO et al.,
2017), e algumas dessas moléculas isoladas de fungos, bactérias e invertebrados,

majoritariamente, estio em fase de teste clinico (JIMENEZ, 2018).
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1.2.1 MOLECULAS ANTIBIOTICAS

Moléculas antibioticas capazes de atuar contra bactérias patogénicas multirresistentes
e/ou moléculas efetivas contra fatores de viruléncia bacteriana sdo visadas por pesquisas que
realizam a triagem com esses microrganismos marinhos (BORGES; SIMOES, 2019; DE
CARVALHO; FERNANDES, 2010). Nos ultimos anos, o actinomiceto do género
Streptomyces foi a bactéria com maior nimero de novos compostos quimicos identificados,
com 137 metabdlitos reportados durante o ano de 2017, seguido por Pseudoalteromonas,
Nocardiopsis e Bacillus com 16, 15 e 14 moléculas, respectivamente (BLUNT; CARROLL,;
COPP; DAVIS et al., 2018; CARROLL; COPP; DAVIS; KEYZERS et al., 2019). Na tabela 1
encontram-se descritos alguns produtos naturais produzidos por bactérias marinhas com
atividade contra cepas resistentes de Staphylococcus spp. e outras bactérias patogénicas até o

ano de 2016, ilustrando seu potencial biotecnoldgico.
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Tabela 1. Produtos naturais produzidos por bactérias marinhas com atividade antimicrobiana contra cepas de
Staphylococcus spp. resistentes e outros patdgenos de importancia clinica.

Composto

Abyssomicin C

Ansalactams B-D

Anthracimycin

Caboxamycin

Desotamide

Etamycin

Lobophorin Fe H

Macrolactin G-M

Marfomycins A, B, E

Marfuraquinocins A,
C,D
Marthiapeptide A

MC21-A

Micromonohalimane B

Nosiheptide

PM181104

Classe

Policetideo

Policetideos

Policetideo

Alcaldide

Ciclo-
hexapeptideo

Peptideo
ciclico
Policetideos

Lactonas
macrociclicas

Peptideo
ciclico

Sesquiterpenno

Peptideo
ciclico

Fendlico

Diterpenos

Tiopeptideo

Peptideo
ciclico

Ref: Fonte de referéncia

MRSA: methicillin-resistant S. aureus.

Bactéria produtora

Verrucosispora sp.
(AB 18-032)
(amostra de

sedimento do mar

japonés)
Streptomyces sp.
(CNH189)

Streptomyces sp. sp
(CNH365)
Streptomyces sp. (NTK
937)

Streptomyces
scopuliridis (SCSIO
Z2J46)

Actinomycete sp. (CNS-
575)
Streptomyces sp. (SCSIO
01127)

Bacillus sp. PP19-H3

Streptomyces
drozdowiczii (SCSIO
10141)

Streptomyeces niveus
(SCSIO 3406)
Marinactinospora
thermotolerans (SCSIO
00652)

Pseudoalteromonas
phenolica (O-BC30)
Micromonospora sp.

Streptomycetes sp (CNT-
373)

Actinobacterium Kocuria
sp (MTCC 5269)
(associado a esponja
marinha)

Atividade
antibiotica

MRSA; S. aureus

resistente a
vancomicina

MRSA

MRSA

S. epidermidis

S. epidermidis
resistente a
meticilina
(MRSE)

MRSA

S. aureus;
Enterococcus
faecalis

S. aureus;
Bacillus subtilis

M. luteus

S. aureus; MRSE

Micrococcus
luteus; S. aureus;

MRSA

MRSA

MRSA resistente
a vancomicina

MRSA resistente
a vancomicina

Ref

(BISTER;
BISCHOFF;
STROBELE;

RIEDLINGER etal.,

2004)

(LE; YANG; YOON;
NAM et al., 2016);
(BLUNT; CARROLL;
COPP; DAVIS et al.,
2018);

(CHU; WANG;
ZHAO; ZHANG et
al., 2019)
(HOHMANN;
SCHNEIDER;
BRUNTNER; IRRAN
et al., 2009)
(SONG; LI; LIU;
CHEN et al., 2014)
(TORTORELLA;
TEDESCO; PALMA
ESPOSITO;
JANUARY et al.,
2018)

(LIU; EL-HOSSARY;
OELSCHLAEGER,;
DONIA et al., 2019)
(NIU; LI; CHEN;
TIAN et al., 2011)
(PAN; ZHANG;
WANG; Ll et al.,
2013)
(FAULKNER, 2002;
MONDOL; SHIN;
ISLAN, 2013)
(TORTORELLA;
TEDESCO; PALMA
ESPOSITO;
JANUARY et al.,
2018)
(SONG; HUANG;
CHEN; DING et al.,
2013)
(ZHOU; HUANG;
CHEN; TAN et al.,
2012)

(HASTE; PERERA;
MALONEY; TRAN et
al., 2010)
(BLUNT; CARROLL;
COPP; DAVIS et al.,
2018);
(ZHANG; ADNANI;
BRAUN; ELLIS et al.,
2016)
(HASTE;
THIENPHRAPA;
TRAN; LOESGEN et
al., 2012)

(LIU; EL-HOSSARY;
OELSCHLAEGER,;
DONIA et al., 2019)

Adaptado de LIU et al. (2019); TORTORELLA et al. (2018)

MRSE: methicillin-resistant S. epidermidis
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1.2.2 ESPONJAS MARINHAS E BACTERIAS ASSOCIADAS

As esponjas marinhas sdo invertebrados multicelulares, filtradores, que vivem aderidos
a substratos solidos; possuem poros em sua superficie que permitem a passagem de &gua,
particulas e microrganismos para sua nutricdo. Elas pertencem ao filo Porifera, que contém 25
ordens, 128 familias e 680 géneros, no qual sdo divididos em quatro classes
(Calcarea, Demospongiae, Homoscleromorpha e Hexactinellida), contendo uma grande
variabilidade de espécies (BRINKMANN; MARKER; KURTBOKE, 2017). Por serem
organismos sésseis, ao longo da evolucdo desenvolveram estratégias quimicas para
defenderem-se contra competidores, predadores e patdgenos, 0 que contribui para a producéo
de moléculas bioativas, incluindo policetideos, alcaldides, macrolideos, esterdis, peptideos e
terpenos, que apresentam atividades antitumoral, anti-inflamatério e antimicrobiano para
humanos (BRINKMANN; MARKER; KURTBOKE, 2017; THOMAS; KAVLEKAR;
LOKABHARATHI, 2010). Contraditoriamente, essas esponjas marinhas atuam como um
reservatorio de microrganismos, que correspondem a 50-60% de sua biomassa, no qual ambos
relacionam-se de forma mutualista (WEBSTER; TAYLOR, 2012).

Como vantagens dessa relacdo de simbiose entre esponja e microrganismos, pode-se
citar o importante papel desempenhado pelas bactérias associadas a aquisi¢do de alimentos,
estabilizacdo do esqueleto da esponja, processamento e reciclagem de resquicios metabdlicos
e producdo de metabodlitos secundarios para combater predadores, enquanto a esponja propicia
protecdo fisica e também disponibiliza nutrientes para as bactérias (HENTSCHEL; HOPKE;
HORN; FRIEDRICH et al., 2002; KIRAN; SEKAR; RAMASAMY; THINESH et al., 2018;
THOMAS; KAVLEKAR; LOKABHARATHI, 2010). Nesse contexto, alguns estudos indicam
que algumas moléculas bioativas isoladas de esponjas sdo produzidas pelos microrganismos

simbidticos (PROKSCH; EDRADA; EBEL, 2002; ROMANO; COSTANTINI; SANSONE;
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LAURITANO et al, 2017; SACRISTAN-SORIANO; BANAIGS; CASAMAYOR;
BECERRO, 2011; ZHANG; AN; WANG; SUN et al., 2005).

A populacdo bacteriana que habita esponjas marinhas é bastante diversa, com 28 filos
descritos, contudo, os filos que sdo constantemente identificados entre as diversas esponjas
incluem: Proteobacteria, Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi,
Cyanobacteria, e Firmicutes (BRINKMANN; MARKER; KURTBOKE, 2017). As esponjas
oferecem um microambiente capaz de estimular a producdo de metabdlitos
biotecnologicamente potentes por parte desses microrganismos, visto que as bactérias coabitam
a esponja com outras bactérias, disputando pelo espago, além de resistirem & acdo compostos
antimicrobianos produzidos pela propria esponja, o que estimula essa producdo (SANTOS;
SOARES; MACHADO; ROMANOS et al., 2015; TAYLOR; RADAX; STEGER; WAGNER,
2007).

Uma grande diversidade de compostos quimicos com atividade antimicrobiana
produzidos especificamente por bactérias marinhas associadas as esponjas, como alcaldides,
lipopeptideos, quinolonas, proteinas e peptideos, ja foram descritos na literatura (CHEUNG;
NG; WONG, 2015; SANTOS; SOARES; MACHADO; ROMANOS et al., 2015). Os
principais géneros bacterianos produtores de compostos antimicrobianos estdo indicados na

Figura 1.
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Figura 1. Compostos com atividade antimicrobiana distribuidos entre os géneros bacterianos associados as
esponjas marinhas. (A) Indica a predominancia da populagéo de bactérias (90%) nas esponjas comparado com
fungos (10%) com um ndmero amostral (n) de 272 microrganismos previamente isolados de esponjas marinhas;
(B) Distribuicdo da porcentagem de compostos ativos entre 0s 35 géneros bacterianos identificados, sendo que
Streptomyces spp. € majoritario (30%), seguido por Pseudovibrio spp. (20%) e Bacillus spp. (9%). Os géneros
bacterianos encontrados pertencem a um dos 4 filos: Actinobacteria, (majoritariamente), Proteobacteria,
Firmicutes e Cyanobacteria. Extraido de INDRANINGRAT; SMIDT; SIPKEMA (2016), conforme orientagdo da
Editora (MDPI).

Em um estudo recente realizado com 12 esponjas marinhas coletadas no sul da
Austrélia, um total de 1234 col6nias bacterianas foram obtidas e dessas, 169 foram fermentadas
e tiveram seu extrato bruto testado para atividade antimicrobiana contra diversas bactérias,

incluindo Gram-positivas, Gram-negativas e fungos patogénicos. 41% dos extratos (70
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bactérias) apresentaram uma bioatividade contra pelo menos uma cepa teste, incluindo
Staphylococcus aureus (S. aureus), S. aureus resistente a meticilina (em inglés, methicillin-
resistant S. aureus - MRSA) e fungos. A maioria das substancias bacterianas ativas foram
sintetizadas por actinomicetos (58%) (ANTENEH; YANG; BROWN; FRANCO, 2021). Além
desse estudo, outros trabalhos analisando compostos produzidos por bactérias associadas as
esponjas foram realizados com amostras coletadas na costa brasileira (SANTOS; PONTES;
SANTOS; MURICY etal., 2010), mar vermelho na Arabia Saudita (BIBI; NASEER; AZHAR,
2021), mar da india (RAJASABAPATHY; GHADI; MANIKANDAN; MOHANDASS et al.,
2020; SKARIYACHAN; CHALLAPILLI; PACKIRISAMY; SRIDHAR et al., 2020), sul da
China (LI; LIU; ZHU; YANG et al., 2011), Turquia (ALTUG; CIFTCI TURETKEN;
KALKAN; TOPALOGLU, 2021) e Indonésia (RIYANTI; BALANSA; LIU; SHARMA et al.,
2020), por exemplo. Todos os estudo citados acima destacam a capacidade desses
microrganismos em sintetizar extratos e/ou moléculas efetivas contra patégenos humanos.
Entre as moléculas responsaveis por acdes antibioticas que ja foram purificadas e
identificadas, pode-se citar o pirrol (pyrrolo[1,2-a] pyrazine-1,4-dione) produzido por Bacillus
tequilensis — isolado da esponja marinha Callyspongia diffusa - com atividade antimicrobiana
e antioxidante contra S. aureus; peptideo (kocurin, thiazolyl peptide) produzidos por
actinomicetos efetivos contra MRSA; indole, acido 3-fenilpropanoico e acido fenilpropandico
(dimer 4,4'-oxybis[3-phenylpropionic acid), todos produzidos por Bacillus licheniformis e
isolados da esponja Halichondria sp., apresentaram alguma atividade antimicrobiana contra
MRSA, Salmonella typhi, Candida albicans, Rhodotorula sp. e/ou Aspergillus fumigatus
(ANTENEH; YANG; BROWN; FRANCO, 2021; DEVI; WAHIDULLAH; RODRIGUES;
SOUZA, 2010; KIRAN; PRIYADHARSINI; SAJAYAN; RAVINDRAN et al., 2018;

PALOMO; GONZALEZ; DE LA CRUZ; MARTIN et al., 2013).
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1.3 InfecgBes resistentes e seu impacto na sociedade

A descoberta de novas moléculas antibioticas ou antiviruléncia é de extrema relevancia
para 0 combate de infeccBes de dificil erradicacdo. As infeccBes resistentes, causadas por
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que evadem a acdo de mdaltiplos agentes
antimicrobianos tornaram-se um problema de salde publica. Organismos multidrogas-
resistentes (do inglés, mutidrugs-resistant organisms, MDROs) podem apresentar diferentes
niveis de resisténcia ao considerar o nimero de antimicrobianos que eles toleram e/ou a sua
tolerancia a farmacos especificos (MAGIORAKOQOS; SRINIVASAN; CAREY; CARMELI et
al., 2012).

As infecgOes causadas por MDROs estdo correlacionadas com um maior nimero de
mortes comparado as infec¢des causadas por microrganismos sensiveis aos antibioticos - cerca
de 25.000 mortes precoces por ano nos Estados Unidos da América (EUA) e na Europa,
podendo chegar a 100.000 na China. Além disso, geram um significativo impacto econémico
estimado em 20 bilhdes de dblares por ano somente nos EUA, podendo alcancar 100 trilhdes
de dolares em 2050 (MUNITA; ARIAS, 2016).

Por essas razdes, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) considerou a resisténcia
antibidtica um dos trés principais problemas para a satde publica do século 21 e, no ano de
2017, desenvolveu, pela primeira vez, uma lista com bactérias antibidtico-resistentes de
prioridade global para serem objetos de pesquisas cientificas, visando a identificacdo de novas
moléculas antibi6ticas para o tratamento efetivo dessas infeccdes (MUNITA; ARIAS, 2016;
ORGANIZATION, 2017). A lista foi dividida em microrganismos de altissima (critico), alta e

média prioridade (Tabela 2).
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Tabela 2. Lista produzida pela Organiza¢do Mundial da Satide (OMS) com os microrganismos prioridades para
estudo contra sua resisténcia a antimicrobianos.

ALTISSIMA PRIORIDADE ALTA PRIORIDADE MEDIA PRIORIDADE
Acinetobacter baumannii, Campylobacter, fluoroquinolone-  Haemophilus influenzae,
carbapenem-resistant resistant ampicillin-resistant
Enterobacteriaceae*, Enterococcus faecium, Shigella spp., fluoroquinolone-
carbapenem-resistant, 3 rd vancomycin-resistant resistant
generation cephalosporin-resistant
Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori, Streptococcus pneumoniae,
carbapenem-resistant clarithromycin-resistant penicillin-non-susceptible

Salmonella spp., fluorogquinolone-
resistant

Staphylococcus aureus,

methicillin-resistant, vancomycin

intermediate and resistant

Neisseria gonorrhoeae, 3 rd

generation cephalosporin-

resistant, fluoroquinolone-resistant
Adaptado de WHO, 2017
* Enterobacteriaceae include: Klebsiella pneumonia, Escherichia coli, Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus
spp., and Providencia spp, Morganella spp.

Altos indices de resisténcia antibiotica sdo comumente observados em infeccBes
nosocomiais, definidas como infec¢des que afetam individuos durante cuidados médicos, seja
em hospitais ou instituicbes de satde (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017). Elas podem ser
adquiridas a partir de fontes enddgenas (do préprio paciente) e exdgenas, como transferéncia
pelo contato com outros pacientes infectados, com profissionais da area da salde, visitantes e
através de objetos contaminados. Além disso, estdo geralmente associados a infeccdes na
corrente sanguinea, do trato urinario devido a presenca de cateteres contaminados, pneumonia
por ventilagdo mecéanica e sitios expostos a cirurgia (KHAN; BAIG; MEHBOOB, 2017).

Essas infeccOes resistentes sdo responsaveis por altas taxas de morbimortalidade, com
altos custos de tratamento, e sdo comumente causadas por patogenos “ESKAPE”, isto é, um
acronimo referente a um grupo constituidos pelas seguintes bactérias: Enterococcus
faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. (SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016). O
grupo ESKAPE ¢ caracterizado por um elevado grau de resisténcia antimicrobiana ao redor de

todo o mundo e séo responsaveis por afetar gravemente individuos imunocomprometidos
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(NICOLAS; BORDEAU; BONDON; BAUDY-FLOCH et al., 2019; SANTAJIT;
INDRAWATTANA, 2016).

Estima-se que cerca de 10 milhdes de pessoas morrerdo por ano no mundo devido as
infeccOes persistentes nos anos proximos a 2050 (O’NEILL, 2014) e, nesse contexto,
Staphylococcus aureus meticilina-resistente destaca-se por ja ter causado um nimero de mortes
compardvel a infeccdo do virus da imunodeficiéncia humana (em inglés, human
immunodeficiency virus — HIV) (DE KRAKER; STEWARDSON; HARBARTH, 2016;
NICOLAS; BORDEAU; BONDON; BAUDY-FLOC'H et al., 2019).

Apesar do Centro de Controle e Prevencdo de Doencas (em inglés, Centers for Disease
Control and Prevention - CDC) dos EUA ter indicado, através de relatorios, que o nimero de
infecgOes por MRSA declinaram entre 2013 e 2017, por muito tempo esses microrganismos
foram indicados como causadores de 19.000 mortes e 360.000 hospitaliza¢Ges todos os anos
nos EUA, levando a gastos que chegaram a 4 milhGes de ddlares para o setor de salde (CDC,
2019; MARTENS; DEMAIN, 2017). Apesar dessa queda no numero de infecgdes ter sido
gerada pela implementacdo de recomendages de intervencdo do CDC em locais de saude -
que incluem avaliar o paciente para risco de infecgdo por MRSA na sua admisséo hospitalar,
rastrear 0s casos, prover Equipamentos de Protecdo Individual (EPIs) como luvas para
individuos com MRSA e estimular higiene das méos -, o progresso de reducdo das infec¢oes
MRSA na corrente sanguinea esta lento (CDC, 2019).

Como citado anteriormente, 0 impacto econémico e social causado por essas mortes
infecciosas tornou-se um problema de satde publica enorme ao redor de todo o mundo.
Seguindo 0 mesmo padrdo que os EUA, na Europa mais de 2,5 milhdes de individuos contraem
infecgbes nosocomiais todos 0s anos com altas porcentagens de resisténcia e mortalidade
(25,000 mortes/ano) (DE MOL; SNOECK; DE MAESENEIRE; SOETAERT, 2018). Apesar

desses nimeros, 0 investimento em producéo de antibioticos por parte de grandes companhias
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farmacéuticas diminuiu ao longo dos anos devido as dificuldades enfrentadas nesse mercado,
como a resisténcia bacteriana, producdo de remédios genéricos, a dificuldade de identificar
novas moléculas naturais e os altos custos de tempo e dinheiro para lancar um novo
medicamento no mercado farmacéutico (DE MOL; SNOECK; DE MAESENEIRE;
SOETAERT, 2018; MARTENS; DEMAIN, 2017).

Entretanto, incentivos governamentais em diversos paises (EUA e paises europeus,
especialmente) foram criados para estimular o interesse empresarial na descoberta de novas
moléculas antibidticas e no combate as infec¢des resistentes através da utilizacdo de novas
tecnologias, como sequenciamento genético nas pesquisas, e através do incentivo financeiro
para companhias farmacéuticas menores e industrias de biotecnologia. Esses programas de
incentivo voltados a pesquisa cientifica visam também acelerar a inovagdo antimicrobiana, o
que tem mostrado um impacto positivo, apesar de que um incentivo a longo prazo ainda se
fazer necessario para o cumprimento de todas as etapas de desenvolvimento de um novo
antibidtico, desde a sua pesquisa basica até sua chegada ao mercado farmacéutico (MARTENS;

DEMAIN, 2017; SIMPKIN; RENWICK; KELLY; MOSSIALQOS, 2017).

1.4 Antibidticos e seus mecanismos de acao
Ha indicios que o uso de antimicrobianos produzidos por microrganismos para prevenir
o desenvolvimento de doencas é realizado hd mais de 2000 anos, como o0 uso de pdo mofado
para tratar feridas na época dos egipcios e gregos, além da utilizacdo do extrato de plantas
(HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019). Contudo, ao longo dos ultimos 100 anos,
cientistas foram descobrindo moléculas ativas capazes de combater diversas bactérias e evitar
doencas, sendo que a descoberta acidental da penicilina por Alexander Fleming em 1928 foi

um marco para a ciéncia. A partir disso, 0s microrganismos passaram a ser alvos importantes
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de busca e fontes de moléculas com potencial antimicrobiano (HUTCHINGS; TRUMAN;
WILKINSON, 2019; WOHLLEBEN; MAST; STEGMANN; ZIEMERT, 2016).

O século XX, especialmente entre o inicio dos anos 1940 até o final de 1970, foi
considerado o periodo da “golden age”, isto ¢, anos em que a descoberta, desenvolvimento e
producdo de novos compostos antibioticos foram muito intensos e rapidos (MARTENS;
DEMAIN, 2017). Estima-se que durante esse periodo, milhares de microrganismos de solo
foram testados para a produgdo metabdlitos secundarios ativos, o que promoveu a identificacdo
da maioria das substancias que sdo hoje conhecidas, como estreptomicina, eritromicina,
tetraciclina, vancomicina, macrolideos, cefalosporinas, glicopeptideos e outros (Figura 2).
Posteriormente a essa fase, o langamento de novas substancias continuou, porém nao de forma

tdo acelerada (WOHLLEBEN; MAST; STEGMANN; ZIEMERT, 2016).

Ano de introducio Glicopeptideos

Ansamicinas
Tetraciclinas
Macrolideos
Cloranfenicol
Aminoglicosideos Lipopeptideos
p-lactimicos *Quinolonas  Oxazolidinonas
*Sulfonaminas [ Estreptograminas Pleuromutilinas
19500k o coMi870 1980 18 000 2010 2020
[ [ |
Estreptograminas  Lipopeptideos
*Sulfonamidas *Quinolonas
Aminoglicosideos Ansamicinas
Cloranfenicol =
Gram positivas
Tetraciclinas
Gram positivas ¢
Macrolideos = Gram negativas
Pleuromutilinas * Composto sintitico
Glicopeptideos
*Oxazolidinonas

Ano de descobrimento

Figura 2. Linha do tempo da descoberta dos antibioticos eficientes contra bactérias Gram-positivas € Gram-
negativas. A parte debaixo refere-se ao ano de descobrimento e a parte de cima ao ano de introducédo das classes
de antibioticos na prética clinica. * compostos sintéticos. Adaptado de LEWIS, (2020), conforme autorizagao
5250370091018.

Existem diferentes mecanismos de ac¢ao pelos quais os antibioticos podem atuar, sendo

os principais: (1) interferir na sintese da parede celular bacteriana, no qual fazem parte os B-
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lactamicos - incluindo penicilinas, cefalosporinas, monobactans e carbapenémicos- e
glicopeptideos — vancomicina e teicoplanina; (2) inibir a sintese de proteinas através da ligacao
as subunidades ribossomais (30s ou 50s), como os macrolideos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, cloranfenicol, estreptograminas e oxazolidinonas; (3) interferir na sintese de
acidos nucleicos através da lise da dupla-fita de DNA durante a replicagdo celular - no qual
fazem parte os fluoroquinolonas- ou do RNA — rifampicina; (4) inibir alguma via de
metabolizacdo como a interrup¢do da sintese do folato (&cido félico ou vitamina B9),
importante para 0s processos de reparagdo e sintese de DNA, pela acdo de sulfonamidas e
trimetropima; (5) Ruptura da membrana celular através do aumento da sua permeabilidade e
consequentemente despolarizacdo, acdo desenvolvida por polimixinas e lipopeptideos
(KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017; TENOVER, 2006; DERSCH; STADLER, 2016;
KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017; NGUYEN; STAROSTA; ARENZ; SOHMEN et
al., 2014; WILSON, 2014; HIGGINS; FLUIT; SCHMITZ, 2003; KAPOOR; SAIGAL,
ELONGAVAN, 2017; HIGGINS; FLUIT; SCHMITZ, 2003; KAPOOR; SAIGAL,;

ELONGAVAN, 2017; YIN; MENG; CHENG,; FU et al., 2020).

1.5 Resisténcia bacteriana aos antibidticos
As vantagens da introducdo de antibidticos no tratamento de infeccdes sdo
inquestionaveis, tanto por salvar vidas como por permitir o desenvolvimento da medicina
moderna; todavia, ao longo do tempo, as bactérias foram desenvolvendo sofisticados
mecanismos de resisténcia para sobreviver a acdo desses compostos (Tabela 3), resultando em

uma crise mundial de resisténcia antimicrobiana (LEWIS, 2020; MUNITA; ARIAS, 2016).



Tabela 3. Mecanismo de resisténcia das principais classes de antibiéticos

Antibiotico

Mecanismo de acdo

Resisténcia bacteriana

32

Microrganismos
resistentes

Aminoglicosideo

Afetam sintese de proteinas
por ligarem-se a subunidade
30S

Reduzem captacdo do
composto (alteragdo de
compostos de membrana)

Gram-negativas

e modificam enzimas
(AGEs)
Beta-lactamicos Interrompem  sintese da Producdo de enzimas S. aureus, S.
parede celular | betalactamases e alteram = pneumoniae,

(peptideoglicanos)

proteinas PBP

Gram-negativas

Cloranfenicol

Glicopeptideos

Macrolideos

Oxazolidinonas

Quinolonas

Sulfonaminas

Teraciclinas

Lipopeptideos/peptideos

caidnicos (CAMPs)

Interferem na sintese de
proteinas por ligarem no
centro de transferéncia
peptidil na subunidade 50S

sintese  da
celular

Interrompem
parede
(peptideoglicanos)

Inibem sintese proteica por
ligarem-se na subunidade
50S

Afetam a sintese de
proteinas por interagirem
com sitio A do ribossomo

Inibem DNA girase

Inibe o metabolismo de
acido folico

Inibem sintese  proteica
ligando-se na subunidade
30S

Altera a homeostase do
envelope celular (destruicdo
da membrana)

Inativam quimicamente o
antibiético pela expressao
de Cloranfenicol
acetiltransferases e
aumentam a produgdo de
bombas de efluxo

Alteram alvo: D-alanil-
alanina é alterado para D-

alanil-D-lactato e
diminuem a
permeabilidade do
farmaco

Metilagdo do ribossomo e
bomba de efluxo.

Mutacdo em gene que
reduz ligacgdo ao sitio ativo
alvo ou metilacdo de
aminodcido

Alteracdo de gene-alvo por
mutacdo  (reducdo da
afinidade) e bomba de
efluxo

Mutacéo em gene
alterando o alvo e/ou
bomba de efluxo

Bomba de efluxo e/ou
sintese de proteinas que se
ligam nos ribossomos e
alteram a conformacéo do
sitio ativo

Alteragdo de sistemas
reguladores do envelope
celular e moléculas-alvo

E. coli

Vancomicina
resistentes,
especialmente E.
faecium

Gene erm em S.

aureus, S}
pneumoniae e S.
pyogenes

E. faecium e S.
aureus

Bactérias
entéricas Gram-
negativas, S.
aureus e S.
pneumoniae

E. coli, S. aureus e
S. peunomiae

Gram-positivas e
Gram-negativas

E. faecalis, B.
subtilis

AGEs: aminoglycoside modifying enzymes

PBP: penicillin binding protein

Adaptado de Kapoor, 2017

A resisténcia bacteriana pode ser intrinseca a alguns antibidticos ou adquirida de

diferentes formas, como através de mutacdes em genes cromossomais ou pela transferéncia

horizontal de genes por conjuncdo ou plasmideos (BLAIR; WEBBER; BAYLAY; OGBOLU
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et al., 2015). Dentre esses mecanismos bacterianos, desenvolvidos pela pressao seletiva que
favorece a resisténcia e a disseminacdo de cepas resistentes, encontram-se a restricdo de
penetracdo antibidtica, bombas de efluxo, modificacdo de estrutura alvo, modificacdo ou
alteracdo da molécula antibidtica, mudanga de alvo ou sequestro do alvo (BLAIR; WEBBER;
BAYLAY; OGBOLU et al., 2015; LERMINIAUX; CAMERON, 2019; LEWIS, 2020).

A resisténcia intrinseca refere-se a habilidade de resistir a acdo de uma molécula
antibidtica por caracteristicas estruturais ou funcionais, como as diferengas constitucionais
entre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (BLAIR; WEBBER; BAYLAY; OGBOLU
et al., 2015). Por exemplo, a membrana citoplasmatica de Gram-positivas é constituida por
mais fosfolipideos carregados negativamente (ani6nicos), importante para acdo de farmacos
como o lipopeptideo daptomicina, que através de ions Ca?* interagem com esses fosfolipideos
aniodnicos, levando a despolarizacdo celular, o que ndo ocorre em Gram-negativas, sendo pouco
efetivo contra eles (RANDALL; MARINER; CHOPRA; O'NEILL, 2013).

As mutagOes cromossomicas que estimulam a resisténcia ocorrem geralmente em genes
que sdo alvo terapéutico (como genes que codificam topoisomerases, alvo de quinolonas),
genes que codificam transportadores (como inibigdo do OprD2, transportador de imipenem em
P. aeruginosa, reduzindo a entrada do antibiético) e genes reguladores da expressao de
transportadores ou de enzimas modificadoras de antibioticos e bombas de efluxo. Por exemplo,
uma mutagdo no gene regulador MarA pode estimular a expressao de genes codificantes para
bombas de efluxo, responsaveis por expulsar o farmaco do interior da célula (MARTINEZ,
2014). Também podem ocorrer modificacdes nas subunidades ribossomais (30S e 50S), nas
enzimas PBP (estratégia utilizada especialmente pelas Gram-positivas), em precursores da
parede celular, mutacdo na DNA-girase e RNA polimerase (KAPOOR; SAIGAL,;
ELONGAVAN, 2017). De forma resumida, essas alteracbes modificam a acdo de antibidticos

por diminuir a afinidade do farmaco pela molécula alvo ou diminuir a capacidade de entrada
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na célula, aumentar mecanismo de efluxo ou alterar vias metabdlicas por modulacdo de
reguladores (MUNITA; ARIAS, 2016).

A transferéncia horizontal de genes (em inglés, horizontal gene transfer, HGT) permite
as bactérias adquirirem caracteristicas genéticas externas a sua linhagem clonal, especialmente
referentes a resisténcia antibidtica (em inglés, antibiotic resistance genes, ARG), além de genes
de viruléncia e habilidade de formar biofilme, através de plasmideos, bacteriéfagos e DNA
extracelular via conjugacdo, transducdo e transformagdo natural, respectivamente
(LERMINIAUX; CAMERON, 2019). Muitos desses processos sao estimulados pelo uso de
doses nao inibitdrias (sub-doses) de antibidticos, que acabam atuando como um sinalizador que
modula a transcri¢do de genes de viruléncia, transferéncia de material genético, aumenta taxa

de recombinacdo e mutagdo (ANDERSSON; HUGHES, 2014).

1.6 Fatores de viruléncia bacteriana

A patogenicidade é definida como a habilidade de um agente microbiano em causar
doenca atraves, especialmente, de sua toxicidade — producdo de substancia capaz de danificar
as células hospedeiras — e da capacidade de invasdo, isto €, potencial de penetrar e se disseminar
no corpo do hospedeiro (BECEIRO; TOMAS; BOU, 2013). A competéncia do microrganismo
em sobreviver e multiplicar no tecido também é considerado um determinante para causar uma
patologia (CASADEVALL; PIROFSKI, 2009). Contudo, o desenvolvimento da doenca é
resultado de interagdes complexas entre patdgeno-hospedeiro, dependente do estado
imunolégico do individuo, que varia de acordo com héabitos alimentares, comportamentais e
questBes genéticas, sendo multifatorial. 1sso determina a susceptibilidade do individuo frente a
infeccio (BECEIRO; TOMAS; BOU, 2013; DE SOUZA, 2003).

Durante essa interacdo, bactérias patogénicas utilizam diversos mecanismos para

colonizar o corpo invadido. Esses mecanismos sdo denominados fatores de viruléncia,
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definidos como moléculas produzidas e secretadas por microrganismos, incluindo enzimas,
toxinas, exopolissacarideos, estruturas de parede celular, lipopolissacarideos, glicoproteinas e
lipoproteinas, que auxiliam, entdo, na adesdo, invasdo, escape da resposta imune e
sobrevivéncia dos patdgenos (LEITAO, 2020; NIU; YU; WANG; REN et al., 2013).

Dentre as estratégias desenvolvidas pelas bactérias para sobreviver, encontram-se 0s
préprios constituintes das estruturas bacterianas, como flagelo e adesinas (fimbria ou adesinas
afimbriais) - estruturas importantes para o deslocamento do organismo e para interagédo/adeséo
ao tecido hospedeiro, respectivamente. Além disso, bactérias Gram-positivas naturalmente
produzem uma capsula espessa para escapar da fagocitose de células do sistema imune,
enguanto Gram-negativas possuem lipopolissacarideos (LPS), uma endotoxina constituinte da
parede bacteriana, que auxilia na integridade estrutural (NIU; YU; WANG; REN et al., 2013).
A habilidade das bactérias em colonizar um hospedeiro também se deve a presenca de fatores
como invasinas - que como o proprio nome diz, promovem a invasao das células hospedeiras-
, enzimas especializadas e toxinas que auxiliam na evasdo do sistema imune, na sua
movimentacao, acesso aos nutrientes e no sequestro de metais como ferro e magneésio
(exemplo: ferro via sider6foros) importantes para o metabolismo celular (CASADEVALL,;
PIROFSKI, 2009; DE SOUZA, 2003; NIU; YU; WANG; REN et al., 2013).

Dentre os fatores de viruléncia das bactérias, a presenca de biofilme foi correlacionada
com 80% das infecgBes microbianas de dificil tratamento (MUHLEN; DERSCH, 2016). A
formacdo desse biofilme, que desenvolve um importante papel na tolerancia a antibi6ticos e a
acdo do sistema imune do hospedeiro, é dependente inicialmente das moléculas adesinas - para
que ocorra a adesao inicial as superficies - e posteriormente do quorum sensing (QS) para a
comunicacdo bacteriana e coordenacdo das respostas génicas as mudancgas e estresses

ambientais (MUHLEN; DERSCH, 2016; STONES; KRACHLER, 2015).
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1.6.1 ADESINAS

Microrganismos produzem uma variedade de proteinas de superficie, chamadas
adesinas, importantes para sua adesdo as células hospedeiras e a superficies inanimadas como
biomateriais (VIELA; MATHELIE-GUINLET; VILJOEN; DUFRENE, 2020). As adesinas
sdo proteinas (classificadas em fibrilares, pilus e afibrilares) ou glicanos, no qual possuem uma
seletividade por moléculas alvo da membrana celular hospedeira, reconhecendo regides ou
estruturas especificas nessas superficies, o que favorece a interagdo e patogenicidade
bacteriana. Dentre as proteinas bacterianas conhecidas, encontram-se as fimbrias e os pilus,
além de proteinas ndo poliméricas, que contribuem para esse reconhecimento da matriz
extracelular do hospedeiro como colageno, proteoglicanos, lamininas, acido hialurbnico e
elastinas. Além disso, moléculas de adesdo da propria célula hospedeira, incluindo caderinas
integrinas e selectinas, também possuem afinidade de ligagdo com estruturas de superficie dos

microrganismos (SOLANKI; TIWARI; TIWARI, 2018).

1.6.2 BIOFILME

Bacteérias e fungos podem existir de 2 formas: na forma planctonica ou como biofilme
(BLACKMAN; QU; CASS; LOCOCK, 2021). Biofilmes sdo definidos como comunidades de
microrganismos recobertos por uma matriz extracelular de substancias poliméricas produzida
pelos proprios microbios ali presentes, podendo ser desenvolvido sobre superficies bioticas ou
abidticas e na interface liquido-solido ou liquido-ar (FLEMMING; WUERTZ, 2019;
SCHULZE; MITTERER; POMBO; SCHILD, 2021). Essas estruturas sdo muito relevantes em
doencas humanas ja que sua formacdo esta associada a cronicidade de diversas infec¢oes,
especialmente as causadas por bactérias patogénicas, como quadros de colite, vaginite,
conjuntivite, uterite, otite, entre outros. Sua formacdo é observada tanto em dispositivos

médicos - lentes de contato, cateteres, préteses e valvulas cardiacas- quanto em superficies
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corporais, como pele e mucosas do trato digestivo e respiratorio (DAVIES, 2003; SCHULZE;
MITTERER; POMBO; SCHILD, 2021).

A formacdo do biofilme é complexa e dividida em etapas (Figura 3), sendo elas: (1)
adesdo as superficies bioticas ou abioticas, (2) formacdo de microcoldnias e maturagdo do
biofilme, no qual ha comunicacao bacteriana (chamada de quorum sensing, QS), e (3) dispersao
(JAMAL; AHMAD; ANDLEEB; JALIL et al., 2018; ROY; TIWARI; DONELLI; TIWARI,
2018; TOLKER-NIELSEN, 2015). A adesdo bacteriana a uma superficie, iniciada como uma
estratégia de protecdo devido a alteracGes nas condi¢cGes ambientais, ocorre atraves de ligacoes
ndo-especificas - ligacbes de Van der Waals, acido-base, hidrofébicas e forgas de interacdo
eletrostaticas - com proteinas presentes no meio ou com outras espécies microbianas presentes
no local. Posteriormente, o acumulo de bactérias na regido é geralmente mediado por
sedimentacéo, for¢as hidrodindmicas e movimento browniano, apesar de que quimotaxia ativa
e movimentos direcionados por flagelo também podem ocorrer (BLACKMAN; QU; CASS;
LOCOCK, 2021; PALMER; FLINT; BROOKS, 2007; ROY; TIWARI; DONELLI; TIWARI,

2018).
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Biofilme bacteriano
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Figura 3. Descricdo das etapas de formagdo do biofilme bacteriano. (i) Células planctdnicas interagindo com a
superficie biotica ou abi6tica; (ii) desenvolvimento de microcolénias primeira etapa da maturagdo; (iii) biofilme
maduro na forma séssil; (iv) dispersdo do biofilme maduro. Adaptado de SILVA; ZIMMER; MACEDO;
TRENTIN (2016), conforme orientacéo da Editora (AMERICAN CHEMICAL SOCIETY).

Essa adeséo de células individuais pode ser dividida em duas fases: (1) adesdo inicial
reversivel e (2) adesdo irreversivel. A primeira ocorre devido as ligacfes hidrofobicas e
eletrostaticas reversiveis, que podem ser desfeitas por for¢as dos fluidos, enquanto a segunda
é caracterizada pela formacdo de ligacGes de hidrogénio e covalentes irreversiveis, marcado
pelo inicio da producéo de exopolissacarideos e pela participacéo de fimbrias ou pili (adesinas),
promovendo uma adesdo mais forte a superficie. Essa ligacdo torna-se dificil de romper, sendo
necessario forcas quimicas ou fisicas para desprender as bactérias da superficie (BLACKMAN;
QU; CASS; LOCOCK, 2021; PALMER; FLINT; BROOKS, 2007).

Ap0s a adesdo, da-se inicio ao processo de formacédo de microcol6nias, no qual ocorre
uma grande proliferacao celular e producdo de matriz exopolimérica (do inglés, extracellular

polymeric substances, EPS), constituida de proteinas, lipideos, polissacarideos e DNA
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extracelular (¢eDNA) (MISHRA; PANDA; DE MANDAL; SHAKEEL et al., 2020). Nessa
fase, hd uma intensa comunicacdo entre as bactérias através da liberacdo de moléculas quimicas
(chamadas autoindutores), para que haja um controle da densidade populacional e coordenacao
do comportamento da comunidade pelo controle da expressdo génica comunitaria, sendo essa
a forma de comunicacéo bacteriana (QS) (MACEDO; ABRAHAM, 2009). Essa coordenagéo
das acOes é muito importante para que ocorra a fixagdo no local, distribuicdo e excrecdo de
metabolitos, divisao de tarefas, aléem de propiciar a associagdo de bactérias metabolicamente
distintas, visando a criagdo de um ambiente favoravel energicamente para todas as popula¢ées
de bactérias que constituem o biofilme (JAMAL; AHMAD; ANDLEEB; JALIL et al., 2018).

O biofilme maduro, caracterizado pelo aumento da quantidade de EPS produzida,
originando uma estrutura no formato tridimensional “tipo cogumelo” ou “tipo torre/pilar”,
altamente hidratada (98% de agua), constituido por multicamadas heterogéneas nas quais ha a
presenca de canais de agua que permitem o transporte de nutrientes e oxigénio para as células;
permitem também a excrecdo de resquicios metabolicos, atuando, assim, como um “‘sistema
circulatério” ao longo do biofilme (BLACKMAN; QU; CASS; LOCOCK, 2021; DONLAN,
2001a; JAMAL; AHMAD; ANDLEEB; JALIL et al., 2018; RUMBAUGH; SAUER, 2020).
Por fim, ocorre a etapa final de desenvolvimento do biofilme: a dispersdo. Nesse momento,
parte das bactérias que constituem o biofilme se desprendem e assumem sua forma plancténica
novamente, possibilitando a colonizacdo de outros sitios (RABIN; ZHENG; OPOKU-
TEMENG; DU et al., 2015; RUMBAUGH; SAUER, 2020).

As vantagens para 0os microrganismos em formar biofilme séo diversas, incluindo:
colonizar nichos competitivos; sobreviver a ambientes estressantes causados pela privacao de
nutrientes, desidratacdo, mudancas de pH e bacteriéfagos, por exemplo; protecdo contra acdo
de células do sistema imune e agentes antimicrobianos devido a baixa taxa de crescimento

bacteriano induzido pela pouca disponibilidade de nutrientes no interior da estrutura, ao
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metabolismo reduzido, a presenca de células dormentes ou persistentes (em inglés, chamadas
de “persistent cells”) e inativacdo ou reducdo da penetracdo dos antibioticos pela presenga da
matriz exopolimérica, que atua também como uma barreira fisica (Figura 4) (DAVIES, 2003;

DONLAN, 2001a; RUMBAUGH; SAUER, 2020).

A
Metabolismo intenso
Metabolismao intermediario
Metabolismo baixo
Dormente
Nao tratado Tratado por 20 min Tratado por 24 horas
B | |

8 vio

. Morto

Figura 4. Organizacéo e protegdo proporcionadas pelo biofilme. (A) As bactérias, no interior do biofilme, sdo
organizadas por diferentes niveis metabdlicos, 0 que se relaciona com as diferentes fungdes bacterianas e
facilidade de acesso aos nutrientes, interferindo também na efetividade da acéo de antibidticos que atuam sobre
bactérias metabolicamente ativas; (B) Tratamentos com antibidticos sobre o biofilme geralmente resultam em
morte incompleta das bactérias colonizadoras, permitindo que elas sobrevivam e se disseminem novamente pelo
hospedeiro. llustragdo criada com BioRender.com.

Resumidamente, o biofilme promove a cronicidade das infecgdes atraves de
caracteristicas gerais compartilhadas entre todos os biofilmes: (1) A matriz EPS funciona como
uma ‘“capa protetora”, que reduz a penetracdo de agentes antimicrobianos e de células
fagociticas do sistema imune (impedindo a fagocitose) no interior da estrutura, além de conter
compostos inativadores de agentes antimicrobianos, como polissacarideos carregados e eDNA,
que capturam alguns antibidticos; (2) a quantidade e proximidade celular estimulam a
transferéncia horizontal de genes, especialmente genes de resisténcia antibiotica atraves de

plasmideos; (3) alteracdo do metabolismo bacteriano no interior do biofilme, com a presenca
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de células com baixa taxa metabdlica o que, de forma geral, inviabiliza a acdo de antibioticos
que atuam sobre células em divisdo celular ou crescimento. Destaca-se, nesse contexto, as
células persistentes, que possuem um metabolismo quase zero, permitindo que sobrevivam aos
antimicrobianos e colonizem novamente o hospedeiro apds o fim do tratamento; (4) presenca
de bombas de efluxo, que expulsam as moléculas do interior do biofilme, atuando de forma
similar com as bombas presentes em células plancténicas (RABIN; ZHENG; OPOKU-
TEMENG,; DU et al., 2015); (DAVIES, 2003); (SCHULZE; MITTERER; POMBO; SCHILD,

2021).

1.6.2.1 QUORUM SENSING

Todas essas etapas de formacdo, maturacdo, dispersdo e coordenacdo no biofilme
ocorrem através da comunicacgédo entre células chamado quorum sensing (QS), como citado
previamente (BLACKMAN; QU; CASS; LOCOCK, 2021). QS é um mecanismo de regulacao
da expressdo génica que varia de acordo com a densidade populacional e com alteracdes
ambientais, objetivando coordenar o comportamento populacional. Esse sistema € controlado
através da secrecdo de autoindutores (Als) ou moléculas QS, habeis para regular fatores de
viruléncia, esporulacdo, motilidade, resisténcia bacteriana, formacéo e dispersdo de biofilme
(BLACKMAN; QU; CASS; LOCOCK, 2021; MACEDO; ABRAHAM, 2009; RABIN;
ZHENG; OPOKU-TEMENG,; DU et al., 2015; ZHANG,; LI, 2015).

A medida que a densidade populacional no interior do biofilme cresce, um maior
numero de autoindutores sdo produzidos até atingir uma concentracao limiar, permitindo sua
ligacdo com seus receptores localizados na membrana celular bacteriana, o que leva a inducao
ou repressdo da expressao de genes alvo (Figura 5) (RABIN; ZHENG; OPOKU-TEMENG;
DU et al., 2015). Exemplos de autoindutores produzidos por bactérias sao as lactonas N-acil-

homoserina (AHLS) e oligopeptideos em Gram-negativas e Gram-positivas, respectivamente.
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Ainda ha indutores de “linguagem universal” como o autoindutor 2 (AI-2), utilizado para
realizar a comunicacdo intra e interespécies (BLACKMAN; QU; CASS; LOCOCK, 2021;
MACEDO; ABRAHAM, 2009; RABIN; ZHENG; OPOKU-TEMENG; DU et al., 2015;

ZHANG,; LI, 2015).
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Figura 5. Sinalizacdo do quorum sensing (QS). (A) Principais moléculas indutoras; (B) Mecanismos de acéo do
QS sobre as bactérias e as possiveis consequéncias adaptativas produzidas. AHLs = lactonas N-acil-homoserina.
AIPs = peptideos autoindutores. Al-2 = o autoindutor 2. Adaptado de RABIN; ZHENG; OPOKU-TEMENG; DU
et al., (2015) com permissao da Future Science Group.

1.7 Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, sem mobilidade, coagulase-
positiva e pertencente ao filo Firmicutes (LEE; DE LENCASTRE; GARAU; KLUYTMANS
et al., 2018). Essa bactéria pode fazer parte da microbiota humana, vivendo de forma comensal
em mucosas nasais de 20-40% da populacdo geral, além de ser encontrado na pele e perineo de
animais e humanos (LEE; DE LENCASTRE; GARAU; KLUYTMANS et al., 2018;
SANTAIJIT; INDRAWATTANA, 2016). Apesar de um grande nimero de individuos serem

carregadores desse microrganismo, S. aureus € uma patdgeno oportunista que pode causar
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diversas infeccdes e doencas nos humanos como infecgbes de pele, endocardite, pneumonia,
sindrome do choque séptico e septicemia, sendo transmitido de pessoa para pessoa,
especialmente através de contato direto ou particulas presentes no ambiente (SANTAJIT;
INDRAWATTANA, 2016; WU; LIU; ZHU; SHEN, 2019). Geralmente essas doencas séo
causadas pelas bactérias em sua forma plancténica através da producéo e liberagdo de toxinas
e enzimas; entretanto, infecgdes resistentes comumente associam-se com a presenca de
biofilme, no qual permite que S. aureus se conectem e persistam no tecido do hospedeiro ou
em dispositivos médicos, como 0ssos (causando osteomielite) e cateteres, respectivamente

(LISTER; HORSWILL, 2014).

1.7.1 FATORES DE VIRULENCIA DE Staphylococcus aureus

Os motivos que permitem o sucesso de S. aureus como patdgeno, possibilitando a eles
colonizar e sobreviver em um hospedeiro, sdo as expressoes de diversos fatores que contribuem
para a sua viruléncia (Figura 6) (BUCHAN; FOSTER; RENSHAW, 2019). Para estabelecer a
infeccdo, inicialmente essa bactéria adere-se a célula hospedeira através de proteinas de
superficie chamadas MSCRAMMs, que ligam-se em moléculas de superficie celular,
permitindo a entrada da bactéria no organismo (GORDON; LOWY, 2008). Além disso, estudos
ja especularam o papel dessas proteinas na patogenicidade de infecgdes associada a implantes
por promoverem colonizagdo, invaséo e formacéo de biofilme (FOSTER; KOK; FLORES;
MINARD et al., 2020; JOSSE; LAURENT; DIOT, 2017). Mais de 20 MSCRAMNM s ja foram

descritas para S. aureus, sendo que as principais proteinas estdo relatadas na Tabela 4.



44

Proteases
(ex: protease V8)

‘ :
“ et

Invasinas
Toxinas (ex: estafiloquinases)
(ex: alfa-toxina)
@
@@ ®
o9

Adesinas

Figura 6. Principais fatores de viruléncia de S. aureus. Producdo de enzimas como proteases que podem clivar
anticorpos e impedir a opsonizacdo e auxiliar a invasdo ao tecido hospedeiro; proteinas como proteina A que
impedem a ligacdo de anticorpos na célula bacteriana, além de invasinas (proteases, lipases) que auxiliam a
protecéo contra a¢Oes do sistema imune e invasdo da célula hospedeira; toxinas sdo capazes de matar células do
sistema imune e outras células hospedeiras (citotoxinas, superantigenos); adesinas sdo proteinas que se ligam em
receptores de superficie das células do hospedeiro, auxiliando a invaséo, além de inibir resposta do sistema
complemento. Por fim, a aquisicdo de plasmideos é uma forma de favorecer a sobrevivéncia de S. aureus por
carregar genes de resisténcia a acéo de antibioticos, especialmente. llustragdo criada com BioRender.com.

Tabela 4. Principais proteinas MSCRAMMSs de S. aureus.

MSCRAMMs Funcao Ligante

Autolysin (Atl) Proteina de choque térmico

Hsc70

Medeia a internalizacdo na célula
hospedeira

Sialo-binding protein (Bbp) Ades&o ao fibrinogénio imovel Cadeia a do fribrinogénio

Biofilm-associated protein (Bap) Adesdo as superficies inertes e Chaperona Hsp90

celulares; cronicidade de infeccdes.

Clumping factor A (CIfA)

Adeséo ao fibrinogénio, evasdo do
sistema imune, degradacdo do C3b

Interagdo com fibrinogénio e
sistema complemento

Clumping factor B (CIfB)

Adesdo as células epiteliais
descamadas e colonizacao nasal

Interacdo com fibrinogénio

Collagen adhesin (Cna)

Adesdo em tecidos ricos em
coldgeno e previne ativacdo da via
classica do sistema complemento

Tripla hélice de colageno,
proteina Clg do sistema
complemento e laminina.

Fibronectin-binding proteins A
(FnBPA) e B (FnBPB)

Adesdo na matriz extracelular -
Interage com integrina e Hsp60

Ligam-se a fibronectina,
fibrinogénio e elastina

Serine aspartate repeat-containing

protein C (SdrC), D (SdrD), E (SdrE)

Ligam proteinas de superficie como
desmogleina de células especificas

Adesdo as células epiteliais
descamadas, evasdo do
sistema imune e degradacéo
de C3b

Adaptado de (FOSTER, 2019)
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Dentre as estratégias utilizadas por essa bactéria - ap6s sua invasdo - para escapar das
células do sistema imune estdo acdes de inibicdo sobre: (1) diapedese, ativacdo, quimiotaxia e
acao de neutrdfilos; (2) fagocitose via agregacdo celular, moléculas de superficie e biofilme,
(3) opsonizagdo e (4) defesas oxidativas. Ademais, produzem e liberam toxinas que eliminam
células da imunidade inata (BUCHAN; FOSTER; RENSHAW, 2019; CHEUNG; BAE;
OTTO, 2021).

A neutralizacdo da acdo de neutrdfilos estd muito correlacionada com a producédo de
proteinas da familia SSL5 (em inglés, superantigen-like protein 5) e SelX, que se ligam ao
PSGL-1 (do inglés, P-selectin glycoprotein ligand-1) presente nos leucécitos, impedindo sua
ligacdo com P-selectinas das células endoteliais, evitando, assim, a diapedese (BESTEBROER,;
POPPELIER; ULFMAN; LENTING et al., 2007; KOYMANS; BISSCHOP; VUGHS; VAN
KESSEL et al., 2016; TUFFS; JAMES; BESTEBROER; RICHARDS et al., 2017).

As proteinas da familia SSL também podem ligar-se, por exemplo, aos TLRs (do inglés,
toll-like receptors), receptores presentes em leucocitos responsaveis por reconhecerem 0s
PAMPs (padrdes moleculares associados a patégenos, do inglés pathogen-associated
molecular pattern) dos microrganismos, evitando a quimiotaxia, assim como proteinas CHIPS
(do inglés, chemotaxis-inhibitory protein of Staphylococcus) (BARDOEL; VOS; BOUMAN;
AERTS et al., 2012; CHEUNG; BAE; OTTO, 2021; KOYMANS; BISSCHOP; VUGHS;
VAN KESSEL et al., 2016).

Muitas cepas de S. aureus podem produzir uma capsula de polissacarideos (em inglés,
capsular polysaccharide) para escapar da fagocitose, pois essa capsula recobre a superficie
celular da bactéria, “escondendo” suas proteinas antigénicas. Ja foram identificados 13
sorotipos de polissacarideo capsular, porém os sorotipos 5 e 8 sdo 0s predominantemente
identificados de isolados clinicos (RAUSCH; DEISINGER; ULM; MULLER et al., 2019;

VISANSIRIKUL; KOLODZIEJ; DEMCHENKO, 2020). Além disso, estratégias de
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agregacdo celular como formacdo de biofilme e agregados de fibrina (pela a¢do da enzima
coagulase) recobrindo células bacterianas - CIfA e outras proteinas ligadoras de fibrina e
fibrinogénio intervém na interacdo entre bactéria e coagulos de fibrina - sdo formas de evitar
fagocitose (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021; MCADOW; KIM; DEDENT; HENDRICKX et
al., 2011).

Inibir a opsonizacdo também é uma estratégia utilizadas por S. aureus, j& que produzem
proteinas de superficie, como a SpA (em inglés, surface proteina A), que impedem a ligagdo
de anticorpos a célula, e outras moléculas proteicas que inibem o inicio da cascata de ativacdo
do sistema complemento (BECKER; FRANKEL; SCHNEEWIND; MISSIAKAS, 2014,
BUCHAN; FOSTER; RENSHAW, 2019). A acdo de proteases como serino (protease V8),
cisteina (SspB) e metaloproteases (exemplo: aureolisina) parecem contribuir para evitar a
opsonizacdo (STACH et al., 2018).

Resistir a acdo de espécies reativas de oxigénio (em inglés, Reactive Oxygen Species,
ROS) e outras moléculas toxicas presentes nos granulos de neutrofilos e outros leucécitos é
outra estratégia de sobrevivéncia da bactéria. A produgdo de compostos como (1) a
estafiloxantina, responsavel por promove a coloracdo amarelada da colnia bacteriana, anula
radicais gerados por ROS; (11) superdxido dismutase e (I11) catalase que convertem superéxido
e peroxido de hidrogénio em compostos menos ou nao toxicos; (1V) lactato desidrogenase que
anula éxido nitrico, além de outros diversos compostos, auxiliam sua sobrevivéncia no
hospedeiro (CHEUNG; BAE; OTTO, 2021; LIU; ESSEX; BUCHANAN; DATTA etal., 2005;
NAKONIECZNA; MICHTA; RYBICKA; GRINHOLC et al., 2010).

Toxinas e proteinas que anulam a acdo de peptideos antimicrobianos (do inglés,
antimicrobial peptides, AMPs) produzidas pelo hospedeiro sdo muito relevantes na evasédo
bacteriana. Alfa-toxina, uma citolisina que elimina leucécitos atraves de lise celular, e a

estafilocinase (em inglés, Staphylokinase, SAK), uma exoproteina que se liga e inativa a-
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defensina (importante AMP produzido por neutréfilos) contra S. aureus, mostram-se muito
relevantes na sua protecdo (BUCHAN; FOSTER; RENSHAW, 2019; JIN; BOKAREWA,;

FOSTER; MITCHELL et al., 2004).

1.7.2 MECANISMOS DE RESISTENCIA DE Staphylococcus aureus

Infecgdes causadas por cepas de S. aureus resistentes aos antibioticos, que fazem parte
do grupo de patdogenos denominados “ESKAPE”, aumentaram significativamente a dificuldade
de tratamento (JOHN, 2020; SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016). Inicialmente, muitos
antibidticos eram efetivos no tratamento e eliminacdo de estafilococos, porém a alta pressao
seletiva - estimulada pelo uso incorreto desses antimicrobianos - levaram a sobrevivéncia,
prevaléncia e disseminacdo de linhagens de S. aureus resistentes (WU; LIU; ZHU; SHEN,
2019). Os mecanismos de resisténcia contra antimicrobianos séo respostas celulares integradas
que visam adaptacdo a essas perturbacGes ambientais e envolvem alteragcdes gendmicas,
transcriptdmicas, protebmicas e metaboldmicas nas bactérias (AUTIERO; COSTANTINI;
COLONNA, 2009).

A susceptibilidade das infeccbes por S. aureus séo tradicionalmente divididas em
Meticilina- sensiveis (Methicillin- susceptible Staphylococcus aureus, MSSA) e Meticilina-
resistentes (Methicillin-resistant Staphylococcus aureus, MRSA) (JOHN, 2020). As MRSA
foram descritas pela primeira vez em 1961 na Inglaterra, logo apos o inicio da utilizacdo da
meticilina na clinica (LEE; DE LENCASTRE; GARAU; KLUYTMANS et al., 2018). A
implementacdo da meticilina foi uma alternativa momentéanea eficaz para combater bactérias
resistentes a penicilina, antibidtico da familia dos beta-lactdmicos. Apesar de ambas as
moléculas - meticilina e penicilina - serem B-lactdmicos e terem 0 mesmo alvo na bactéria, isto
é, atuarem inibindo as PBPs e, consequentemente, a sintese de peptideoglicanos da parede

celular, a meticilina ndo sofre acdo das enzimas PB-lactamases. Todavia, as bactérias
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desenvolveram outros mecanismos de resisténcia para sobreviver a acao de meticilina e outras
drogas desenvolvidas posteriormente (AUTIERO; COSTANTINI; COLONNA, 2009; LEE;
DE LENCASTRE; GARAU; KLUYTMANS et al., 2018).

Além dos MRSA, ainda séo reconhecidos os S. aureus resistentes & vancomicina
(vancomycin-resistant Staphylococcus aureus, VRSA) e 0s resistentes a daptomicina
(daptomycin-resistant Staphylococcus aureus, DRSA) (WU; LIU; ZHU; SHEN, 2019). Essas
linhagens resistentes surgem a partir da capacidade da bactéria em criar estratégias e
mecanismos de evasdo da acdo antibidtica, sendo que os principais incluem:

(1) Produgdo de enzimas B-lactamases, como a penicilinase, transcrita pelo gene blaz, que
hidrolisa a ligagao amida do anel f-lactamico de farmacos B-lactdmicos (exemplo: penicilina e
ampicilina), levando a inativagcdo do composto fluroguinolonas;

(2) Expressdo da proteina ligadora de penicilina 22 (PBP2a), uma enzima adicional que é
produzida pelo gene mecA e regulada pelos genes mecl e mecR1, que ndo € inibida pelos -
lactdmicos e permite a sintese de peptideoglicanos. O complexo mecA pertence ao cassete
cromossdémico SCC mec, considerado uma “ilha” de resisténcia antimicrobiana, pois permite a
integracdo de genes de resisténcia e elementos méveis (presente em MRSA);

(3) Aquisicdo de resisténcia por plasmideo como o operon vanA, que promove resisténcia a
glicopeptideos como a vancomicina, que modifica a sequéncia final de precursores de
peptideoglicanos, reduzindo a afinidade por vancomicina;

(4) Mutacdo espontanea na sequéncia de aminoacidos das enzimas, incluindo a DNA girase e
topoisomerase 1V, reduzindo a acao de antibidticos fluoroquinolonas como ciprofloxacino;
(5) Superproducéo de lisina-fosfatidilglicerol (em inglés, lysyl-phosphatidylglycerol, L-PG)
gerado por uma mutacdo no gene mrpF, que produz a proteina integral de membrana MrpF,

responsavel por adicionar residuos de lisina e formar L-PG. Esse aumento de L-PG diminui a
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carga negativa na superficie celular e reduz a afinidade com antibioticos catiénicos como a
daptomicina;

(6) Expressao de bombas de efluxo para expulsar antibiotico do interior da célula;

(7) Reducéo da permeabilidade celular, reduzindo absorcéo de farmacos.

Além disso, o desenvolvimento de biofilme e células persistentes, promovem tolerancia
bacteriana aos antimicrobianos (FOSTER, 2017; GUO; SONG; SUN; WANG et al., 2020;
LLARRULL; FISHER; MOBASHERY, 2009; MUNITA; ARIAS, 2016; PANTOSTI,
SANCHINI; MONACO, 2007).

Apesar do registro de casos de resisténcia, a vancomicina continua sendo a escolha
inicial de tratamento para infecgOes de estafilococos resistentes (JOHN, 2020; SANTAJIT,;
INDRAWATTANA, 2016). Caso ela ndo seja efetiva, ainda ha penicilinas semi-sintéticas e
cefalosporinas disponiveis para terapia alternativa como daptomicina, ceftarolina, fosfomicina,

linezolide, dalbavancina, televancina e omadaciclina (JOHN, 2020).

1.7.3 BIOFILME DE Staphylococcus aureus

A formacdo do biofilme dessa bactéria é amplamente encontrada em dispositivos
médicos como implantes cardiacas, cateteres urinarios e proteses, bem como no tecido vivo do
hospedeiro, como 0sso (causando osteomielite) e valvulas cardiacas (causando endocardite),
por exemplo (LISTER; HORSWILL, 2014; MOORMEIER; BAYLES, 2017).

O biofilme de S. aureus é comumente constituido de proteinas, DNA extracelular
(eDNA) oriundo de bactérias do préprio biofilme e neutréfilos lisados, polissacarideos
extracelulares, acido teicdico e outras moléculas, apesar da constituicdo variar entre cepas
(PAHARIK; HORSWILL, 2016). Contudo, o maior constituinte dessa matriz € o
polissacarideo de superficie N-acetil-D-glicosamina (PNAG), também identificado como

Adesina Polissacaridica Intercelular (do inglés, polysaccharide intercelullar adhesin, PIA),
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produzido por enzimas codificadas pelo locus icaADBC. Diversas outras proteinas participam
da adesdo e montagem da estrutura do biofilme, inclusive em vias alternativas de formacéo de
biofilme independentes de ica, como proteinas de superficie e MSCRAMMSs, incluindo:
proteina A, proteinas ligadoras de fibrinogénio (FnBPA e FNBPB), proteina de superficie de S.
aureus (SasG) que formam fibras que interconectam células, proteina associada a biofilme
(Bap); proteinas secretadas como proteina de aderéncia extracelular (Eap) e toxina beta. Além
disso, eDNA possui uma carga negativa, atuando como polimero eletrostatico que ancora
células a superficie, a fatores hospedeiros e uns aos outros (LISTER; HORSWILL, 2014).

Para que ocorra a adesdo das bactérias em uma superficie abidtica, dando inicio ao
desenvolvimento do biofilme, ha uma interacdo entre as bactérias e o ambiente através de
ligacGes de hidrofobicidade, além da participagdo de moléculas produzidas por S. aureus, como
autolisina Atl e acido teicdico, importantes para essa adesdo inicial. Ja& em uma superficie
bidtica, as MSCRAMMSs sdo as principais responsaveis por interagir com diferentes compostos
da matriz celular do hospedeiro (fibronectina, fibrinogénio, colageno e citoqueratina) e iniciar
essa adesdo (MOORMEIER; BAYLES, 2017; OTTO, 2018).

Para a modulacgdo e dispersdo do biofilme, ha o desempenho de nucleases, proteases,
moléculas surfactantes-like como modulinas soltveis em fenol (do inglés staphylococcal
phenol-soluble modulins, PSMs) e peptideos responsaveis por romper interacdes nao
covalentes. Dentre as 10 proteases produzidas por S. aureus, estdo presentes serino-proteases
(SspA e SplA-F), cisteino proteases (SspB e ScpA) e metaloprotease (Aur) (BOLES;
HORSWILL, 2011; OTTO, 2018).

O desprendimento do biofilme parece ser controlado pelo sistema agr-quorum sensing
que depende da densidade populacional bacteriana e acimulo de moléculas autoindutoras,
como o autoinducing peptide (AIP), produzido por S. aureus durante o crescimento. Ao atingir

altas concentracOes, AlP se liga em seu receptor de membrana da bactéria e ativa uma histidina



51

quinase (AgrC), que fosforila ArgA e inicia a transcricdo do operon agr. O mesmo produz
unidades transcricionais (RNAII e RNA I11) que, por sua vez, regulam a expressdo de varios
fatores de viruléncia e genes associados ao biofilme, incluindo a producdo de proteases que
degradam proteinas de superficie celular e rompem a comunicagdo celular (levando a
disperséo) e PSM, toxinas que auxiliam no desenvolvimento da estrutura. Todavia, estudos na
literatura relatam que outros mecanismos também podem levar a dispersdo do biofilme
(BOLES; HORSWILL, 2011; MOORMEIER; BAYLES, 2017; OTTO, 2018; PAHARIK;
HORSWILL, 2016; PERIASAMY; JOO; DUONG; BACH et al., 2012).

Além do locus agr, o sistema LuxS também é um regulador do QS de estafilococos,
apesar de o regulador de gene acessorio (Agr) ser o mais bem estabelecido. LuxS regula a
producédo do autoindutor Al-2, no qual ja foi correlacionado com sintese de capsula, formacéao
de biofilme, susceptibilidade antibiotica e viruléncia de S. aureus (LE; OTTO, 2015).
Entretanto, esse sistema € conservado e difundido entre diversas bactérias, além de, como
citado anteriormente, Al-2 estar envolvido na comunicagdo interespécies, sugestivamente
sendo a linguagem universal de comunicagdo entre as bactérias (XUE; ZHAO; SUN, 2013;
ZHAO; XUE; SHANG; SUN et al., 2010)

A constituicdo e formacdo do biofilme de S. aureus é muito similar ao de
Staphylococcus epidermidis, enquanto o de bactérias Gram-negativas, como P. aeruginosa,
grande produtora de biofilme e com altas taxas de resisténcia e cronicidade de infecgdes,
apresenta o envolvimento de diferentes moléculas para o desenvolvimento das etapas do
biofilme, como o observado na Tabela 5. S. epidermidis e P. aeruginosa, assim como S. aureus,
sd0 microrganismos comumente associados as infecgdes com presenca de biofilme,
especialmente em dispositivos médicos, sendo agentes etioldgicos de doengas nosocomiais.
Cerca de 80% os microrganismos isolados de materiais médicos contaminados s&o S. aureus e

S. epidermidis (DONLAN, 2001b; SCHULZE; MITTERER; POMBO; SCHILD, 2021).
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Tabela 5. Fatores envolvidos nas diferentes etapas de desenvolvimento do biofilme das bactérias patogénicas S.
aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa.

Etapa da formacéo de s A
Bactérias patogénicas

biofilme
S. aureus/S. epidermidis P. aeruginosa

Adeséo Superficie hidrofébica, acidos Flagelo, motilidade de contracéo, pili
teicoicos, adesinas (ex:Atl, Bap, tipo 1V, adesinas fimbriais Cup e
MSCRAMMEs) lectinas

Maturacdo Exopolissacarideos (PIA), eDNA, Exopolissacarideos (alginato, Psl,
fatores proteicos e adesinas, acidos Pel), eDNA, fatores proteicos (ex:
teicoicos CdrA, LecA/B), ramnolipideos

Disperséo Exoproteases (SspA, SplA-F) Alginato liase, ramnolipideos, lise

celular

Adaptado de SCHULZE; MITTERER; POMBO; SCHILD (2021)

1.8 Staphylococcus epidermidis

Bactéria Gram-positiva e coagulase negativa que vive de forma comensal na pele de
seres humanos, encontrado predominantemente em axilas, cabeca e nariz. Ele é um patégeno
oportunista, pois afeta pacientes com comorbidades, imunocompetente ou
imunocomprometido (exemplo: pacientes com HIV, que fazem quimioterapia, transplantados),
representando um dos agentes mais frequentemente envolvido com infec¢bes de dispositivos
médicos, ja que frequentemente essa bactéria - que esta presente na pele - é introduzida no
corpo do hospedeiro junto com a insercdo desses dispositivos. Pode causar diversos quadros
clinicos, como infecgdo sistémica por disseminacdo sanguinea, infecdo do sistema nervoso
central, coragdo, sitio cirirgico e articulagdo protética, por exemplo (BUTTNER; MACK;
ROHDE, 2015; OTTO, 2009).

Apesar de S. epidermidis ndo apresentar a mesma quantidade de fatores de viruléncia
do que S. aureus, é capaz de colonizar, evadir o sistema imune e causar infeccéo
(KLEINSCHMIDT; HUYGENS; FAOAGALI; RATHNAYAKE et al, 2015). A
patogenicidade desse microrganismo estd relacionada com resisténcia a antimicrobianos,
producéo de invasinas, atividade hemolitica, atividades de lipases e proteoliticas para invasdo

e dano do tecido hospedeiro, producgdo de toxinas, PSMs com potencial de lisar hemacias e
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leucdcitos e formacdo de biofilme (OTTO, 2014; SABATE BRESCO; HARRIS;
THOMPSON; STANIC et al., 2017).

As moléculas importantes para a adesdo, maturacdo e dispersdo do biofilme de S.
epidermidis sdo praticamente as mesmas descritas para S. aureus, havendo a presenca de
moléculas homdlogas. A adesdo a superficie abidtica envolve a produgéo de autolisina AtlE
(homologo a Atl em S. aureus), aléem das interacdes hidrofobicas inespecificas e eDNA,
staphyloccocal surface protein 1 e 2 (SSP-1 e SSP-2). Em uma superficie bidtica ou um
dispositivo médico recoberto com proteinas do plasma do hospedeiro, a bactéria consegue
interagir com as moléculas de superficie através de suas adesinas e proteinas de superficie
celular bacteriana como a MSCRAMM s (h& 12 identificadas), permitindo o desenvolvimento
da primeira etapa da formacdo do biofilme. Proteinas Sdr (SdrF, SdrG, SdsH) sdo
MSCRAMMs que foram identificadas em S. epidermidis, sendo que SdrG (também chamado
de Fbe) é fundamental para a ligacdo da bactéria com superficies recobertas com fibrinogénio
(BUTTNER; MACK; ROHDE, 2015; OTTO, 2014; SABATE BRESCO; HARRIS;
THOMPSON; STANIC et al., 2017).

O acumulo e maturacdo do biofilme depende, para a maioria das cepas, de PIA,
sintetizada pelo locus icaADBC, porém algumas cepas séo ica-independentes e utilizam fatores
proteicos como associated protein (Aap) para auxiliar a formacdo do biofilme, ou biofilm
associated homolog protein (Bhp), extracellular matrix binding protein (Embp), e proteinas de
superficie SesC e SesE. Assim como Vvarias espécies de Staphylococcus spp, S. epidermidis
também produz PSMs, peptideos envolvidos na estrutura e dispersdo do biofilme, além de
proteases e nucleases (OTTO, 2014; 2018; SABATE BRESCO; HARRIS; THOMPSON;

STANIC et al., 2017).(PAHARIK; HORSWILL, 2016).
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1.9 Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa é uma bactéria Gram-negativa, encontrada em diversos ambientes,
considerado um patdgeno oportunista, no qual pode colonizar a pele de seres humanos. Esta
bastante vinculado as infec¢Ges nosocomiais e pneumonia associada a ventilagdo mecéanica em
individuos com algum comprometimento temporario ou permanente do sistema imune. E
conhecido por possuir uma ampla facilidade para adquirir resisténcia a diversos antibiéticos,
levando a uma ineficacia das terapias comumente utilizadas na clinica (LISTER; WOLTER,;
HANSON, 2009; PANG; RAUDONIS; GLICK; LIN et al., 2019).

Dentre os seus fatores de viruléncia, que auxiliam na adesdo, invasdo e estabelecimento
da infeccdo no corpo do hospedeiro, destacam-se o pili tipo 4, flagelo, sistema de secrecéo tipo
3, proteases, lipopolissacarideos, quorum sensing e biofilme. O flagelo Unico da P. aeruginosa,
além de promover motilidade, atua como adesina para auxiliar na adesdo e também na etapa
inicial de formacdo do biofilme, assim como o pili. O sistema de secre¢do dessa bactéria (T3SS)
possibilita a producdo de enzimas hidroliticas, proteinas e toxinas que lisam as células
hospedeiras e ajudam a evadir respostas do sistema imune. Proteases sdo passiveis de romper
juncdes epiteliais, degradar imunoglobulinas e fibrina, enquanto lipopolissacarideos protegem
a membrana bacteriana, apresentando papel regulador na resposta inflamatéria e mediando
interagdes com antibidticos (AZAM; KHAN, 2019; GELLATLY; HANCOCK, 2013).

A habilidade de P. aeruginosa em formar biofilme é um importante mecanismo de
protecdo contra um ambiente estressor, além de impedir a fagocitose e promover sua
viabilidade no ambiente por longos periodos (THI; WIBOWO; REHM, 2020). Para adquirirem
a forma séssil, essas bactérias perdem sua motilidade e ligam-se as superficies formando
agregados celulares ou microcol6nias, cobertos por EPS constituido de proteinas,
polissacarideos, eDNA e lipideos. No biofilme mucoide de P. aeruginosa, 0s principais

componentes da matriz extracelular sdo exopolissacarideos Psl, Pel (importantes para interacao
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célula-célula no biofilme) e alginato (protecdo contra fagocitose, radicais livres), importantes
para a adesdo, desenvolvimento e manutencdo do biofilme maduro (CIOFU; TOLKER-
NIELSEN, 2019; MORADALLI; GHODS; REHM, 2017). Para a dispersdo desse biofilme sdo
necessarios baixos niveis de segundo mensageiro c-di-GMP (secondary messenger cyclic
diguanosine-5’-monophosphate), presenca de alginato liase, altos niveis de surfactantes
ramnolipideos e lise celular (CIOFU; TOLKER-NIELSEN, 2019; SCHULZE; MITTERER,;
POMBO; SCHILD, 2021).

O QS de P. aeruginosa € regulado através dos sistemas las, rhl, no qual sdo responsaveis
por sintetizar os autoindutores OdDHL (do inglés, acylhomoserine lactone N-(3-
oxododecanoyl)-homoserine lactone) e BHL (do inglés N-butyrylnomoserine lactone),
respectivamente, que ligam-se aos receptores proteicos LasR e RhIR, formando complexos que
ativam a expressdo de diversos genes que codificam fatores de viruléncia (LEE; ZHANG,
2015). O sistema PQS (2-heptyl-3-hydroxy-4-quinolone) também estd envolvido, sendo
sintetizado e transportado via vesiculas, ativando a transcri¢ao de genes vinculados a produgéo
de fatores de viruléncia e formacdo de biofilme. H4, também, sinalizagdes intracelulares
capazes de integrar as respostas do QS com o estresse ambiental (SCHULZE; MITTERER;

POMBO; SCHILD, 2021).

1.10 Terapia antiviruléncia
As vias utilizadas tradicionalmente por antimicrobianos para eliminar microrganismos
visam interromper o crescimento da bactéria através da inibicdo da sintese de parede celular,
da sintese proteica, da replicacdo do DNA ou pela desestabilizacdo de componentes da
membrana. Apesar de serem efetivos, isso estimula o desenvolvimento de estratégias de evasdo
bacteriana e a pressdo seletiva por uso de antibiéticos, o que leva as bactérias sensiveis a
morrerem e as resistentes a permanecerem viaveis, gerando problemas de satde publica ao

redor de todo 0 mundo (SILVA; ZIMMER; MACEDO; TRENTIN, 2016).
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Como uma alternativa para contornar esse aumento de mecanismos de resisténcia
microbianos, taticas baseadas na inibicdo de fatores de viruléncia, ao invés de afetar o
crescimento celular, estdo sendo investigadas (RASKO; SPERANDIO, 2010). Essa nova
abordagem, denominada de “terapia antiviruléncia”, visa, entdo, atenuar determinantes de
viruléncia sem matar a bactéria, tendo como beneficios: estimulo reduzido da pressdo seletiva
pelo fato de a maioria dos fatores de viruléncia ndo serem essenciais para a sobrevivéncia da
célula bacteriana; reducédo da transferéncia horizontal; evitar o reconhecimento de sinais pro-
inflamatorios do hospedeiro por parte da bactéria; inibir fatores importantes para a colonizacao
e para o estabelecimento da infeccdo bacteriana no corpo do individuo (DICKEY; CHEUNG,;
OTTO, 2017; PINTO; BRUST; MACEDO; TRENTIN, 2020; RASKO; SPERANDIO, 2010).
Ainda, tem potencial de aumentar o repertério de alvos farmacoldgicos e estimular a descoberta
de novos mecanismos de acéo por parte de novos agentes bioativos, podendo ser utilizado em
combinagdo com antibidticos para aumentar os efeitos terapéuticos (SILVA; ZIMMER,;
MACEDO; TRENTIN, 2016; WU; LIU; ZHU; SHEN, 2019).

Potenciais alvos para a terapia antiviruléncia incluem fatores de patogenicidade que
promovem a adeséo e invasao celular, replicacdo intracelular, danos ao tecido do hospedeiro,
adaptacdao ao estresse, funcGes metabdlicas importantes para adaptagdo no ambiente, biofilme
bacteriano, mecanismos de evasdo da resposta imune e controle dos sistemas de regulagéo da
expressdo de genes de viruléncia (MUHLEN; DERSCH, 2016). Dentre os principais alvos,

destacam-se 0 QS, biofilme, motilidade, toxinas, pigmentos, enzimas e surfactantes (Figura 7).
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Figura 7. Fatores de viruléncia bacterianos como potencial alvo de terapia antiviruléncia. Adaptado de SILVA;
ZIMMER; MACEDO; TRENTIN (2016), conforme orientagdo da Editora (AMERICAN CHEMICAL
SOCIETY).

1.10.1 MOLECULAS ANTIBIOFILME
As etapas de formacéo do biofilme podem ser alvos da agdo de agentes antibiofilme,
prevenindo o seu desenvolvimento (Figura 8). Esses agentes podem atuar sozinhos ou em

sinergismo com outras substancias.

Células planctonicas )
Disperséo

: 2

Figura 8. Etapas de formac&o do biofilme bacteriano. (1) Etapa de adesdo das bactérias as superficies bidticas ou
abidticas; (2) Etapa de desenvolvimento e maturagcdo do biofilme no qual inicialmente hd a formacdo de
microcoldnias, comunicacdo celular (quorum sensing) e inicio da produgdo dos polimeros extracelulares; (3)
Biofilme maduro do qual as bactérias podem desprender-se para colonizar novo sitios no hospedeiro. Os simbolos
vermelhos representam em quais fases do desenvolvimento do biofilme as moléculas ativas podem interferir,
inibindo sua formacdo. llustracdo criada com BioRender.com.
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Dentre os agentes naturais com essa funcdo estdo os fitoquimicos, como compostos
fenolicos, dleos essenciais, terpenodides, alcaldides, polipeptideos, lectinas e poliacetilenos,
biossurfactantes e peptideos antimicrobianos. Eles podem interferir no biofilme bacteriano
através de alguns dos seguintes mecanismos: (1) evitar a adesdo bacteriana por bloguear/inibir
as proteinas adesinas; (2) evitar o quorum sensing; (3) reduzir a motilidade e a producgéo de
exopolissacarideos; (4) inibir bombas de efluxo; (5) modificar as propriedades fisico-quimicas
da superficie diminuindo a afinidade na adesdo; (6) desestabilizar membrana celular e alterar
sua hidrofobicidade, permeabilidade e sistema de transporte; (7) reduzir as moléculas de
comunicacdo do QS e de fatores de viruléncia; (8) alterar proteinas de membrana e interromper
transporte no biofilme (MISHRA; PANDA; DE MANDAL; SHAKEEL et al., 2020). Mais
especificamente, estudos utilizando moléculas ativas contra biofilme de S. aureus descreveram
atividades contra o gene regulador agr - o sistema agr controla o quorum sensing e diversos
outros fatores de viruléncia como PSMs -, sistema de enzimas sortase (Srt), via de biossintese
carotenoide (estafiloxantina), outras vias de regulacdo ou diretamente contra toxinas e
receptores de toxinas (FORD; HURFORD; CASSAT, 2020; GAO; HO; YAN; SZE et al.,
2018).

No contexto marinho, assim como para as moléculas antibidticas, também ja foram
identificados metabdlitos secretados por bactérias marinhas com atividade contra o biofilme de
bactérias patogénicas, como descrito na Tabela 6, incluindo moléculas de bactérias associadas
as esponjas marinhas. Atuacfes sobre o quorum sensing, adesdo celular e biofilme maduro ja
foram relatados (BORGES; SIMOES, 2019; GOWRISHANKAR; DUNCUN MOSIOMA;
KARUTHA PANDIAN, 2012; ROY; TIWARI; DONELLI; TIWARI, 2018; SCHULZE;

MITTERER; POMBO; SCHILD, 2021).
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Tabela 6. Metabolitos produzidos por bactérias marinhas com atividade contra o biofilme de bactérias
patogénicas.

Bactéria marinha Habitat da Metabdlito Atividade relacionada Ref
produtora bactéria identificado
marinha
Actinomycetes spp, Coral Extrato bruto Inibicéo da formagéao de (BAKKIYARA
Acropora biofilme de S. aureus (cepas % Pg‘g'l%'AN’
digitifera do clinicas e de referéncia)
Golfo de Manar
(India)
Actinomiceto Esponja marinha Lipopeptideo Inibicéo do biofilme de (KIRAN;
; ; ; : ; SAJAYAN;
Nesterenkonia sp. Fasciospongia denominado Pseudomonas aeruginosa GOPAL
cavernosa Nesfactin PRIYADHARS
HINI;
BALAKRISHN
AN et al., 2021)
B. amyloliquefaciens Rizosfera do Cyclo (L-leucyl-I- Inibicdo da adesdo, motilidade, f(GfRV_VRISHAN
mangue prolyl) EPS de Listeria monocytogenes SIVARANIAN
l;
KAMALADEV
I; RAVIetal.,
2016)
B. amyloliquefaciens Rizosfera do Cyclo (L-leucyl-I- Reduz adesdo, formacéo de (GOWRISHAN
- : i KAR;
mangue prolyl) biofilme e hidrofobicidade POORNIMA:
celular de Streptococcus mutans — paNDIAN, |
2014)
B. amyloliquefaciens Rizosfera do Cyclo (L-leucyl-I- Inibe QS, motilidade e (GOWRISHAN
mangue prolyl) hidrofobicidade de Serratia KAR:
PANDIAN;
marcescens BALASUBRA
MANIAM;
BALAMURUG
AN, 2019)
Bacillus pumilus, Amostras de Extratos brutos Dispersao do biofilme maduro (NITHYA;
o : : BEGUM;
B. indicus, sedimentos do de P. aeruginosa PANDIAN
B. arsenicus, canal Palk Bay- 2010) '
Halobacillus. trueperi, India
Ferrimonas balearica
Marinobacter
hydrocarbonoclasticus )
Bacillus spp, Esponjas Extratos brutos Atividade antibiofilme via (GUTIERREZ-
Staphylococcus spp, marinhas inibicio de QS contra P. ESBSQSNQ_UE
Pseudomonas spp, Psychrobacter sp aeruginosa PA14; Inibicdo da paRraGES:
Pseudoalteromona spp e motilidade de nado e toxina MCCARTHY
Psychrobacter spp piocianina (P. aeruginosa) etal., 2019)
Bacillus firmus Coral Extrato bruto Inibicito da formagdo do (GOWRISHAN
. . KAR;
Acropora biofilme, EPS e hemolisina; DUNCUN
digitifera do modificacdo das adesinas de mosiomA:
Golfo de Manar cepas MRSA e MSSA KARUTHA
(india) PANDIAN,
2012)
Bacillus licheniformis Esponja marinha Polissacarideo Atividade  antibiofilme de (SAYEM;
Spongia Escherichia coli e Pseudomonas ~ MANZO;
g CIAVATTA;
officinalis fluorescens TRAMICE et

al., 2011)
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Rhizobium sp Superficie de 4gua  Analogos de Reduz a producéo de fatores de  (CHANG;
do Oceano Acyl homoserine viruléncia e aumenta a \Z(ﬂc;?mZHzgm
Atlantico Norte lactones suscetibilidade do biofilme de N

Pseudomonas aeruginosa por
atuar sobre QS.

Streptomyces sp. Actinomiceto Cinnamic acid; Interferem em fatores de (NAIK;
derivado de Linear dipeptides viruléncia regulados por QS em \HN_A,JIEEE)“kLA
esponja marinha proline—glycine; P. aeruginosa ATCC27853 2613) '

N-amido-a-proline
Streptomyces sp. Esponja marinha Antraquinona Inibiu formagdo de biofilme de (JABILA
Spirostella sp 8-0- S. aureus em dosagens sub-MIC mﬁm;AN_
metyltetrangomycin INIYAN;
RAMACHAN
DRAN et al.,
2021)

QS: quorum sensing
EPS: Extracellula polymeric substances
MIC: Minimal Inhibitory Concentration

Nesse contexto, proteinas e enzimas produzidas por microrganismos marinhos
mostraram-se efetivos para atividade inibitdria contra biofilme de diferentes patdgenos: uma
proteina denominada BL-DZ1 secretada por Bacillus licheniformis D1 apresentou agdo contra
a formacéo e a erradicacéo de biofilme formado de Candida albicans, P. aeruginosa e Bacillus
pumilus (DUSANE et al., 2013), assim como uma protease alcalina da bactéria
Pseudoalteromonas sp. 129-1 que evitou a formacéo da estrutura de P. aeruginosa (WU; LI1U;
ZHANG,; LI et al., 2015); duas amilases, uma produzida por Bacillus cereus, sendo eficaz ao
inibir biofilme de S. aureus e P. aeruginosa (VAIKUNDAMOORTHY et al., 2018) e outra
sintetizada por Bacillus subtilis S8-18, capaz de desmontar EPS em biofilme maduro e ainda
atuar na antiformacdo de MRSA e Vibrio cholerae (KALPANA; AARTHY; PANDIAN,
2012).

A utilizacdo de enzimas para romper a EPS de biofilmes bacterianos foi descrito como
uma alternativa efetiva para elimina-los (LEQUETTE; BOELS; CLARISSE; FAILLE, 2010).
De fato, as proprias bactérias patogénicas produzem proteases, importantes para regularem a

dindmica estrutural, remodelando e dispersando o biofilme, liberando céelulas que retomam sua
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forma placténica e vao colonizar outros locais quando as condi¢Ges ambientais encontram-se
favoraveis (BLACKMAN; QU; CASS; LOCOCK, 2021). Um exemplo disso é a serino-
protease Esp secretada por S. epidermidis, que atua sobre o proprio biofilme, regulando-o, além
de inibir a formacédo do biofilme de S. aureus oriundos da cavidade nasal de seres humanos
(IWASE; UEHARA; SHINJI; TAJIMA et al., 2010). Endopeptidase bacteriolisina e
metaloendopeptidase lisostafina também sdo enzimas identificadas com atuacdo sobre ligagdes
peptidicas que unem as unidades polissacaridicas constituintes dos biofilme de S. aureus e S.
epidermidis. Além disso, foram relatados na literatura enzimas com habilidade de degradar
diretamente polissacarideos, oligossacarideos e eDNA, e proteinas ndo-enzimaticas com o

mesmo potencial antibiofilme (BLACKMAN; QU; CASS; LOCOCK, 2021).
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2. OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVOS GERAL

Identificar metabolitos bioativos produzidos por bactérias isoladas de esponjas marinhas com

atividade contra biofilme de bactérias de importancia médica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Permitir a producdo de metabolitos bioativos por bactérias marinhas em condigdes
laboratoriais;

Avaliar o potencial antibidtico e antibiofilme dessas moléculas contra Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa;

Caracterizar os compostos bioativos quanto sua origem bioldgica, quimica e funcional.
Analisar a toxicidade dos compostos ativos utilizando modelos in vivo (larvas de

Galleria mellonella) e in vitro (eritrocitos humanos).
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3. RESULTADOS
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Os materiais e métodos, além dos resultados da presente tese, serdo apresentados em
dois capitulos. O primeiro capitulo (item 3.1) relata a busca inicial por metabolitos ativos de
bactérias marinhas isoladas em laboratério, com acdo inibitoria sobre biofilmes de bactérias
patogénicas. Ja o segundo capitulo trata da descricdo da atividade antiformac&o de biofilme de
proteinas produzidas pela bactéria marinha denominada 208 contra a bactéria patogénica
Staphylococcus aureus. Os resultados desse ultimo capitulo foram apresentados na forma de

artigo cientifico com base nas normas do periddico Microbial Pathogenesis (item 3.2).
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3.1 CAPITULO |
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Rastreamento de metabolitos secundarios produzidos por bactérias associadas a esponjas
marinhas com potencial antimicrobiano e antiformacdo de biofilme contra bactérias

patogénicas de importéancia clinica

Nicole Sartori Ribeiro®, Alexandre José Macedo?

! Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brasil

2 Faculdade de Farmacia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Rio
Grande do Sul, Brasil

3.1.1 RESUMO

A terapia antiviruléncia visa utilizar compostos bioativos com capacidade de afetar fatores de
viruléncia bacteriano como o biofilme. O ambiente marinho, bem como os microrganismos
marinhos, tem se mostrado inovadores quanto aos compostos que produzem, apresentando
diversas atividades biologicas, inclusive antimicrobianas e antibiofilme. Com base nessas
informagdes, o objetivo do presente estudo foi realizar um rastreamento de metabdlitos
bioativos produzidos por bactérias isoladas de esponjas marinhas com atividade contra bactéria
patogénicas de importancia clinica. Dos extratos brutos de oito bactérias marinhas
selecionadas, duas (BMPV 26 e 210) nédo apresentaram nenhuma atividade, duas (BMPV 40 e
BMPV Mel) apresentaram atividade antibidtica contra P. aeruginosa, trés (202, 256 e 266)
foram antibidticas contra Staphylococcus. spp e uma (208) mostrou atividade de inibicdo da
formacéo de biofilme contra S. aureus. Os resultados gerados pelo presente estudo reforcam o
potencial biotecnologico e industrial farmacéutico de compostos produzidos por bactérias

marinhas.
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3.1.2 INTRODUCAO

Biofilme bacteriano é definido como uma comunidade de células microbianas envolta
por uma matriz de substancias poliméricas extracelulares (do inglés, extracellular polymeric
substances - EPS) produzida por essas proprias bactérias, sendo capaz se aderir a superficies
tanto bioticas quanto abidticas (COENYE; GOERES; VAN BAMBEKE; BJARNSHOLT,
2018; DAVIES, 2003; H@IBY, 2014). Essa matriz € composta especialmente por
polissacarideos, proteinas e é&cidos nucléicos, apresentando-se como uma estrutura
semipermedvel, caracterizada pela presenga de canais que permitem a nutricdo dos
microrganismos mais internos. Além disso, assim que as bactérias se estabelecem na forma de
vida de biofilme, elas modulam seu metabolismo e expressdo génica na populagdo visando
aumentar a sua sobrevivéncia no corpo do hospedeiro (HICKOK, 2018).

Por aumentarem a resisténcia bacteriana, os biofilmes tipicamente sdo responsaveis
por causarem e agravarem infeccgdes cronicas, sendo capazes de evadir das respostas do sistema
imune e a acdo de antibidticos, gerando um quadro persistente e progressivo (H@IBY;
BJARNSHOLT; MOSER; BASSI et al., 2015). Muitas dessas infecgOes persistentes causadas
por biofilmes sdo nosocomiais e estdo muito relacionadas com dispositivos médicos, isto é,
observa-se um significativo depdsito dessas estruturas em cateteres urinarios e cardiacos, por
exemplo. Dentre os microrganismos mais frequentemente associados & essas contaminacoes
estédo Staphylococcus spp., especialmente S. aureus e S. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa
(P. aeruginosa) e Escherichia coli (E. coli) (DONLAN, 2001; HALL-STOODLEY;
COSTERTON; STOODLEY, 2004).

Uma alternativa promissora para combater e controlar as infeccGes bacterianas é a
terapia antiviruléncia, que consiste em utilizar moléculas bioativas capazes de interferir ou
inibir fatores de viruléncia bacteriano, como o biofilme. As vantagens dessa estratégia incluem

utilizar novos mecanismos de acdo para agentes antimicrobianos e ndo estimular a selecdo
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evolutiva (responsavel pelo desenvolvimento de resisténcia), pois ndo visa matar a bactéria
diretamente, e sim enfraquecé-la (SILVA; ZIMMER; MACEDO; TRENTIN, 2016).

Dentre o0s ambientes naturais utilizados para pesquisar novas moléculas
antimicrobianas, o marinho, que ocupa 70% da biosfera e possui uma grande biodiversidade,
tem recebido cada vez mais atencdo, sendo que as espécies marinhas vem sendo exploradas
como uma fonte de novos produtos naturais bioativos (CHEUNG; NG; WONG, 2015).
Microrganismos marinhos vivem em um ambiente considerado severo pela alta concentragao
de sal, baixas temperaturas e alta pressao, além da restricdo de nutrientes, 0 que propicia uma
ampla diversidade genética e bioldgica com potencial biotecnolégico, com a produgdo de
Produtos Marinhos Naturais (do inglés, marine natural products — MNP) (DE CARVALHO;
FERNANDES, 2010; JIMENEZ, 2018; ROMANO; COSTANTINI; SANSONE;
LAURITANO et al., 2017).

J& foram identificados metabdlitos secundarios produzidos por organismos marinhos,
como esponjas marinhas e bactérias, com ampla atividade bioldgica e acdo terapéutica, como
atividade antimicrobiana e anti-tumoral (ANEIROS; GARATEIX, 2004, BHATNAGAR,;
KIM, 2010). Mais especificamente, bactérias que residem nas esponjas sdo capazes de produzir
uma variedade de substancias antibidticas visando inibir ou matar outras concorrentes, das
quais podem ser moléculas com potencial para terapéutica humana (PROKSCH; EDRADA,;
EBEL, 2002; THOMAS; KAVLEKAR; LOKABHARATHI, 2010). Nesse contexto, 0 objetivo
desse estudo foi avaliar a capacidade de bactérias associadas as esponjas marinhas coletadas
na costa brasileira em produzirem metabdlitos secundarios que interfiram no crescimento e

biofilme de bactérias patogénicas de importancia médica.
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3.1.3 MATERIAIS E METODOS

3.1.3.1 Obtencao das bactérias marinhas e condicdes de armazenamento

Parte das bactérias marinhas utilizadas no presente estudo ja haviam sido previamente
obtidas e isoladas de esponjas marinhas de acordo com o descrito por Trentin et. al (2011). De
forma breve, as esponjas foram coletadas na llha do Arvoredo, Santa Catarina (27°S 16
42.4"148°W 22' 30.8") em novembro de 2007 em colaborag¢do com a Fundagédo Zooboténica do
Rio Grande do Sul (RS) e foram registradas na Colegdo de Poriferos no Museu de Ciéncias
Naturais da Fundacdo Zooboténica do RS (referéncia MCNPOR 7831). Uma porcdo das
esponjas foi separada, agitada vigorosamente em agua marinha gerando uma solucgdo. 75 uL
da solugéo gerada foi inoculada em diferentes meios de cultura com alta concentracao de salina
para permitir o crescimento bacteriano. As placas foram incubadas a 22 °C por 72 horas (h),
sendo que diferentes colonias bacterianas foram replicadas para obter-se o isolamento das
mesmas e posteriormente armazenadas em glicerol & -20 °C. Foram isoladas cerca de 150
col6nias bacterianas no total, constituindo uma bacterioteca. A partir dessa colecdo, 5 isolados
(202, 208, 210, 256 e 266), que no estudo prévio haviam apresentado atividade antibiotica ou
antibiofilme, foram selecionados e avaliados quanto ao potencial antiviruléncia contra bactérias
patogénicas neste trabalho.

Além disso, outras 3 bactérias marinhas (BMPV 26, BMPV 40 e BMPV Mel), também
comensais de esponjas e utilizadas nesse estudo, foram coletadas em Ponta Verde, Maceid (BR)
entre os meses de abril e maio de 2014, em colaboracdo com o Laboratério de Diversidade
Molecular/ICBS da Universidade Federal de Alagoas. O armazenamento das bactérias seguiu

0 mesmo protocolo previamente descrito.
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3.1.3.2 Identificacdo das bactérias marinhas

As bactérias (208, 256, 266 BMPV Mel e BMPV 40) foram identificadas através da
técnica de sequenciamento do gene 16S rRNA. As sequéncias de nucleotideos conservadas
obtidas foram analisadas através do programa RDP (Ribosomal Database Project) para

identificacdo das bactérias por homologia genética (COLE; WANG; FISH; CHAI et al., 2014).

3.1.3.3 Cultivo e fermentacéo das bactérias selecionadas

As cepas bacterianas armazenadas foram inoculadas em agar marinho (BD Difco,
Thermo Fisher Scientific, USA), a fim de mimetizar as concentragdes de sais e nutrientes
presentes no ambiente marinho, e incubadas a 30 °C por 18 horas. Apos esse periodo, colonias
bacterianas foram coletadas com a ajuda de uma alga estéril e diluidas em salina estéril para a
geracdo de um indculo bacteriano com densidade 6ptica a 600nm (ODeoo) de 0,500 (SpectraMax
M2e Multimode Microplate Reader, Molecular Devices, Sunnyvale, CA, USA). 10 mL dos
indculos foram misturados a 90 mL de caldo marinho (Difco) e incubados a 30 °C por 24, 48 ¢
72 horas. Posteriormente, foram realizadas centrifugagdes (10.000 rpm a 4 °C por 40 minutos)

para separar as células dos metabolitos produzidos e liberados no meio de cultura.

3.1.3.4 Fracionamento por tamanho dos metabdlitos secundarios

Apos a obtencdo dos extratos brutos bacterianos, foi realizado um passo adicional de
fracionamento, no qual esses extratos gerados das fermentagdes foram filtrados em ultrafiltros
Amicon Ultra-15 de 10 kDa (Millipore, USA) através de centrifugacdo (30 minutos, 5000 g,
temperatura ambiente) para a separacdo de moléculas de baixo peso molecular (metabdlitos
secundarios). Por fim, os extratos teoricamente menores que 10 kDa foram coletados e filtrados

com filtros Minisart de poro 0,2 um (Sartorius Co, Gottingen, Germany) para esterilizacéo e
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posteriormente averiguacdo do potencial antibiotico e antiformacdo de biofilme contra cepas

de bactérias patogénicas formadoras de biofilme.

3.1.3.5 Condig0es de cultivos bacterianos para teste

As cepas bacterianas de importancia clinica selecionadas para compor o presente estudo
foram Staphylococcus aureus Newman (ATCC 25904), Staphylococcus epidermidis (ATCC
35984) e Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). As bactérias foram crescidas em agar
Muller Hinton (Oxoid Ltd., England) e incubadas por 18 horas a 37 °C. Coldnias bacterianas
foram coletadas e diluidas em salina estéril (0,9%) e ajustadas para uma concentracao
correspondente a 1 na escala McFarland, com ODeoonm = 0,150 (aproximadamente 3x10®

UFC/mL), que foram utilizadas para todos os testes de avaliagdo da formacéao de biofilme.

3.1.3.6 Verificagdo da atividade antimicrobiana e antiformacédo de biofilme dos extratos
gerados

Apos a obtencdo dos extratos brutos fracionados (EBF) nos diferentes tempos de
fermentacdo e serem realizados os ajustes dos indculos bacterianos das cepas patogénicas,
iniciaram-se os testes de analise antimicrobiana e formacdo de biofilme através da técnica de
cristal violeta (0,4%), previamente descrito por Trentin et al., (2011). Brevemente, foram
adicionados a uma placa de 96 pocos de poliéster estéril (Costar 3599, Corning Inc., USA) 40
ML de TSB (Tryptic Soy Broth, Oxoid Ltd., England) (com ou sem 1% de glicose), 80 pL dos
EBF e 80 pL de solugdo bacteriana. O sistema foi incubado a 37 °C por 24 h. Realizou-se uma
leitura de ODgoonm da interacdo no tempo 0 h (tempo inicial) e ap6s as 24 h (tempo final) para
avaliar de forma indireta o crescimento bacteriano.

Em seguida, a placa de cultura foi lavada 3 vezes com salina estéril, seca a 60 °C por 1

h e corada com cristal violeta (0,4%) por 15 minutos. O excesso de corante foi lavado com
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agua corrente, 200 uL etanol absoluto foi adicionado para solubilizar o corante e uma leitura
de ODs7onm foi mensurada para a quantificagdo do biofilme formado. Os antibioticos
vancomicina (8 pg/mL), rifampicina (8 pg/mL) e gentamicina (8 pg/mL) foram utilizados
como controle antibidtico (morte bacteriana). O controle com adi¢do apenas de salina (ndo
recebeu tratamento) foi considerado como 100% de formacgéo de biofilme para as analises

estatisticas.

3.1.3.7 Teste de erradicacéo de biofilme

O ensaio de erradicacdo de biofilme também utiliza 0 método de cristal violeta e o
protocolo utilizado foi adaptado de Treter et al., (2014). O crescimento do biofilme foi
permitido adicionando-se & uma placa de 96 pocos 40 uL de TSB, 80 uL de agua deionizada
estéril e 80 pL de solugéo bacteriana (ODgoonm = 0,150) com uma concentragdo equivalente a
1 na escala McFarland, que foi incubada a 37 °C. Apds 24 h, retirou-se cuidadosamente o
contetdo dos pocos e adicionou-se 40 pL TSB, 80 pL dos EBF e 80 pL de 4gua deionizada e
incubou-se o sistema por mais 24 h. Ap6s o periodo, o biofilme remanescente nos pocos foi
corado com cristal violeta, como descrito anteriormente, e posteriormente quantificado por

espectrofotometria (ODs7onm). Os testes foram realizados em triplicata bioldgica.

3.1.3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados através do programa estatistico GraphPad Prism versao
6.0 para Windows (GraphPad Software, La Jolla California, USA) utilizando os testes de t-
student ou one-way ANOVA para a comparacdo entre as condi¢cbes com pds-teste de Tukey
para andlise comparacdo mdultipla. As varidveis quantitativas das replicatas bioldgicas
realizadas em todos os experimentos foram expressas em média e desvio padréo (£DP), com

P<0,05 para diferencas estatisticas significativas.
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3.1.4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os extratos brutos das 8 bactérias marinhas selecionadas (202, 208, 210, 256, 266,
BMPV 26, BMPV 40 e BMPV Mel) foram avaliados quanto a capacidade de inibir o
crescimento e a formagéo de biofilme de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa. Dessas, 2
(210 e BMPV 26) ndo apresentaram atividade antimicrobiana e ndo inibiram a formacéao de
biofilme de nenhuma cepa patogénica testada (dado ndo mostrado). Ja o filtrado das outras 6
bactérias (202, 208, 256, 266, BMPV 40 e BMPV Mel) apresentaram atividade contra, pelo

menos, uma das bactérias, como descrito na Tabela 1.

Tabela 1: Resultado do rastreamento de atividade antibidtica e antiformagdo de biofilme dos extratos brutos de
bactérias marinhas menores que 10 kDa contra cepas de bactérias patogénicas.

Extrato bruto Identidade Bactérias
fracionado (Yosimilaridade) patogénicas
S. aureus S. epidermidis ~ P. aeruginosa
202 N&o identificado Antibidtico NA NA
208 Priestia. sp Antiformacéo NA NA
(99%) de biofilme
210 N&o identificado NA NA NA
256 Bacillus. spp NA Antibidtico NA
(100%)
266 Stenotrophomonas Antibidtico NA NA
maltophilia
(98,6%)
BMPV 26 N&o identificado NA NA NA
BMPV 40 Vibrio alginolyticus NA NA Antibiédtico
(99%)
BMPV Mel Bacillus stratosphericus NA NA Antibittico
(92%)
NA: ndo ativo

Todos os extratos, antes de serem testados, foram previamente fracionados com ultrafiltro
para a separacdo de moléculas menores do que 10 kDa, pois metabdlitos secundarios,
particularmente peptideos, eram visados inicialmente por este estudo pelo fato de peptideos
ativos, em especial os produzidos por organismos marinhos, apresentarem uma ampla gama de
bioatividade, incluindo atividades antioxidantes, antitumorais, antimicrobianas e antibiofilme,

ja descritas (CHEUNG; NG; WONG, 2015; FREITAS; RANGEL; BISSON; JAEGER et al.,
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2008; GOWRISHANKAR; DUNCUN MOSIOMA; KARUTHA PANDIAN, 2012; JIAO;
GAO; ZHOU; YU et al, 2019; SUAREZ-JIMENEZ; BURGOS-HERNANDEZ;
EZQUERRA-BRAUER, 2012). Bactérias marinhas ativamente sintetizam peptideos de baixo
peso molecular como metabolitos secundarios, porém sua atividade anti-infeccdo depende das
propriedades estruturais, composi¢do e sequéncia de aminoacidos, aléem das condigdes
ambientais da bactéria produtora (ANDRYUKOQOV; MIKHAILOV; BESEDNOVA, 2019).

Além do mais, a separagdo dos extratos brutos em fracdes menores € um metodo
utilizado para aumentar a eficicia na identificacdo de compostos ativos, miniaturizando a
escala, torna-os mais apropriados para manuseio em um sistema automatizado — considerando
uma aplicagdo tecnoldgica - e acelerando o processo de analise (ATANASOV; ZOTCHEV;
DIRSCH; SUPURAN et al., 2021; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015). Também, o
fracionamento auxilia no isolamento de moléculas, pois retira interferentes e eventualmente
aumenta suas atividades, reduzindo a complexidade do extrato (ISSAQ; VEENSTRA, 2020;
WAGENAAR, 2008; HARVEY; EDRADA-EBEL; QUINN, 2015).

A maioria dos EBF ativos testados no presente estudo apresentou atividade antibidtica
contra cepas Gram-positivas (Fig. 1) e Gram-negativa (Fig. 2) e, como uma consequéncia dessa
inibicdo de crescimento bacteriano, houve uma menor formagéo de biofilme. Dentre as
atividades antibidticas, destaca-se a agdo da BMPV 40, identificada pelo gene 16S rRNA como
Vibrio alginolyticus (99% de similaridade), que inibiu o crescimento em 40% da P. aeruginosa
com o extrato de 24 h de fermentacdo. P. aeruginosa € um microrganismo de grande
importancia clinica, ja que estd bastante associada a infeccdes nosocomiais e apresenta uma
alta capacidade de desenvolver resisténcia a diversos antibi6ticos utilizados atualmente, sendo
que a descoberta de novas moléculas e alternativas terapéuticas sdo requeridas para combater
as infeccOes causadas por essa bactéria (GUZZO; SCOGNAMIGLIO; FIORENTINO;

BUOMMINO et al., 2020; PANG; RAUDONIS; GLICK; LIN et al., 2019).
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Fig. 1: Atividade antibidtica dos EBF ativos contra bactérias Gram-positivas. Extrato bruto fracionado (EBF)
de metabdlitos secundarios (menores que 10 kDa), com atividade de inibicdo de crescimento bacteriano,
produzidos pelas bactérias marinhas 202 (A) e 266 (B) contra S. aureus e 256 (C) contra S. epidermidis. Os
simbolos () representam o desvio padrdo das replicatas dos testes e as % referem-se a quantidade de bactérias
(barras pretas) ou biofilme (barras cinzas) remanescentes comparados com a condicdo controle. Controle com
salina foi considerado 100% de crescimento bacteriano e 100% de formac&o de biofilme. As letras as diferencas
estatisticamente significativas (p<0,05) através do teste one-way ANOVA e pés-teste de Turkey.
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Fig. 2: Atividade antibiotica dos EBF ativos contra P. aeruginosa. Extrato bruto fracionado menores que 10
kDa produzido pelas bactérias marinhas BMPV 40 (A) e BMPV Mel (B) com atividade antibi6tica contra P.
aeruginosa. simbolos () representam o desvio padrdo das replicatas e as % a concentra¢do bacteriana (barras
pretas) ou biofilme (barras cinzas) remanescentes comparados com o controle. Controle com salina foi
considerado 100% de crescimento bacteriano e 100% de formac&o de biofilme. Analise estatistica realizada com
o teste one-way ANOVA e analise multipla com teste de Turkey, com letras representando diferenca estatistica
(p<0,001) e *p<0,006.

A identificacdo de moléculas com atividades antibioticas neste estudo, oriundas da
prospeccdo de moléculas ativas sintetizadas por bactérias comensais de esponjas marinhas,
assemelham-se a outros estudos realizados no Brasil. Um desses trabalhos relatou que de 9
esponjas -coletadas do Arquipélogo Cagarras e Praia Vermelha no Rio de Janeiro (RJ)- foram
isoladas 158 coldnias bacterianas, e apenas 12 (9%) tiveram atividade contra pelo menos uma

cepa teste. A maioria dos géneros bacterianos que sintetizaram ativos foram Pseudomonas e
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Bacillus spp, apresentando acdo antimicrobiana contra Gram-positivas e Gram-negativas,
incluindo Enterococcus faecium resistente a vancomicina, Klebsiella pneumoniae
multirresistente, S. aureus e S. epidermidis. De acordo, outro estudo também realizado no RJ,
no qual as esponjas do género Oscarella foram coletadas das ilhas de Pargos e Comprida em
Cabo Frio, 85 col6nias foram isoladas e dessas, 27 apresentaram agdo antimicrobiana contra S.
aureus, S. aureus resistente a meticilina (MRSA, do inglés methicillin-resistant S. aureus),
Staphylococcus hominis, Escherichia coli, E. faecium e P. aeruginosa. As atividades
detectadas foram mais evidentes entre os géneros bacterianos Acinetobacter, Bacillus,
Photobacterium, Shewanella e Vibrio spp. como produtores (LAPORT; BAUWENS; DE
OLIVEIRA NUNES; WILLENZ et al., 2017).

Entretanto, apesar da relevancia das atividades antibidticas encontradas, 0 nosso estudo
teve como objetivo principal encontrar moléculas com agédo antiformacéo de biofilme que ndo
interferissem na multiplicacédo bacteriana, visando a aplica¢do disso na terapia antiviruléncia,
ou seja, moléculas que atuem sobre fatores de viruléncia bacterianos para enfraquecé-las e
deixa-las suscetiveis a acdo de antibidticos e do sistema imune do hospedeiro (MUHLEN;
DERSCH, 2016; SILVA; ZIMMER; MACEDO; TRENTIN, 2016). Esse tipo de atividade foi
observado apenas para o EBF de 24 h produzido pela bactéria 208 (Priestia sp., antigamente
pertencente ao género Bacillus sp.) contra S. aureus, indicando uma producdo de metabolitos
que ndo interferiram significativamente no crescimento exponencial bacteriano (inibi¢ao

apenas de 7%), porém inibiram a formacéo de biofilme em 70% (Fig.3).
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Fig. 3: EBF da bactéria marinha 208 (Priestia sp.) com atividade antiformacao de biofilme contra S. aureus.
Extrato bruto fracionado por ultrafiltro, com a presenca de metabolitos menores que 10 kDa (produzidos pela
bactéria marinha 208), apresentando atividade de inibicdo do biofilme de S aureus Newman, e interferindo
minimamente no crescimento bacteriano da cepa testada. Os simbolos acima das barras () representam o desvio
padrdo das médias das triplicatas biolégicas e as % indicam a concentracdo bacteriana (barras pretas) ou
quantidade de biofilme (barras cinzas) remanescentes comparado com o controle. Controle ndo tratado foi
considerado como 100% de crescimento bacteriano e 100% de formacdo de biofilme. As diferentes letras (a, b)
representam a diferenca estatistica significativa entre as condicfes testadas com p<0,0001, averiguadas pelo teste
de one-way ANOVA e andlise multipla com pds-teste de Turkey.

Em paralelo, os compostos ativos produzidos pelas bactérias 208, 256, 266 e BMPV 40
foram avaliados quanto a capacidade de erradicar o biofilme maduro das mesmas bactérias
patogénicas que previamente foram sensiveis aos seus metabolitos. Enquanto os extratos de
256 e BMPV 40 ndo mostraram atividade contra o biofilme maduro de S. epidermidis e P
aeruginosa, respectivamente, os EBF das bactérias 208 e 266, em todos os tempos de
fermentacdo testados, estatisticamente desfizeram a estrutura, atingindo um maximo de 58%

(208) e 77% (266) de ruptura do biofilme de S. aureus, respectivamente (Fig. 4).
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Fig. 4: Erradica¢do de biofilme maduro de bactérias patogénicas. EBF das bactérias marinhas associadas as
esponjas marinhas 208 (A) e 266 (B) testados para atividade de erradicacdo de biofilme de S. aureus; EBF 256
testado contra biofilme de S. epidermidis (C) e bactéria BMPV 40 avaliado para P. aeruginosa (D). A condicdo
controle (com salina) representou 100% de biofilme maduro formado. Os simbolos acima das barras (T)
representam o desvio padrdo das médias das replicatas dos testes. As diferentes letras (a, b) representam a
diferencas significativamente estatisticas entre as condicOes testadas, através do teste de one-way ANOVA e pds-

teste de Turkey (p<0,0001).

Recentemente um estudo relatou o potencial de metabolitos produzidos pela bactéria
Enterococcus sp. associada a esponja marinha do género Oscarella, coletada em Cabo Frio no
Rio de Janeiro — Brasil (mesma amostragem do estudo de Nunes et al. citado anteriormente),
como agente antibiofilme, apresentando erradicacdes de 66 a 94% contra cepas de S. aureus e
S. epidermidis, tanto contra cepas controle quanto isolados clinicos (NUNES; ROSA;
CANELLAS; ROMANGOS et al., 2021). Esse dado, assim como os resultados deste presente

estudo, reforcam o potencial desses microrganismos marinhos em produzir substancias
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bioativas com implicancia na area farmacéutica e biotecnoldgica, considerando uma
abordagem antiviruléncia, estando de acordo também com outros estudos ja relatados na
literatura (ARTINI; PAPA; VRENNA; LAURO et al., 2019; BALASUBRAMANIAN;
OTHMAN; KAMPIK; STOPPER et al, 2017; KIRAN; SAJAYAN; GOPAL
PRIYADHARSHINI; BALAKRISHNAN et al., 2021; SAYEM; MANZO; CIAVATTA,
TRAMICE et al., 2011). Além disso, identificar moléculas capazes de romper biofilmes
maduros € de extrema relevancia na area de implantes médicos, como cateteres intravasculares,
gue séo constantemente colonizados por biofilmes bacterianos, especialmente Staphylococcus
spp., gerando uma infeccdo crénica com alta morbidade e mortalidade de individuos
(ZAPOTOCZNA,; FORDE; HOGAN; HUMPHREYS et al., 2017).

Portanto, pode-se afirmar que os microrganismos que habitam de forma comensal as
esponjas marinhas apresentam um significativo potencial em sintetizar compostos tanto
antibidticos quanto antiformacdo de biofilme. Esses dados, entdo, podem contribuir para a
exploracdo dessa fonte natural com intuito de identificar novos e efetivos agentes

antimicrobianos.

3.1.5 CONCLUSAO

Microrganismos marinhos, mais especificamente bactérias associadas as esponjas
marinhas, apresentam uma producdo de metabdlitos com amplo repertério de atividades
bioldgicas, inclusive antimicrobiana, antiformacdo e erradicacdo de biofilme de bactérias
patogénicas relevantes em infecgGes nosocomiais e cronicas. Sendo assim, sdo considerados

uma promissora fonte natural de exploracdo para o descobrimento de novas moléculas ativas.
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Abstract

Staphylococcus aureus is the etiologic agent of many nosocomial infections, and its biofilm
is frequently isolated from medical devices. Moreover, the dissemination of multidrug-resistant
(MDR) strains from this pathogen, such as methicillin-resistant S. aureus (MRSA) strains, is a
worldwide public health issue. The inhibition of biofilm formation can be used as a strategy to
weaken bacterial resistance. Taking that into account, we analysed the ability of marine sponge-
associated bacteria to produce antibiofilm molecules, and we found that marine Priestia sp.,
isolated from marine sponge Scopalina sp. collected on the Brazilian coast, secretes proteins
that impair biofilm development from S. aureus. Partially purified proteins (PPP) secreted after
24 hours of bacterial growth promoted a 92% biofilm mass reduction and 4.0 pg/dL was the
minimum concentration to significantly inhibit biofilm formation. This reduction was visually
confirmed by light microscopy and Scanning Electron Microscopy (SEM). Furthermore,
biochemical assays showed that the antibiofilm activity of PPP was reduced by
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) and 1,10 phenanthroline (PHEN), while it was
stimulated by zinc ions, suggesting an active metallopeptidase in PPP. This result agrees with
mass spectrometry (MS) identification, which indicated the presence of a metallopeptidase
from the M28 family. Additionally, whole-genome sequencing analysis of Priestia sp. shows
that gene ywad, a metallopeptidase-encoding gene, was present. Therefore, the results
presented herein indicate that PPP secreted by the marine Priestia sp. can be explored as a

potential antibiofilm agent and help to treat chronic infections.

Keywords: Antibiofilm, antivirulence therapy, marine molecules, marine sponge-

associated bacteria, metalloprotease,



Introduction

A bacterial biofilm is defined as a bacterial community that lives covered by an
extracellular polymeric substances (EPS) matrix produced by themselves (Davies 2003; Hgiby
2014; Yin et al. 2019; Hall-Stoodley et al. 2012). The matrix is composed mostly of
polysaccharides and nucleic acids, characterised as a semipermeable structure with the presence
of nutrition channels, allowing oxygen and nutrient transportation through the structure,
supplying internal bacterial cells (Davies 2003; Hall-Stoodley et al. 2012; Hickok 2018).
Furthermore, biofilms can grow and adhere to biotic and abiotic surfaces, such as tissues and
medical devices - including urinary catheters and heart valves. Since the biofilm structure
protects bacteria from antibiotic and immune cells’ actions, it increases biofilm cells’ resistance,
making it harder to eradicate during medical treatment (Davies 2003; Hall-Stoodley et al. 2012;

Hickok 2018; Macedo and Abraham 2009; Yin et al. 2019).

Progressive chronic infections are commonly related to biofilms, especially found in
nosocomial infections caused by biofilm-forming pathogenic bacteria (Schulze et al. 2021),
such as Staphylococcus aureus. S. aureus is a Gram-positive pathogen frequently isolated from
contaminated devices, able to cause bacteremia, skin and kidney abscesses, and lung, heart, and
ocular inflammations, among other clinical conditions (Lister and Horswill 2014; Parastan et
al. 2020). Furthermore, it is easily transmitted between individuals through direct contact in a
hospital environment, representing a relevant clinical issue, especially due to methicillin-
resistant S. aureus (MRSA) strains (Donlan 2001; Hgiby 2014; Kong et al. 2018; Schulze et al.

2021).

An alternative approach to affecting bacterial biofilms is antivirulence therapy.
Antivirulence compounds are defined as bioactive molecules that interfere with or inhibit

virulence factors, including biofilm formation, which is associated with microorganisms’



pathogenicity (Fleitas Martinez et al. 2019; Silva et al. 2016). The advantages of this alternative
include the ability to weaken the virulence strategies of the microorganisms, making them more
susceptible to antibiotics and the immune system's actions. Additionally, this approach may not
exert the same evolutionary pressure as broad-spectrum antibiotics that target essential cellular
functions. These therapies may allow the microorganism to maintain its overall fitness and
survival without triggering resistance mechanisms by specifically inhibiting virulence factors

(Fleitas Martinez et al. 2019; Silva et al. 2016).

In this view, the oceans have been explored by scientists to search for molecules with
new biological activity, including antibiofilm activity. Especially small molecules, such as
marine peptides and small proteins, tend to display important roles in this regard (Borges and
Simdes 2019; Bhatnagar and Kim 2010; de Carvalho and Fernandes 2010; Venkatesan et al.
2017). In this context, sponge-associated marine bacteria seem to produce and release unique
bioactive compounds, which provide benefits of nutrition, metabolism, and defense to the
sponge (Anand et al. 2006; Thomas, Kavlekar, and LokaBharathi 2010). Bacteria from
Firmicutes phylum represent around 15 to 50% of the isolated bacteria from sponges, and the
Priestia genus (previously classified as Bacillus) has a high prevalence in this phylum and has
been described as a producer of biomolecules with antimicrobial and antibiofilm activities
(Anand et al. 2006; Bibi et al. 2020; Dat et al. 2021; Sayem et al. 2011). Herein, we characterize
the antibiofilm activity of proteins from crude extract produced by a sponge associated Priestia

sp. isolated from the Brazilian coast over Staphylococcus aureus strains.

2. Material and methods

2.1 Bacterial isolation and crude extract activity screening



2.1.1 Marine bacterial strain isolation

Initially, a collection of sponge-associated marine bacteria sampled from Ilha do
Arvoredo biological reserve in Santa Catarina (SC), Brazil (27°S 16' 42.4"/48°W 22' 30.8") in
November of 2007 was developed, as described by Trentin et al. (2011). From this bacterial
collection, eight marine bacteria that had shown activity in the Trentin et al. (2011) study were
selected. A new screening of bacterial-secreted molecules for bioactivity (as described in
Section 2.1.3) was performed to evaluate the antibiofilm effect against pathogenic bacteria. The
crude extract (also called Supernatant — Snt) of bacterium strain 208, isolated from marine
sponge Scopalina sp., was the only strain that showed significant activity against S. aureus

biofilm.

2.1.2 Bacterial strains

Marine bacteria were stocked in skim milk broth (Neogen, USA) and 10% glycerol at 4
°C until use (Trentin et al., 2011). Staphylococcus aureus ATCC 25904 (strain Newman) was
used as the main indicator of biofilm-producing pathogenic bacteria and stored in skim milk
broth with 10% glycerol at 4 °C. Staphylococcus aureus ATCC 43300 (MRSA) was also tested

in biological assays to confirm the activity against the resistant strain of S. aureus.

2.1.3 Culture conditions and biomolecules production

Marine bacteria 208 were grown on a commercial marine agar plate (BD Difco, Thermo
Fisher Scientific, Sweden) and incubated at 30 °C for 24, 48, and 72 h. Bacterial growth colonies
were suspended in saline suspension (0,9% NaCl) and inoculated in Difco Marine broth for 24
h at 28 °C in a shaker (150 rpm) for the metabolite production step. Next, the secreted molecules
were separated from cells by centrifugation (1000 rpm, 4 °C for 40 min), and the supernatant

was initially fractionated by ultrafilter Amicon Ultra-15 30 kDa (Millipore, USA) to select



molecules smaller than 30 kDa and concentrated by Amicon Ultra -15 10 kDa. Furthermore,
the fractionated supernatant was filter-sterilised by 0.22 pum membrane pore (Minisart Sartorius
Co, Gottingen, Germany) and used to assess antibiofilm activity against the pathogenic bacteria
Staphylococcus aureus ATCC 25904. S. aureus was grown in Muller Hinton agar (Himedia,
India) overnight at 37 2C for 18 h. Bacterial colonies were resuspended in saline suspension
with a turbidity of 0.150 at optical density (OD) 600n.m, concentration to evolve the

microbiological assays.

2.1.4 Biofilm measure

The crystal violet assay adapted from Trentin et al (2011) was used to evaluate the
antibiofilm activity of molecules from bacteria 208. In this method, 80 pL of size-fractionated
filtered supernatant from marine bacteria, 80 pL of bacterial saline suspension (S. aureus), and
40 pL of Brain Heart Infusion (BHI) broth (Oxoid, Thermo Fischer Scientific, USA) or Tryptic
Soy Broth (TSB, Oxoid Ltd., England) supplemented with 1% glucose were added to a 96-well
microtiter plates (Costar 3599, Corning Inc., USA) that was incubated at 37 2C for 24 h. Then,
the plate wells were first washed three times with sterile saline to remove planktonic cells. Next,
the plate was dried by incubating it at 60 °C for 1 h to heat-fix the formed biofilm, and the
formed-biofilm was stained with 200 uL of 0.4% crystal violet for 15 minutes. The plates were
washed with water, the remaining stains in wells were solubilized with 200 pL of absolute
ethanol, and the OD of crystal violet suspension was measured at 570nm, representing
quantitative biofilm formation. The control condition was represented by a mixture of bacteria
plus water in the plate well (instead of marine bacterial biomolecules), representing 100%
biofilm formation. Bacteria treated with vancomycin (8 pug/mL) was used as non-forming

biofilm control due to its antibiotic effect.



2.1.5 Production kinetics of bioactive compounds

Bacteria 208 were cultivated in Difco marine broth on a shaker (150 rpm) at 28 °C for
different times: 0, 3, 6, 9, 12, 24 and 48 h. Culture growth was measured at each time point by
collecting 200 pL from bacterial suspension and quantifying it by ODesgonm. Additionally, 50
mL of bacterial suspension from all seven time points were collected, centrifuged, and
biomolecules from the supernatant were filtered by an ultrafilter Amicon centrifugal device
(30,000 molecular weight cutoff). Bioactive molecules that passed through the filter pore were
tested for the ability to inhibit biofilm, and this activity was expressed in biofilm quantification

by ODs70nm against S. aureus (ATCC 25904).

2.2 Bacterial identification

2.2.1 Phylogenetic tree

Marine bacteria 208 was identified by 16S rRNA gene sequence analysis using the
BLAST tool (NCBI, Bethesda USA) search against the NCBI database (rRNA typestrains).
Phylogeny reconstruction was accomplished by 16S rRNA, evaluating highly similar sequences
retrieved from the NCBI (GenBank), and subjected to multiple sequence alignment using
MAFFT (Katoh and Standley 2013). TRimm-Al (Capella-Gutiérrez, Silla-Martinez, and
Gabalddn 2009) was utilised to eliminate poorly aligned positions and divergent regions in the
aligned sequences. Subsequently, a Neighbor-Joining phylogenetic tree was performed using
the Kimura two-parameter model for nucleotide substitution and applied 1000 bootstrap
replicates. The entire phylogenetic analysis was conducted using the NGPhylogeny.fr server
(Lemoine et al. 2019) and Geobacillus stearothermophilus and Saccharococcus thermophilus

were used as an outgroup.



2.2.2 Whole-Genome Sequencing, Assembly, and Annotation

The genomic DNA of 208 was obtained using the Qiagen DNAeasy Plant kit®. Samples
were prepared following the Illumina protocol, and whole-genome shotgun sequencing was
conducted using the Illumina MiSeq platform. The raw fastq sequences were filtered using
Scythe v0.994 and compared with the NCBI RefSeq genomes database using RefSeq Masher
v0.1.2. The Denovo assembly was performed using the Unicycle pipeline (Wick et al. 2017),
and Whole Genome Shotgun project has been deposited at DDBJ/ENA/GenBank under the
accession JAY1XA000000000 (NCBI BioProject accession: PRINA1054655). The Genomic
annotations were carried out using Prokka (Seemann 2014) and Rapid Annotations using
Subsystems Technology (RAST) (Aziz et al. 2008). To generate the Cluster of Orthologous
Groups (COG) function classification) and to identify sequences annotated by prokka as
"hypothetical protein”, eggNOG-mapper (eggnog-mapper.embl.de) was applied. For secondary

metabolic analysis, the sequences were submitted to antiSMASH server (Blin et al. 2021).

2.3 Characterization of the bioactive compounds

2.3.1 Heat-shock assay and trypsin susceptibility of active molecules

To analyze the proteinaceous nature of active molecules, they were first exposed to a
heat-shock test. The size-fractionated filtered supernatant produced by marine Priestia sp. was
incubated at 120 °C for 15 min. Next, the antibiofilm activity was evaluated by biofilm mass
guantification using the crystal violet protocol, as described above. Furthermore, the bioactive
compounds were also incubated with trypsin enzyme to check their proteolytic degradation
susceptibility. The supernatant was pre-treated with trypsin (20 pg/mL) for 2 h at 37°C and

tested for its antibiofilm potency against S. aureus st. Newman (Abdhul et al. 2015).



2.3.2 Protein precipitation by ammonium sulfate

After a sequence of experiments, a 60% saturation of ammonium sulfate was used to
precipitate proteins from 30 and 10 kDa size-fractionated supernatant (Duong-Ly and Gabelli
2014). Next, the sample was desalted by Pur-A-Lyzer Midi 6000 Dialysis Kit (Sigma, US) to
eliminate salt interference. Finally, the protein concentration was estimated using the Pierce
BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, US) or by reading absorbance at 280nm with
NanoDrop 2000 (Thermo Fischer Scientific, US). Partially purified proteins from this point

were called PPP.

2.3.3 Minimum Biofilm Inhibitory Concentration (MBIC) determination

The minimum biofilm inhibitory concentration (MBIC) was developed as described by
Macia, Rojo-Molinero, and Oliver (2014) with modifications. Briefly, concentrations ranging
from 16.0 pg/mL to 0.25 pg/mL of PPP were evaluated for biofilm inhibition in 96-well
microtiter plates (Costar 3599, Corning, Inc., USA). 40 uL of BHI broth (Oxoid, Thermo Fisher
Scientific, USA), 80 pL of S. aureus suspension, and 80 puL of PPP in deionised water were
added to each well and then incubated at 37°C for 24 h to allow biofilm formation. Wells in the
absence of bacteria were used as no biofilm controls, and wells without PPP were considered
biofilm-forming controls. The biofilm was measured by crystal violet stain at ODs7onm. MBIC
value was considered the lowest concentration of proteins that statistically inhibited biofilm

formation.

2.3.4 Antibiotic assay using PPP upon S. aureus

The agar diffusion method was performed as described previously by the Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2017) to evaluate antibiotic activity. Briefly, a bacterial

suspension (S. aureus) in saline, with turbidity ranging from 0.8-1.0 at ODsoonm, @ cOncentration



corresponding to the 0.5 McFarland scale, was prepared. Using a sterile swab, Muller Hinton
(MH) agar (Himedia, India) was inoculated with the bacterial suspension to allow confluent
growth over the plate. Three agar cuts (0.8 x 0.8 cm) were made per plate, and 50 pL of PPP at
different concentrations (20.0, 4.0, and 2.0 ug/mL) were added to each cut and rested until agar
absorbed all the suspension. The system was incubated at 37°C for 18 h, and halo formation
was checked to evaluate the antibiotic activity of PPP. Vancomycin (8.0 pg/mL) was used as a

positive control, and deionised water was used as a negative control for halo formation.

2.3.5 MTT and Colony Forming Units (CFU) assays

The viability of S. aureus-biofilm after incubation with PPP was analysed by
MTT (3-[4,5-dimethyl-thiazol-2-yl]-2,5 - diphenyltetrazolium) as per the protocol adapted from
Costa et al. (2018). The 96-well microtiter was assembled as described for MBIC assay, with
20.0, 4.0, or 2.0 pg/mL of PPP added. After 24 h of incubation at 37°C, the plate was washed
2 times with saline suspension, and 200 pL of MTT (0.3 mg/mL) was added to each well. It
was incubated for 2 h at 37 °C in the dark. Next, 200 pL of dimethyl sulfoxide (DMSO) absolute
was added to dissolve formazan deposits of purple color produced by metabolic active cells,

and it was measured (OD570nm) after 20 min incubation at room temperature.

Furthermore, a second assay was developed where the incubation of S. aureus and PPP
in 96-well microtiter was repeated. However, in this case, the bacterial planktonic cells present
in wells supernatant were collected and diluted four times with distilled water (10 to 10°).
Drops (10 uL) from different concentrations were spotted and absorbed in Muller-Hinton agar
plates and incubated at 37 °C until grown bacterial colonies were observed. The counting of

colony-forming units was performed.



2.3.6 Inhibition of early-stage adhesion

The initial biofilm formation step was evaluated to assess the PPP effect (at MBIC and
2x MBIC concentrations) over bacterial early-stage adhesion on the surface. A bacterial
suspension (ODesoonm 0.150) was incubated with PPP in a centrifugal tube at 37 °C with agitation
(180 rpm) until the microbial population duplicates. Next, the inoculum was added to a
microtiter 96-well plate, and S. aureus formed-biofilm was quantified at 1, 2, 3, and 6 h of

incubation (37 °C) by crystal violet stain protocol as previously described in Section 2.1.2.

2.4 Visualization of S. aureus biofilm in the presence of PPP

2.4.1 Optical microscopy

Biofilm from S. aureus was allowed to be formed over glass pieces (1 x 1 cm) ina 12-
well cell culture plate (Greiner Bio-one, Frickenhausen, Germany) as an adapted protocol
described by Sayem et al. (2011). The MBIC and 2x MBIC concentrations of PPP were added
to a bacterial suspension (0.150 ODsoo nm) in BHI broth, and the plate was incubated for 24 h at
37 °C. After incubation, the wells were washed 3 times with saline suspension, and the crystal
violet biofilm stain procedure was followed as described above. Stained glass pieces were
observed by optical microscopy at 40x of magnitude (Zeiss Axiolab 5, Germany) and
photographed (iPhone 7, Apple). Cultures without the addition of PPP were considered negative

controls for biofilm formation.



2.4.2 Coated-surface analysis

Permanox™ slides (Nalge Nunc International, USA) were spin-coated with PPP (MBIC
and 2x MBIC concentrations) in 70% aqueous acetone (Merk, Germany) by spin coater (Laurell
Model WS-650MZ-23NPP/LITE) with 500 rpm for 5 sec and 5000 rpm over the next 40 s as
described by Reis et al. (2020). Following this step, the Permanox was heat-fixed at 60°C for
2 h, sterilised with UV light, cut into pieces (10 x 25 mm?2), washed with sterile saline
suspension, and placed on individual wells in 96-well microplate as the final step. Biofilm from
S. aureus was allowed to be formed over these pieces that were next prepared to be analysed in
a JEOL JSM-6060 scanning electron microscope at 5 kV. Permanox coated with vehicle only

(70% acetone) or without any coating were considered as biofilm growth controls.

2.5 Characterization of active proteins

2.5.1 Proteolytic activity assay

The proteolytic activity of PPP was assessed by using a protocol adapted from Ferrareze,

Correa, and Brandelli (2016). Briefly, 100 uL of PPP (20 pg/mL) with 100 pL Tris-HCI pH 8.0
buffer and 100 pL of 1% (m/v) suspension of azocasein substrate (10 mg/mL) in 50 mM Tris-
HCI pH 8.0 were mixed and incubated for 1 h at 37°C in shaker (180 rpm). The reaction was
stopped by the addition of 500 uL TCA 30% (v/v). The tubes were centrifuged for 5 min at

10,000 rpm, and protease activity was quantified by substrate lysis expressed as arbitrary units
(AU), considering 1 AU each 0.01 increase in absorbance (ODasonm). The protein sample was

replaced by a buffer in the negative control.



2.5.2 Influence of metals ions Zn>* and Mg:" and inhibitors

S. aureus cells plus 4.0 pg/mL of PPP were incubated with 50 or 100 M of metal ions
(Zn?* or Mg?") with or without 50 uM chelator (ethylenediamine tetraacetic acid, EDTA) to
evaluate its influence over enzymatic activity. The metals, chelator, and bacterial suspension of
S. aureus Newman were incubated for 24 h at 37 °C to allow biofilm growth in a 96-well plate.
Biofilm was stained with crystal violet, and it was quantified by spectrophotometry (ODs70 nm).
The control was considered the condition without metals and EDTA, representing 100% of

biofilm formation.

Furthermore, PPP (20.0 pg/mL) was incubated with proteolytic inhibitors: tosyl-L-
lysyl-chloromethane hydrochloride (TLCK) (1 mM), benzamidine hydrochloride (1 mM),
iodoacetamide (1 mM) and 1,10 phenanthroline (1,10 PHEN) (10 mM) (Sigma, US) as
described by Granato et al. (2015). The proteolytic activity was analysed with azocasein

substrate cleavage and quantification expressed by OD 440 nm.

2.5.3 Chromatography, mass spectrometry analysis and Tricine-SDS-PAGE gel

PPP's compounds (574.5 pg) were separated by ionic exchange chromatography with
HiTrap Q-Sepharose 5 mL column (GE Healthcare) connected to the AKTA start system (GE
Healthcare). The column was equilibrated with 50 mM 2-[N-morpholino] ethanesulfonic acid
(MES) pH 6.0 (buffer A), followed by elution with a linear gradient of 0 to 1 M sodium chloride
(buffer B) at a flow rate of 1 mL/min. All the fractions were evaluated for antibiofilm activity
as previously described. One active fraction was observed and submitted for mass spectrometry

analysis.

The semi-purified fraction of PPP was digested as previously described by Beys-da-

Silva et al. (2014). Approximately 20 pg of proteins determined using the BCA assay (Thermo



Scientific, IL) was suspended in digestion buffer (8 M urea, 100 mM Tris-HCI pH 8.5). Proteins
were reduced with 5 mM tris-2-carboxyethyl-phosphine (TCEP) at room temperature for 20
min and alkylated with 10 mM iodoacetamide at room temperature in the dark for 15 min. After
the addition of 1 mM CaCl (final concentration), the proteins were digested with trypsin
(Promega, Madison, WI) by incubation at 37 °C for 16 h. Proteolysis was stopped by adding
formic acid to a final concentration of 5%. Samples were centrifuged at 14,000 rpm for 20 min,
and the supernatant was collected. The resulting peptides eluted from the single-phase
microcapillary column Acqua C18 reverse-phase (Phenomenex, Ventura, CA) were analysed
in an LTQ-Orbitrap XL mass spectrometer (Thermo Finnigan) using a 120-min single-phase
step separation. MS/MS spectra were extracted using RawXtract (version 1.9.9) and searched
using PatternLab for Proteomics (Carvalho et al. 2016) against Priestia megaterium sequences
available at NCBI Reference Sequence Database (downloaded on June 20, 2021), with a 0.01%
of protein FDR. The sequences of peptides identified as "hypothetical proteins" were subject to
search HMMER platform (Potter et al. 2018). Proteins showing sequence identities of more

than 30% and an e-value 0.005 are referred to as close homologs to the respective peptide.

The protein band from fraction 24 was observed by 10% polyacrylamide Tris-Tricine
gel as described by Schéagger (2006). Electrophoresis was developed with a voltage of 100 V at

room temperature, and proteins were stained with Coomassie Brilliant Blue (BioRad, USA).

2.6 Toxicity assays of PPP

2.6.1 In vitro hemolysis assay

The toxicity assays were performed as described by Loges et al. (2020). Briefly, human

erythrocytes from venous blood of a volunteer (Universidade Federal do Rio Grande do Sul



Ethics Committee under number 1.202.565) were collected in serum tubes and centrifuged at
1200 g for 10 minutes. The erythrocytes were washed 3 times with 10 mM phosphate buffer
saline (pH 7.4/ 0.9% NaCl) and resuspended in the same buffer (1% suspension). The
erythrocytes suspension (500 pL) was incubated with 20 uL of PPP (20, 8, or 4 pg/mL) and
480 pL of PBS for 1 h and 24 h at 37 °C. The hemoglobin content in lysed cells was measured
by 540,m absorbance. Positive control (hemolysis 100%) was represented by 1% Triton X-100
condition, and 10 mM phosphate buffered saline (PBS) buffer only was used as negative control

(hemolysis 0%).

2.6.2 In vivo toxicity in Galleria mellonella larvae

For the toxicity assay in in vivo model, three groups of 10 Galleria mellonella larvae
with weight between 220 — 270 mg were separated in three different conditions: (1) control,
which larvae received 10 uL PBS (10mM); (2) positive death control group received 10 uL
DMSO; (3) trial, which larvae had 10 pL of PPP in PBS (50 mg/kg) injected by Hamilton glass
syringe through its last proleg. All injected larvae were incubated at 30°C for 5 days and the

survival was recorded each day following treatment.

2.7 Statistical analysis

Data were analysed with one-way ANOVA and Tukey’s test to compare groups,
including untreated control. The assays were performed at least in duplicate and p < 0.05 was
considered statistically significant. The results were expressed as mean + standard deviation

(SD). Statistical significance in G. mellonella survival analyses was determined by the log-rank



test. Statistical analyses were measured by the software GraphPad Prism version 8.0 (GraphPad

Software, La Jolla California USA).

3. Results
3.1 Molecules from marine bacteria strain 208 with effect over S. aureus biofilm

The initial screening of secreted molecules from eight marine bacteria was performed
and revealed strain 208 was a bacterium capable of producing active molecules (after 24, 48
and 72 h of culture) that were able to inhibit biofilm of S. aureus (Table S1) without killing
bacterial cells in culture (Fig. 1a). Next, the Snt of strain 208 was first fractionated by a larger
filter pore (30 kDa), followed by a smaller filter pore (10 kDa) filtration (Fig. 1b) to select
smaller molecules. All three size fractions generated (|30 kDa, 30-10 kDa, and | 10 kDa) were
capable of inhibiting biofilm; however, molecules in 30 and 10 kDa sized fraction showed a

higher antibiofilm activity (Fig. 1b). For this reason, we selected the 30-10 kDa-fraction for the

following steps.
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Fig. 1 Antibiofilm activity of supernatant (Snt) from strain 208 against S. aureus ATCC 25904 (strain
Newman). (a) Strain 208 kinetic production of bioactive molecules upon S. aureus growth (OD 600,y) and biofilm
formation (OD 570,m) after incubation for 24, 48, and 72 h. (b) Antibiofilm activity of the size-fractionated of the
24 hours-supernatant (most active) with 30 and 10 kDa ultrafilters (Amicon). The negative control was considered
100% of biofilm mass formation. Vancomycin (8 pg/mL) was used as a positive control for bacteria and biofilm
growth. Data from three biological replicates are shown as mean + SD. The asterisks and different letters represent
statistical significance between control and different conditions (****p<0.0001 by one-way ANOVA with Tukey’s

multiple comparisons test).

3.2 Active molecules secreted by strain 208 are produced during the bacterial

exponential growth phase.

To understand at which point the active molecules start to be released by strain 208 in
the environment during growth times, the antibiofilm activity of fractionated supernatants was
evaluated. Bacterial replication and the activity of secreted molecules were assessed at 0, 3, 9,
12, 24 and 48 h of culture. Strain 208 growth exhibited a typical exponential curve over time;
meanwhile, active compounds able to inhibit S. aureus biofilm started to be released at 6 h
growth time. However, secreted compounds after 9 h of culture led to the highest biofilm
inhibition, which was maintained throughout the following hours (Fig. 2). These results showed
that active molecules affecting S. aureus biofilm mass are secreted at the beginning of the

bacteria exponential phase.
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Fig. 2 Kinetics of bacterial growth and bioactive molecule production. Growth of strain 208 was measured
from 0 h (initial microbial population) to 48 h of incubation in TSB medium (1% glucose) at 30°C in a shaker. The
black line indicates the exponential growth of marine bacterial cells over time. The red line is related to quantified

biofilm mass from S. aureus Newman by crystal violet method each time.

3.3 Marine bacteria 208 isolate identified as Priestia sp. by 16S rRNA gene sequence

analysis and genome general features

The nucleotide sequence of the 16S rRNA gene from the marine bacteria strain 208
was searched on the NCBI BLAST tool and found to be highly homologous with corresponding
sequences from Priestia species. Phylogenetic analysis indicated that bacteria 208 is

evolutionary closer to P. aryabhattai and P. megaterium species (Fig. 3).
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Fig. 3 Neighbour-joining phylogenetic tree based on 16S rRNA gene sequences. All the members of the genus
Priestia were included in the analysis. Geobacillus stearothermophilus and Saccharococcus thermophilus were

used as outgroups. Bootstrap values based on 1000 replications were calculated and expressed as percentages.

Genome analysis indicated the size of strain 208 is 5.3 Mb, which is closest in size to
the median total length of Priestia aryabhattai species deposited to the NCBI database. The GC
content is 37.91 mol%, and extrachromosomal elements are lacking. Annotation with Prokka

predicted 5409 protein-coding genes and 84 tRNA genes. Functional analyses based on the



RAST database revealed that a majority of the protein-encoded sequences are involved in
catabolic pathways of amino acids and their derivatives, carbohydrates, protein metabolism and
vitamins, prosthetic groups, pigments, and poorly genes related to secondary metabolites (Fig.
Sla). The number of genes belonging to the category "function unknown" was 1222, suggesting
that further analysis in the genomics of the Priestia genus is necessary. A total of 4907 genes
were matched in the COG database, belonging to 20 categories (Fig. S1b).
Additionally, we checked the biosynthetic gene clusters (BCGs) for additional information
since there is not much described information about the genome of Priestia members in the
literature. AntiSMASH analysis suggested that the genome possesses 5 regions related to
BCGs, primarily associated with terpenes. Further comparison with the gene sequences of other
reference strains revealed that three regions are related to known compounds: surfactin,

schizokines, and carotenoids (Table S2).

3.4 The bioactive compounds are proteins

To determine the nature of the antibiofilm molecules released by Priestia sp. in broth
during culture, the crude extract was first exposed to high temperature (120°C). The supernatant
lost its inhibitory activity after the heat shock treatment (Fig. 4a), indicating a proteinaceous
origin. To pursue this idea, proteins were precipitated from a fractionated supernatant with 60%
ammonium sulfate saturation and desalinated to continue the following experiments. At this
point, the sample was called PPP (partially purified proteins). The proteinaceous nature of the
bioactive compounds was confirmed by attenuation of PPP's activity after incubation with

trypsin (Fig. 4b).
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Fig. 4 Effect of heat shock and trypsin on compound activity. (a) Heat shock of 24-hours supernatant from
Priestia sp. for 15 min at 120°C. (b) Precipitated partially purified proteins (PPP) were incubated with trypsin
enzyme (20.0 pg/mL) for 2 h. The control with saline suspension incubated with S. aureus was considered 100%
of biofilm formation. Vancomycin (8.0 pg/mL) was used as positive control, with no biofilm growth. Data from
biological triplicates are shown as mean + SD. Statistically significant differences between biofilm conditions were

analysed by one-way ANOVA and Tukey post hoc test and indicated with different letters in graphic (P<0.0001).

3.5 Minimum biofilm inhibitory concentration (MBIC)

The minimum biofilm inhibitory concentration (MBIC) value was determined after
different concentrations of PPP were incubated with S. aureus inoculum to allow biofilm
growth. It was noted that the lowest concentration of 4.0 pg/mL significantly inhibited biofilm
development from S. aureus Newman (Fig. 5) and the methicillin and oxacillin-resistant S.

aureus 43300 (Fig. S2), indicating that it was the MBIC.
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Fig. 5 Minimum Biofilm Inhibitory Concentration assay. Multiple concentrations of PPP (ranging from 16.0
pg/mL to 0.0075 pg/mL) were incubated with S. aureus Newman for 24 h at 37°C to allow biofilm development.
Control was considered 100% of biofilm growth. Data are shown as mean £ SD from triplicate assays. Statistically
significant differences between concentrations were indicated by different letters. P<0.001 by one-way ANOVA

test with Tukey post hoc test.

3.6 PPP affects only bacteria from biofilm, having no antibiotic outcome over

planktonic bacteria

Agar diffusion was developed to verify the antimicrobial effects of PPP over S. aureus
cells and it confirmed a non-antibiotic action (Fig. S3). Therefore, to confirm that PPP only
interferes with the biofilm virulence factor without killing bacterial cells, MTT and colony-
forming unit (CFU) assays were developed. MTT evaluated the viability of bacteria in biofilm
after incubation with PPP by measuring bacterial metabolic activity and indeed, a decreased
biofilm mass was detected in all tested PPP concentrations (20.0, 4.0, and 2.0 pg/mL) for

Newman (Fig. 6a) and 43300 strains (Fig. S4). Although it was not statistically significant, CFU



showed a trend of increase in free-living cell concentration when S. aureus was incubated with
PPP (Fig. 6b), in agreement with MTT outcome. Together, these results indicate that PPP avoids

bacterial biofilm lifestyle, suggesting that active compounds affect the sessile structure and

stimulate free bacterial lifestyle.
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Fig. 6 Biofilm viability and Colony-Forming Unit bacteria from planktonic cells. S. aureus Newman ODggonm
0.150 turbidity inoculum was incubated with BHI medium and 20.0 pg/mL PPP in 96 well plate at 37°C for 24 h.
(a) MTT assay evaluated metabolic activity of S. aureus Newman in biofilm lifestyle when in the presence of PPP
(20.0, 4.0, or 2.0 pg/mL); (b) Planktonic cells from the supernatant were incubated in Muller-Hinton plates to
further count CFU. The error bars indicate the standard deviations of replicate tests. Asterisks represent statistically

significant difference conditions (**** p<0,0001, one-way ANOVA test with Tukey post hoc test) and control was

considered 100% of viability and cell growth.

3.7 Biofilm early-adhesion is impaired by PPP

To explore how PPP affects S. aureus biofilm development, the early steps of bacterial
adhesion on a surface were observed. It has been shown that the presence of PPP at the

beginning of the bacterial growth phase impairs biofilm development at an early step of this



process. Although the biofilm quantification was stable over time, it was lower when PPP was

added compared to the control condition (Fig. 7).
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Fig. 7. PPP affects initial biofilm development. S. aureus Newman (ODsoonm 0.150) was incubated with PPP (4.0
and 8.0 pug/mL) in a shaker and following the inoculum, was allowed to grow in 96-well plate microtiter. Biofilm
mass was quantified with crystal violet stain after 1, 2, 3, and 6 h incubation at 37 °C. The statistical differences
between conditions are indicated by different letters in the graphic. The black bars represent the mean +SD of

biological triplicate assays analysed by one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison post-test (p<0.0001).

3.8 Microscopy analysis of PPP avoiding S. aureus biofilm development

Light microscopy showed a decrease in biofilm mass from S. aureus Newman (Fig. 8a,
b, ¢) and 43300 (Fig. S5), evident at both lower and higher PPP concentrations (4.0 or 8.0

ug/mL).

A spin-coated assay was also performed, in which PPP (4.0 and 8.0 ug/mL) was used
to recover a slice of Permanox that was then exposed to a bacterial inoculum suspension. The
formed biofilm was analysed by SEM (Fig. 8 d, e, f, g). In this assay, only treatment with 8.0

pg/mL of PPP (Fig. 8g) interfered with biofilm formation, significantly decreasing the structure



compared to control without treatment (Fig. 8d) and vehicle control (Fig. 8e), while it was not

observed for 4.0 pg/mL (Fig. 8f).
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Fig. 8 Microscopy techniques to visualize biofilm inhibition. Light microscopy (a, b and ¢) showing reduced S.
aureus Newman biofilm compared to control (a) when incubated with 4.0 ug/mL (b) and 8.0 pg/mL (c) of active

PPP, grown over glass coverslip, stained with crystal violet, and observed with a microscope at 40x magnification.



SEM images of S. aureus Newman biofilm after Permanox slides had been recovered with PPP and incubated with
a bacterial suspension for 24 h. Analysed conditions: biofilm control growth with non-treated permanox (d),
acetone 70% vehicle control (e), 4.0 pg/mL (f) and 8.0 pg/mL (g). The white bar represents a 20 um scale, and

700x of microscope magnification was employed. The white square represents images with 2500x magnification.

3.9 PPP did not present toxic effects in mammalian cells and in vivo by using Galleria

mellonella larvae

Cytotoxicity of PPP to mammalian cells was investigated by testing its injury to human
red blood cells with PPP concentrations of MBIC, 2x MBIC, and 5x MBIC. All conditions
showed no hemolytic activity, similar to the saline control (Fig. 9). Triton X-100 was

considered to cause 100% hemolysis and used as a positive control.

Hemolysis (%)

Fig. 9 Non-hemolytic activity of PPP. Treatment with Triton X-100 was used as positive control and represents
100% of erythrocyte hemalysis. The PPP toxicity was tested with concentrations of 20.0, 8.0, and 4.0 ug/mL. The
error bars indicate the standard deviations of replicate tests and different letters indicate significant statistical
differences between concentrations compared to control (p < 0.0001) analysed by one-way ANOVA and Tukey’s

multiple comparison post-test.



Furthermore, the in vivo toxicity analysis was also performed by using the Galleria
mellonella model during five days of observation. One dose of 500 mg/kg of larvae weight was
verified in groups of 10 individuals each. As a positive death control, 10 uL of absolute DMSO
was administered in a 10 larvae group, and 10 puL of PBS was used as negative dead control.
We observed that 100% of survival control (saline condition) and PPP-treated larvae survived,
while DMSO (positive dead control) killed 50% of larvae on the first day and 100% were dead

on the second day (Table 1).

Table 1: Toxicity effect of PPP in G. mellonella larvae

Larvae survival (%)

D Day 2 Day 3 Day 4 Day 5
Groups ay 1
PPP (50 mg/kg) 00 1 100 90 9 90
Dead control (10 pL 5 0 0 0 0
DMSO) 0
Survival control (10 pL 1 100 100 100 100
PBS) 00

3.10 Partially-purified proteins (PPP) biochemical characterization
3.10.1 Proteolytic activity assay and metal and chelator effect over enzymatic activity

Proteolytic activity from PPP was assessed by the azocasein method, as well as its
sensibility to the presence of protease inhibitors, metals ions zinc and magnesium, or chelating
agent. This proteolytic activity was confirmed by an amplified detection of dye molecules
released from azocasein substrate hydrolysis (ODa44onm) When incubated with 20.0 pg/mL of
PPP, corresponding to 327 U/mL.h. Next, it was exposed to four different classes of protease

inhibitors to evaluate its catalytic activity. The only inhibitor capable of acting upon PPP was



the 1,10 PHEN, a classical metallopeptidase inhibitor, reducing PPP activity to the level of the
PBS control condition. It was found to be insensitive to trypsin, serine or cysteine residue

inhibitors (Fig. 10).
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Fig. 10 Determination of proteolytic action from Priestia sp. PPP in co-incubation with proteolytic
inhibitors. The protease activity of PPP was determined by the cleavage of azocasein substrate and the release of
a colorful product in the medium measured by absorbance (440 nm). It was evaluated in the absence or presence of
inhibitors, including 1,10 phenanthroline (10 mM), tosyl-L-lysyl-chloromethane hydrochloride (1mM), benzamide
HCI (1 mM), and iodoacetate (1mM). The result was compared with PBS control without PPP, and different letters

represent significant statistical differences between groups (p<0.0001 by one-way ANOVA).

The addition of 50 UM Zn? or Mg? in S. aureus culture - without PPP incubation - was
responsible for a slight increase in S. aureus biofilm growth, suggesting they may contribute to
biofilm development. However, the presence of these metals did not influence the low biofilm
amount when PPP was added, indicating that extra metal ions do not contribute to avoiding the
inhibition effect of PPP over biofilm nor contribute to increased activity of PPP. Nevertheless,

when 50 uM of EDTA chelator was added with bacteria plus PPP, the biofilm mass was restored



equal to the control condition, which indicates that metals are important to PPP action. Indeed,
Zn2* appears to be the most important metal cofactor, as it restored inhibition activity when an
equal or higher concentration than EDTA (50 uM) was added, whereas Mg2+ did not. This

suggests that the active proteins in PPP may have a higher affinity for Zn2* than for the chelator

(Fig. 11).
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Fig. 11 Influence of metals and EDTA in PPP activity. S. aureus Newman biofilm was allowed to grow in the
presence or absence of PPP, with or without Zn** and EDTA (a) and Mg.* and EDTA (b). The statistical differences
between conditions in which PPP was present (added metals or chelator) were highlighted by different letters in
the graphic (same letter meaning no statistical difference, different letter meaning statistical difference). The black
bars represent the mean £SD of biological triplicate assays analysed by one-way ANOVA and Tukey’s multiple

comparison post-test (p<0.0001).

3.10.2 lon-exchange chromatography and LC-MS/MS

Aiming to isolate the protein responsible for the activity, PPP was loaded at HiTrap Q-
Sepharose anion-exchange column in AKTA. Sixty-three fractions of 1 mL each were
collected (Fig. 12a), proteins were quantified and evaluated for biofilm inhibition effect.
Fraction 24 showed significant activity inhibiting 93.6% biofilm mass with 12.0 pg/mL

protein fraction concentration (Fig. 12a). To confirm protein molecular mass, a tricine sodium



dodecyl sulfate-polyacrylamide gel (Tricine-SDS-PAGE 10%) was performed, and a band of
approximately 47 kDa was visualised (Fig. 12b). Therefore, the chromatography was able to
separate protein components of PPP, as the protein pattern in gel was visually reduced
compared to pattern observed in gel with all PPP members (Fig. S6). Although the protein
isolation goal was not achieved, fraction 24 was subjected to LC-MS/MS peptide mapping
experiments, which identified a few proteins, including hypothetical proteins and a

metalloprotease from the M28 peptidase family (Table S3).
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Figure 12 Partial purification of bioactive protein from PPP. (a) Biofilm mass quantification of S. aureus
Newman after proteins secreted by Priestia sp. were eluted from an anion exchange chromatography column
(574.3 pg of protein loaded onto a Q Sepharose column) with a linear gradient of 0-1M NaCl, along with the
protein concentration of each fraction and the protein profile curve. (b) The active fraction (24) is indicated by a

black arrow symbol in the Tricine SDS-PAGE to observe enzyme molecular mass.
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The spectrometry analyses detected the presence of residues of metalloprotease
belonging to the family Metalloprotease 28 (M28), which agreed with our genomic annotation
that detected the presence of the ywad gene related to subfamily M28F. The ywad was first
described in Bacillus subtilis, encoding double-zinc aminopeptidases (Fundoiano-Hershcovitz
et al. 2005). The genomics predictions also showed the presence of genes related to

metalloprotease enzymes, including sequences related to the M20 and M32.

Discussion

The study identified strain 208, a sponge-associated marine bacterium capable of
producing molecules that interfere with S. aureus biofilm formation, as Priestia sp. This genus
was separated from the Bacillus genus following a reclassification of Bacillus species members

based on common conserved regions of protein sequences (Gupta et al. 2020).

Genome sequencing analysis of Priestia sp. indicated a higher probability of proteins
promoting this antibiofilm effect, as the number of clustered protein-coding genes with known
functions, determined by similarity cluster analysis, exceeded the number of BCGs responsible
for encoding secondary metabolites (Kiesewalter et al. 2021; Xia et al. 2022). Although
secondary metabolites are commonly associated with antibiotics and other bioactivities, the
literature describes Bacillus species releasing proteins in culture media, such as proteases, with

biological activity (Chen et al. 2016; Kunst et al. 1997; Liu et al. 2022).

The hypothesis that the active molecule was a protein was confirmed by all enzymatic
assays and mass spectrometry identification, revealing that the most abundant identified peptide
present in chromatography active fraction was a peptidase from the M28 family (Table S3).

This finding was also consistent with genome analysis, which identified the ywad gene coding



for a peptidase from the M28 family. Members of family M28 are commonly described as
leucyl aminopeptidases and play important roles in therapeutic and biotechnological
applications (Lemke and Vilcinskas 2020; Nandan and Nampoothiri 2020; Wang et al. 2023)
and have been associated with controlling biofilm formation (Zhao et al. 2018). Moreover, this
family comprises metallopeptidases whose catalytic activity requires two zinc ions at the

catalytic site for enzymatic action (Gao et al. 2014; Hecht et al. 2013).

Literature has previously described the ywad gene from B. subtilis coding for an
aminopeptidase from the M28A subfamily called BSAP (Fundoiano-Hershcovitz et al. 2005).
The study demonstrated that BSAP has two zinc spots in the catalytic site required for
proteolytic activity and it was inhibited by the presence of EDTA and 1,10 phenanthroline,
which is consistent with our findings. Additionally, disruption of S. aureus biofilm by an
extracellular zinc-dependent metallopeptidase was described by Papa et al. (2013). Although
this protease was produced by the Gram-negative bacteria Serratia marcescen (Papa et al.
2013), this result aligns with our findings, indicating the importance of Zn?" in PPP antibiofilm

activity against S. aureus biofilm.

There are various known mechanisms to disrupt pathogen biofilms, including affecting
extracellular polymeric substances matrix development, promoting mature biofilm dispersal,
and interfering with bacteria communication (quorum sensing), metabolism, and cell division
(Blackman et al. 2021; Koo et al. 2017; Roy et al. 2018). In this context, Papa et. al (2013) and
other studies have hypothesised that aminopeptidases can interact with microbial surface
components recognizing adhesive matrix molecules (MSCRAMM) such as S. aureus adhesins,
reducing initial adhesion and affecting biofilm establishment (Elchinger et al. 2014; Shukla and
Rao 2017). This theory is consistent with our findings as well, as we demonstrated that partially
purified proteins (PPP) significantly affected the initial formation phase of biofilm, impairing

early-stage adhesion to the surface (Fig. 7). However, further studies are needed to confirm the



mechanism of action of PPP. Although we were unable to purify the active protein, we found
that the PPP secreted by Priestia sp. constituted a heterogeneous group of proteins, including
molecules larger than 30 kDa as observed on SDS-PAGE gel (Fig. 12b). While our
experimental design aimed to select only molecules smaller than 30 kDa, it is well known that
the ability of proteins to pass through a membrane pore with defined size depends on various
parameters, such as membrane surface hydrodynamics, centrifugal force pressure, membrane
resistance, porosity, and hydrophobicity, as well as protein interactions considering protein
shape (globular or non-globular), charge, and solvent dilution (Cui 2005; Erickson 2009;
Schratter 2004). Thus, these variable factors may explain the range of different sizes of proteins

found in PPP (Fig. S6).

Regardless of protein sizes, PPP’s biofilm inhibition activity was effective against both
tested S. aureus strains (Newman and 43300), corresponding to 83.4% and 80.1% of biofilm
inhibition, respectively, demonstrating effectiveness against the S. aureus species irrespective
of acquired resistant mechanisms, considering that 43300 is a multidrug-resistant strain
(MRSA). Furthermore, it is noteworthy that isolation steps, including size-filtration and protein
precipitation, usually result in a loss of active compound amount while increasing its specific
activity, as noted in studies purifying secreted proteins from Priestia or Bacillus spp. (Badoei-
Dalfard, Karami, and Ravan 2015; Ramachandran et al. 2014; Yu et al. 2019). This may explain
why PPP from Priestia sp. in the present study exhibited increased inhibition compared to its
initial crude extract, from 70% (crude extract) to 86.8% after ultrafiltration and finally 92%
(after protein precipitation) of biofilm suppression. The minimum biofilm inhibitory

concentration (MBIC) value of PPP was considered low (4.0 ug/mL) with high activity.

Furthermore, light microscopy confirmed the ability of MBIC concentration to disrupt
the biofilm of S. aureus Newman and 43300 strains. Meanwhile, 2x MBIC concentration was

required to effectively inhibit biofilm on spin-coating assay. This higher concentration of PPP



to coat the surface was likely due to its methodology design. In this case, molecules are
incorporated into a substrate by fast speed spin, promoting a thin-coated surface; however, its
effectiveness depends on coating speed, coated molecule size, and molecule-surface interaction,
for example (Butt and A. 2022). Regardless, the efficiency of our assay aligns with previous
reports that have also demonstrated the success of surface-coated metabolites from Priestia and
Bacillus in inhibiting biofilm formation by various microorganisms (Ceresa et al. 2016; Chopra
et al. 2015; Sayem et al. 2011). Finally, although PPP impairs biofilm structure, it is not able to
Kill bacterial free-living cells, as well as it was non-cytotoxic in vitro and in vivo, indicating an

absence of toxic effects (Table 1).

Conclusion

Partially purified proteins synthesised by Priestia sp., a marine sponge-associated
bacterium, containing metallopeptidase as a component, interfere with S. aureus biofilm
development, possibly by preventing initial bacterial adhesion to surfaces. The
metallopeptidase from the M28 family was identified as a major active component of PPP,
although further studies are required to confirm its role definitively. Ultimately, our findings
demonstrate the biotechnological potential application of biomolecules, particularly proteins,

from marine bacteria, contributing to the field of antivirulence therapy research.
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Supplementary Material

Tables

Table S1 Screening for antibiotic and antibiofilm activities of 10 kDa fractionated-crude extracts from marine
bacteria against Staphylococcus aureus cells and biofilm.

Bacteria Genus Effect over
strain (% similarity) S. aureus
(%inhibition)
202 Non-identified Antibiotic
(38%)
208 Priestia sp. Inhibition of
(99%) biofilm
(70%)
210 Non-identified NA
256 Bacillus. spp NA
(100%)
266 Stenotrophomonas Antibiotic
maltophilia (44%)
(98,6%)
BMPV 26 Non-identified NA
BMPV 40 Vibrio alginolyticus NA
(99%)
BMPV Mel Bacillus stratosphericus NA
(92%)

NA: non-active

Table S2 Identified secondary metabolite regions by Antismash server. The Antismash Protocluster Types
(T3PKS:Type Il Polyketide synthase; NI-siderophore: NRPS-independent; lucA/lucC-like siderophores
(siderophore prior to 7.0).

Region Type From To Most similar known cluster  Similarity
Region 12.1 Terpene 150,054 171,922 ND ND
Region 12.2 T3PKS 851,343 892,428 ND ND
Region 14.1 Terpene 885,377 906,195 surfactin 13%
Region 14.2 NI-siderophore 1,071,317 1,087,892 schizokinen 50%

Region 18.1 Terpene 20,544 41,392 carotenoid 50%




Table S3 Main identified proteins from searched Priestia megaterium sequences available at NCBI Reference
Sequence Database

Peptide Sequence Spectrum Description
Count
DVAEIVGTAIYDR 18 M28 family peptidase
NISLSHVLGAFILFCSFSFGFTGAIY 13 Hypothetical protein

Hypothetical protein
Endonuclease

NQQTEVEFIKEENKISFPDCSVLLK 9
TGTLTPYFSHPGIK 6
VSDGTAVLGLGNIGPEAALSVMEGKAVLFK 6 NAD-dependent malic enzyme
SEVIGMMSSEAFNLSVSNDMAGFIE 6 Carboxypeptidase M32
ELLASIHAIAKSDLRIVGGDLVEVAP 6 Agmatinase
QLLQONKVAAIVTLPKGFSHDIAHG 5 ABC transporter permease
EYLLLLIFAGFIILSIMLQWMK 5 Hypothetical protein
NEIYNAAVKGEVPR 5 YjgB family protein
TNALIAGDSFQVQGGVAVSGQLKPLFPFP 5 MBL fold metallo-hydrolase
EERLEHPAAILDNMLDWAAENNRIAE 5 UDP-glucose--hexose-1- phosphate
uridylyltransferase

Spectrum Count: total counted number of spectra identified peptide or protein.
Description: identified corelated protein
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Fig. S1 Priestia sp. genetic features. (a). Distribution of major protein-coding genes by RAST Server. The pie
chart represents the number of proteins annotated to each subsystem category. The bar indicates subsystem
coverage: the blue bar region is the percentage of proteins that could be annotated by RAST and the green bar
represents the proteins that were not annotated. (b) COG categories distribution, showing number of predicted

genes annotated in each category.
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Fig. S2 Minimum Biofilm Inhibitory Concentration Assay of PPP over S. aureus 43300 biofilm. Different
concentrations of PPP (ranging from 16.0 pg/mL to 0.0075 pg/mL) were incubated with S. aureus 43300 inoculum
for 24 h at 37°C to allow biofilm development in 96 well plates microplate. The biofilm was revealed by crystal
violet method, and quantification was measured by optical density (OD) at 570,m using spectrophotometry. The
control was considered 100% of biofilm growth. Data are presented as mean + SD from triplicate assays.
Statistically significant differences between concentrations were indicated by different letters. P<0.001 by one-

way ANOVA test with Tukey post hoc test.



Figure S3 Antibiotic assay. Agar-diffusion test to evaluate antimicrobial action of PPP produced by Priestia sp.
against S. aureus Newman. Bacterial inoculum was determined by ODsoo of 0.08-0.1, and it was inoculated onto
Muller-Hinton plates. 8.0 pg/mL of vancomycin (a) or 20.0 ug/mL of PPP (b) was added in three place spots to
allow interaction with microorganisms. The plates were incubated at 37°C for 24 h. The antibiotic represented

positive halo control.



S. aureus 43300

Figure S4 Bacterial biofilm viability. S. aureus 43300 (MRSA) active metabolism in biofilm was assessed by
MTT assay when incubated with PPP (20.0, 4.0 or 2.0 pg/mL). The error bars indicate the standard deviations of
replicate tests. Asterisks represent statistically significant differences (**** p<0,0001, One-way ANOVA with

Tukey’s post-test analysis), and control was considered 100% of cells viability.

Figure S5 Light microscopy of S. aureus 43300 biofilm. Microscopy technique (a, b and ¢) showing the
biofilm formation of S. aureus 43300 biofilm with or without PPP coincubation (a) at 4.0 pg/mL (b) and 8.0
pg/mL (c). Bacteria were grown for 24 h on a glass coverlip, stained with crystal violet, and observed under a

microscope at a magnification of 40x.



Figure S6 Tricine SDS-PAGE gel of PPP. Silver
stained SDS-PAGE of PPP, Lane-M: protein

marker; lane-PPP: 1mg/mL of PPP.
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O presente trabalho teve como objetivo identificar o potencial bioativo de metabdlitos
produzidos por bactérias associadas as esponjas marinha, coletadas na costa brasileira,
destacando sua capacidade em inibir a formagdo de biofilme de bactérias patogénicas,
utilizando como modelos Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas
aeruginosa. Essas bactérias sao espécies fortes formadoras de biofilme com uma importancia
clinica evidente, j& que estdo comumente correlacionadas com infec¢cBes nosocomiais e
resistentes (SANTAJIT; INDRAWATTANA, 2016).

A resisténcia bacteriana é atualmente uma questéo de satde publica, na qual um grande
nimero de bactérias patogénicas, que apresentam diversos fatores de viruléncia, tem
desenvolvido mecanismos de resisténcia devido, especialmente, ao uso incorreto e
indiscriminado de antibidticos, o que estimula a pressdo seletiva positiva, eliminando os
microrganismos mais sensiveis e permitindo a sobrevida dos mais resistentes via aquisicao de
genes resisténcia e mutacdo espontanea (VENTOLA, 2015). Essa situacdo estimulou o
desenvolvimento de pesquisas cientificas voltadas para a busca de novas moléculas antibioticas
efetivas contra esses microrganismos, incluindo S. aureus e P. aeruginosa (ASOKAN;
RAMADHAN; AHMED; SANAD, 2019; TACCONELLI; CARRARA; SAVOLDI,
HARBARTH et al., 2018).

Apesar da resisténcia a antibioticos e fatores de viruléncia terem conceitos diferentes,
sendo que a viruléncia relaciona-se com a habilidade natural de invadir, colonizar e sobreviver
no hospedeiro, enquanto a resisténcia emerge da interagdo com antibidticos, ndo sao
caracteristicas independentes, ja que ambos atuam em conjunto visando o desenvolvimento e
manutencdo da infeccdo (CEPAS; SOTO, 2020). Nesse contexto, a terapia antiviruléncia
apresenta-se como uma alternativa promissora para ajudar a combater infeccdes resistentes,
pois ela visa atuar sobre os fatores de viruléncia bacterianos, enfraquecendo esses

microrganismos e atenuando sua patogenicidade, deixando-0s mais suscetiveis a agdo do
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sistema imune do hospedeiro e aos proprios antibidticos (SILVA; ZIMMER; MACEDO;
TRENTIN, 2016). Ainda, o ambiente marinho, destacando-se 0s microrganismos marinhos,
especialmente bactérias, sdo fontes promissoras de producdo de novas moléculas com
propriedades antimicrobianas por possuirem caracteristicas bioquimicas, moleculares e
fisiologicas diversificadas devido ao ambiente adverso, rico em sal, com altas pressdes e baixas
temperaturas, diferentes das bactérias terrestres (AMEEN; ALNADHARI; AL-HOMAIDAN,
2021; ROMANO; COSTANTINI; SANSONE; LAURITANO et al., 2017).

Microrganismos associados as esponjas marinhas sobrevivem em um ambiente pobre
em nutrientes e desfavoravel, o que estimula a produ¢do de uma variedade de metabolitos para
resistir a essas condi¢cbes (ANTENEH; YANG; BROWN; FRANCO, 2021). Dentre esses
compostos, ja foram identificadas moléculas capazes de inibir o biofilme de Staphylococcus
spp. (BALASUBRAMANIAN; OTHMAN; KAMPIK; STOPPER et al., 2017; NUNES;
ROSA; CANELLAS; ROMANOS et al.,, 2021; SCOPEL; ABRAHAM; HENRIQUES;
MACEDO, 2013).

Com base nessas informacgdes, o presente estudo buscou, inicialmente, identificar
metabolitos secundarios produzidos por bactérias isoladas de esponjas marinhas, isto €,
moléculas de baixo peso molecular com bioatividade contra biofilme, avaliando de forma
concomitante atividades antibidticas. Entretanto, posteriormente, foram percebidas atividades
antibiofilme de moléculas maiores, como enzimas, 0 que redirecionou o objetivo do trabalho,
generalizando o termo para “metabdlitos”.

Apos realizar um rastreamento com esses metabdlitos, como descrito no capitulo I,
confirmou-se o potencial bioativo desses compostos, pois foram identificadas atividades
antibioticas contra S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa, com destaque para a potente
inibicdo de biofilme — sem afetar o crescimento - promovida por proteinas produzidas pelo

isolado 208, identificado como Priestia sp (previamente conhecido como Bacillus spp.). Além
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disso, a bactéria 208 e a 266 também foram capazes de erradicar biofilme maduro de S. aureus,
ou seja, desorganizar a estrutura de EPS ja estabelecida e dispersar o biofilme (ROY; TIWARI;
DONELLI; TIWARI, 2018). Um esquema geral dos resultados e dados gerados pela presente

tese estdo apresentados na Figura 9.
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Figura 9. Resumo dos resultados obtidos na presente tese. (I) rastreamento de bioatividade de moléculas
produzidas por bactérias associadas as esponjas marinhas. (A) Uma sec¢do em esponja marinha da costa brasileira
foi realizada e coletada; (B) Diferentes coldnias bacterianas constituintes da biomassa da esponja marinha foram
isoladas em laboratério; (C) Estimulou-se a producéo de metabdlitos de oito bactérias, que foram posteriormente
testados para atividades antibidticas e antiformacéao de biofilme contra cepas de bactérias patogénicas, sendo ela
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Pseudomonas aeruginosa. (D) Bactéria nimero 256
(Bacillus sp.) apresentou atividade antimicrobiana contra S. epidermidis (ATCC 35984); (E) Bactérias BMPV40
(Vibrio alginolyticus) e BMPV Mel (Bacillus stratosphericus) foram efetivas contra P. aeruginosa (ATCC 27853),
inibindo o seu crescimento; (F) Bactérias 202 (ndo identificada) e 266 (Stenotrophomonas maltophilia) inibiram
o crescimento de S. aureus (ATCC 25904); (G) Bactéria 208 (Priestia sp.) foi a Unica célula bacteriana que
produziu moléculas capazes de inibir o biofilme bacteriano sem afetar seu crescimento, sendo efetivo contra a cepa
de S. aureus. Bactérias 208 e 266 também foram efetivos em erradicar biofilme maduro de S. aureus. (1) Etapas
do desenvolvimento do biofilme de S. aureus no qual as moléculas com bioatividade identificadas por esse estudo,
incluindo uma metalopeptidase, atuaram sobre, sendo elas inibicdo da adesdo (compostos da bactéria 208) e
estimulagdo da dispersdo (compostos das bactérias 208 e 266).
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Pelo fato de cerca de 80% das infecgGes envolverem a presenca do biofilme, interferir
em alguma etapa de formacdo dessa estrutura parece ser uma opcdo efetiva para reduzir a
cronicidade de infecgOes bacterianas, sendo considerados alvos promissores para a
antiviruléncia. Dentre as possibilidades de ac¢do estdo: inibir a formacao inicial por interferir na
adesdo; desfazer biofilme maduro e estimular a dispersao celular; afetar a comunicagao célula-
célula (QS) via bloqueio da producédo de sinal, degradando a molécula sinal ou rompendo 0s
receptores do sinal (ANSARI; ABRAHAM; MASSARO; MURPHY et al., 2017; HENTZER,;
GIVSKOV, 2003; MUHLEN; DERSCH, 2016).

O presente estudo encontrou compostos marinhos com atuacdo sobre o inicio da
formacgdo do biofilme de S. aureus, evitando o desenvolvimento das etapas estruturais
subsequentes, e sobre a arquitetura do biofilme maduro, possivelmente dispondo sobre os
componentes da matriz como alvo, estimulando sua dispersédo (Figura 9). A PPP (partial-
purified-protein) produzida pela bactéria 208 (Priestia sp.) evitou a formacdo do biofilme
devido a acdo de proteinas, incluindo uma metaloprotease, hipoteticamente através de sua
interacdo com estruturas da superficie de S. aureus, inibindo a adesao inicial a superficie.

A possivel aplicacdo clinica de moléculas ativas com a mesma atividade da PPP
direciona-se para o recobrimento de dispositivos médicos, como ja realizado com a adicao de
antibiéticos minociclina e rifampicina em cateteres venoso central, que significativamente
reduziu a incidéncia de quadros de bacteremia causada por S. aureus em uma Unidade de
Terapia Intensiva (UTI) (CHUNG; TOH, 2014; RAMOS; REITZEL; JIANG; HACHEM et al.,
2011), com peptideo antimicrobiano (AMP) sintético em cateteres urinarios testado em ratos
(MONTEIRO; COSTA,; PIRTTILA; TEJESVI et al., 2019) e com peptideos naturais, como o
CSP37, produzido pela pimenta vermelha Capsicum baccatum, capaz de inibir biofilme de S.
epidermidis em superficies recobertas com a molécula (BOROWSKI; BARROS; DA SILVA,;

LOPES et al., 2020).
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As atividades de erradicacdo de biofilme pré-formado de S. aureus também foram
observadas pelos extratos brutos teoricamente menores que 10 kDa das bactérias 208 e 266.
Agentes que interferem na estrutura madura do biofilme apresentam um grande potencial para
tratar infecgOes vinculadas & presenca dessa forma de vida bacteriana e sdo alvo de varios
estudos de grupos de pesquisa. A degradacao de componentes do biofilme é uma forma efetiva
de enfraquecé-lo e desmonta-lo (CHUNG; TOH, 2014), assim como mata-lo ou induzir a
motilidade celular das bactérias através da interferéncia no QS (CHUNG; POPOVA; MILLIS;
MUKHERJEE et al., 2006; RENDUELES; KAPLAN; GHIGO, 2013).

Proteinas e peptideos presentes na matriz (EPS) s&o possiveis alvos para estimular essa
dispersdo do biofilme, j& que o proprio Staphylococcus spp. secreta proteases extracelulares
como serino-protease SpIABCDEF, SspA (V8) e metaloprotease Aur (do inglés, aureolysin),
com expressdes reguladas pelo sistema Agr (regulador gene acessoério), que atuam realizando a
clivagem proteica e desprendimento do biofilme maduro (KRANJEC; MORALES ANGELES;
TORRISSEN MARLI; FERNANDEZ et al., 2021). Portanto, proteases sio capazes de desfazer
o biofilme maduro de S. aureus e podem ser alvo de pesquisas cientificas com aplicacdo na area
da terapia antiviruléncia.

Contudo, apesar de o extrato bruto da fermentacdo produzido pela bactéria 208 ter
induzido a atividade de erradicacdo, assim como 0s compostos da bactéria 266, a (s) molécula
(s) responsavel (is) por isso sdo desconhecidas, visto que a atividade foi observada com uma
mistura complexa de metabolitos produzido por ambas as cepas. Da mesma forma, também néo
é possivel afirmar que a substancia secretada por Priestia sp. (208), responsavel pela
antiformacéo do biofilme, € a mesma molécula que erradicou, apesar de isso ser considerado
uma hipotese. De qualquer forma, os dois alvos terapéuticos — formacéo e erradicacdo - sdo

efetivos no enfraguecimento de viruléncia bacteriana.
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As espécies do género Priestia spp. previamente eram identificados como Bacillus spp,
contudo, o género Bacillus spp. recentemente, no ano de 2020, sofreu uma reclassificacao, pois
abrangia mais de 280 espécies, sendo que seus diferentes membros ndo apresentavam um
ancestral comum e compartilhavam poucas caracteristicas. Esse agrupamento de espécies
distintas provavelmente ocorreu, pois, antigamente, o critério que permitia a inclusdo de uma
bactéria no género Bacillus era ter a capacidade de produzir esporos na presenca de oxigénio.
Apos essa reavaliacdo gendmica e filogenética, 148 espécies de Bacillus spp. foram realocadas
em 6 novos géneros e 11 j& existentes. Nesse contexto, o nd evolutivo denominado
“megaterium”, que inclui Bacillus megaterium, B. aryabhattai, B. flexus, B. koreensis, B.
abyssalis, B. endophyticus e B. filamentosus, agora compdem 0 novo género denominado
Priestia spp. Além desses, 5 espécies que ainda ndo apresentam o genoma sequenciado (B.
paraflexus, B. gingshengii, B. taiwanensis, B. pseudoflexus e B. zanthoxyli), sdo indicados a
fazer parte desse grupo que compartilha, de forma exclusiva, 2 sequéncias conservadas na
proteina oligoribonuclease NrnB (GUPTA; PATEL; SAINI; CHEN, 2020).

Portanto, os atuais Bacillus e Priestia spp. pertencem ao filo Firmicutes e comumente
compdem a microbiota de esponjas marinhas. Podem apresentar uma prevaléncia que varia em
média de 15-20% entre os isolados bacterianos, considerando que essa popula¢do microbiana
varia entre esponjas. Além disso, apresentam-se como géneros prevalentes na producdo de
compostos ativos com acao antimicrobiana (BIBI; YASIR; AL-SOFYANI; NASEER et al.,
2020; DAT; CUC; CUONG; SMIDT et al., 2021; FLEMER; KENNEDY; MARGASSERY;
MORRISSEY et al., 2012; LEE; WONG; QIAN, 2009).

Priestia megaterium € um bacilo Gram-positivo descoberto em 1884, encontrado em
diversos ambientes, incluindo alimentos, &gua do mar, cavidade oral de humanos, plantas e
solo, indicando um alto nivel de adaptacdo metabolica decorrente dos variaveis habitats que

reside (BIEDENDIECK; KNUUTI; MOORE; JAHN, 2021). Ha poucos estudos na literatura
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descrevendo a fungdo dos metabdlitos produzidos por P. megaterium com agao antimicrobiana,
sendo que a maioria descreve como alvo patdgenos de plantas, sendo P. megaterium
considerado um bom agente de biocontrole por ser efetivo contra fitopatégenos (CHEN; CHEN,
2010; KONG; SHAN; LIU; WANG et al., 2010; XIE; PENG; JI; XIE et al., 2021). Entretanto,
um estudo no qual uma cepa de P. megaterium foi isolada da microflora oral de voluntérios,
detectou-se a producdo de um peptideo ciclico pela bactéria, que apresentou atividade
antibidtica contra diversos patdgenos clinicos, como Micrococcus luteus, Salmonella
typhi, Escherichia coli, P. aeruginosaeS. aureus (AL-THUBIANI; MAHER; FATHI;
ABOUREHAB et al., 2018). Considerando que a bactéria 208 provavelmente ¢ uma cepa da
espécie P. megaterium, o metabdlito ativo produzido por ela, com capacidade de inibir biofilme,
parece ser uma novidade na literatura.

De qualquer forma, Bacillus spp. sdo conhecidos por sua alta capacidade de produzir
metabolitos bioativos, no qual ja foram identificados bacteriocinas, lipopetideos, toxinas,
sideroforos, peptideos, alcaldides, compostos fendlicos, pigmentos, macrolactin e outros, sendo
que a grande maioria desses compostos apresentaram atividade antimicrobiana (ORTIZ;
SANSINENEA, 2019). Bacillus spp. isolados a partir do ambiente marinho também ja
mostraram-se efetivos nessa producdo, encontrando-se alcaloides de Bacillus licheniformis
(DEVI; WAHIDULLAH; RODRIGUES; SOUZA, 2010), amidinas de Bacillus pumilus
(ZHOU; HU; MENG; QU et al., 2018), ciclodepsipeptideo de Bacillus silvestris (PETTIT,;
KNIGHT; HERALD; PETTIT et al., 2009), compostos fendlicos (amicoumacins) e lactonas
(macrolactins ) de Bacillus subtilis (LI1; XU; LIU; HAN et al., 2012; TAREQ; KIM; LEE; LEE
et al., 2013) e pirrol (composto organico aromatico heterociclico) de Bacillus tequilensis
(KIRAN; SAJAYAN; GOPAL PRIYADHARSHINI; BALAKRISHNAN et al., 2021). Todos
os exemplos citados acima apresentaram atividade contra bactérias Gram-positivas, Gram-

negativas e/ou fungos.
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Ja foi relatado também a capacidade de Bacillus spp. isolados do ambiente marinho em
produzirem moléculas com potencial de inibigdo de biofilme de bactérias e fungos patogénicos.
Nesse contexto, foram identificadas moléculas como lipopeptideo produzido por Bacillus
amyloliquefaciens atuando sobre o biofilme de P. aeruginosa (SONG; WANG; WANG,; LIU
et al., 2016), polissacarideo de Bacillus licheniformis inibindo biofilme de E. coli, P.
fluorescens, Salmonella typhimurium, S. aureus e S. epidermidis (SAYEM; MANZO;
CIAVATTA; TRAMICE et al., 2011), fenol e furano -produzidos por B. subtilis- efetivos
contra Streptococcus pyogenes e Candida albicans, respectivamente (SUBRAMENIUM;
SWETHA; IYER; BALAMURUGAN et al., 2018; VISZWAPRIYA; PRITHIKA; DEEBIKA,;
BALAMURUGAN et al., 2016), além de proteinas sintetizadas por B. cereus e B.licheniformis
atuando sobre Gram-positivas e Gram-negativas (DUSANE; DAMARE; NANCHARAIAH,;
RAMAIAH et al., 2013; VAIKUNDAMOORTHY; RAJENDRAN; SELVARAJU;
MOORTHY et al., 2018).

Dentre os trabalhos descritos na literatura, o estudo realizado por VISZWAPRIYA et
al. (2016) relatou o potencial da enzima amilase produzida por B. cereus, que foi isolado de
amostra de agua marinha profunda do estado de Goa, na india, em inibir o biofilme de P.
aeruginosa e S. aureus. Em concordancia, a presente tese relatou atividade antiformacao de
biofilme por pelo menos uma aminopeptidase, possivelmente pertencente a familia M28,
produzida por uma bactéria marinha do género Priestia sp., também efetiva contra S. aureus.
Ambos os estudos reforcam tanto o potencial biotecnolédgico de bactérias marinhas em sintetizar
metabdlitos com acdo contra patdgenos bacterianos, mais especificamente antiviruléncia,
guanto a de enzimas em serem agentes antibiofilme.

Entretanto, enquanto a amilase parece atuar enfraquecendo proteinas, carboidratos e
lipideos que compdem a matriz extracelular, degradando-os (KALPANA; AARTHY;

PANDIAN, 2012; VAIKUNDAMOORTHY; RAJENDRAN; SELVARAJU; MOORTHY et
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al., 2018), as hipoteses de mecanismos de atuacdo de proteases contra biofilme de S. aureus
incluem: atuacdo sobre proteinas de adesdo célula-célula e de interagdo com as superficies,
impedindo a adesdo inicial e evitando a primeira etapa de desenvolvimento do biofilme
(CAROTHERS; LIANG; MAYFIELD; DONAHUE et al., 2020); atuagdo no quorum-sensing,
por acédo positiva sobre o gene regulador agr em sistemas independentes de ica, que estimula
producdo de proteases estreptococicas e consequentemente a dispersdo de biofilme (BOLES;
HORSWILL, 2008; PARK; LEE; CHO; HERZBERG et al., 2012; PARK; LEE; KIM; LEE et
al., 2012); atuando sobre componentes da matriz extracelular como PNAG (poli-n-
acetilglucosamina), principal constituinte do biofilme de S. aureus (juntamente com acido
teicdico) (CHAIGNON; SADOVSKAYA; RAGUNAH; RAMASUBBU et al., 2007). A
variedade desses diferentes mecanismos ja descritos pode ser decorrente dos diferentes tipos de
protease e da heterogeneidade da matriz do biofilme entre as cepas bacterianas.

Papa et al., (2013) descreveu a atividade -contra o biofilme de S. aureus, sem interferir
no crescimento bacteriano - de uma peptidase isolada de Serratia marcescens
(serratiopeptidase- SPEP), uma metaloproteina extracelular que apresenta um dominio
catalitico dependente de zinco para a atividade proteolitica, de forma similar a peptidase da
familia M28. O estudo sugeriu que a SPEP afeta o biofilme através da remocéo ou regulagéo
negativa de proteinas de superficie especificas bacterianas (PAPA; ARTINI; CELLINI;
TILOTTA et al., 2013). Papa et al também confirmou a acdo proteolitica da enzima proteinase
K sobre proteinas de superficie/adesdo de estafilococos, concordando com estudos prévios,
reforcando o mecanismo de atuacao dessa serino-protease (KUMAR SHUKLA; RAO, 2013;
PAPA; ARTINI; CELLINI; TILOTTA et al., 2013). Esses dados possibilitam hipotetizar que
a aminopeptidase descrita no presente estudo possa também interagir com estruturas da

superficie de S. aureus.
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Metaloproteases sdo um grupo de diversas enzimas proteoliticas distribuidas em
familias de M1 até M91, cada uma representando um conjunto de proteases homdlogas.
Geralmente suas atividades sdo mediadas por ions, sendo 0 zinco 0 mais comum, responsaveis
por auxiliar a ligagdo da agua na formacdo da ligacdo peptidica (HECHT; WYTIAZ; AST,;
SCHULDINER et al., 2013). Na literatura, ja foi reportado que Acanthamoeba spp. secreta
aminopeptidase da familia M28 capaz de degradar proteinas do sistema imune inato (sistema
complemento) de humanos (HUANG; CHANG; SHIH; LIN et al., 2019). Um membro dessa
familia também j& foi caracterizada em Saccharomyces cerevisiae (HECHT; WYTIAZ; AST,;
SCHULDINER et al., 2013), assim como uma peptidase extracelular produzida por P.
aeruginosa que possivelmente é um novo membro da mesma familia (CAHAN; AXELRAD;
SAFRIN; OHMAN et al., 2001). Além disso, também ja foi identificada uma aminopeptidase
(BSAP) de Bacillus subtilis, codificado pelo gene ywaD, pertencente a familia M28
(FUNDOIANO-HERSHCOVITZ; RABINOVITCH; SHULAMI; REILAND et al., 2005;
GAQO; LIU; CUI; ZHOU et al., 2014).

Nesse estudo de Fundoiano-Hershcovitz et al. (2005), o produto do gene ywad de B.
subtilis foi classificado como metalopeptidase M28, no qual sua atividade catalitica foi
confirmada incubando a enzima com diversos inibidores. Desses, observou-se que apenas
EDTA e 1,10-fenantrolina afetaram a atividade da enzima, sendo insensivel a PMSF (inibidor
de serino-protease) e pepstatina (inibidor de proteases asparticas), indicando a necessidade de
ter pelo menos um ion metal para sua funcionalidade. Esse resultado concorda com o observado
no capitulo 11 dessa tese, no qual a enzima ativa perdeu atividade também na presenca dos
mesmos dois inibidores e tem afinidade pelo ion zinco. Portanto, o presente estudo relata, pela
primeira vez na literatura, a possibilidade de ao menos uma aminopeptidase sintetizada por

Priestia sp., possivelmente pertencente a familia M28, apresentar potencial para inibir a
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formacdo de biofilme de cepas sensiveis e multirresistentes de S. aureus, podendo contribuir

para a area de estudo da terapia antiviruléncia.
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5. CONCLUSOES GERAIS
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Os resultados obtidos na presente tese reforcam o potencial biotecnoldgico de moléculas
produzidas por microrganismos marinhos, destacando a bioatividade de metabdlitos secretados
por bactérias associadas as esponjas marinhas. O ambiente marinho estimula seus habitantes a
produzirem moléculas quimicamente diversas comparado com organismos terrestres, que lhes
conferem vantagens adaptativas, o que pode ser amplamente explorado pela industria
farmacéutica.

As bactérias marinhas como espécies do género Bacillus e Priestia spp. sdo ricas fontes
de compostos ativos, no qual j& foram identificados alguns com potencial antimicrobiano e
antiviruléncia. O presente estudo reforgou essas a¢cdes mostrando a atividade de metabdlitos
marinhos de origem bacteriana em inibir o crescimento e/ou o biofilme de espécies de
Staphylococcus spp e P. aeruginosa, bactérias de importancia clinica e muito relacionadas com
infeccOes nosocomiais e resistentes.

Além disso, enzimas extracelulares com atividade proteolitica de origem bacteriana
podem ser uma interessante linha de investigacéo para sua aplicacao na terapia antiviruléncia,
ja que claramente sua atividade pode afetar a estrutura do biofilme de bactérias patogénicas.
Portanto, podem ser exploradas como uma alternativa para enfraquecer bactérias tolerantes,
deixando-as suscetiveis a acdo do sistema imune do hospedeiro e antibioticos, contribuindo,
assim, para reverter o quadro mundial de agravamento de infecgdes cronicas.

Como perspectivas desse trabalho, objetiva-se isolar a enzima proteolitica bioativa
através de cromatografias de troca ibnica e gel filtracdo e caracteriza-la de forma mais
detalhada, avaliando estabilidade frente a diferentes temperaturas e pH, além de testar a
atividade frente a presenca de substratos especificos para proteases e sua capacidade de romper
biofilme formado. Posteriormente, sintetizar peptideos sintéticos baseados nas sequéncias de

sitios cataliticos da enzima, a fim de otimizar a atividade para uso na industria farmacéutica.
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Apéndice destinado para a descri¢cdo de métodos experimentais realizados ao longo do
periodo de doutorado (2017-2021) que nédo foram incluidos nos capitulos | e Il. A ordem desses

experimentos (destacados em vermelho) segue a linha do tempo exibida abaixo.

Precipitacdo  Cromatografia Cromatografias

proteica coluna C18  sistema AKTA

Inicio do
doutorado
Rastreamento  |dentificacdo de Foco no extrato Final do

2017 extratos ativos da bactéria 208 doutorado
bacterianos 218 2021
2017-2018
T_este de " Gel filtracdo
coincubacio :

Extragdo organica

1. SISTEMA DE COINCUBACAO

Pelo fato de o extrato bruto (menor do que 10 kDa) da bactéria BMPV 40 (identificada
como Vibrio alginolyticus) ter apresentado atividade antibidtica significativa contra P.
aeruginosa, com uma inibicao de 40% no seu crescimento, durante a etapa de rastreamento de
moléculas, realizou-se a coincubacdo da BMPV 40 com a presenca de P. aeruginosa (PA) morta
por calor (heat killed, HK) exposta a uma temperatura de 60° C por 30 min, visando estimular
mais a produgdo de metabolitos da bactéria marinha contra essa cepa patogénica. A técnica de
coincubacéo ja foi relatada como um dos mais eficazes métodos para estimular a producao de
metabdlitos secundarios, ja que essas moléculas sdo produzidas como mecanismo de defesa
contra outros microrganismos, estimulando também a producao de compostos novos ou raros,
ndo encontrados em cultivos puros. Além disso, essa producdo pode ser direcionada quando

incubados com patdgenos alvo (KIM; LEE; HWANG; KIM et al., 2021).
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Para isso, foi realizado um teste piloto no qual adicionou-se em um Erlenmeyer: 90 mL
de meio marinho liquido, 9 mL de indculo bacteriano da BMPV (OD +0,500,m) em salina e 1
mL de P. aeruginosa morta por calos (PA HK), com uma OD de £0,150. O sistema foi incubado
em shaker (150 rpm) a 28° C por 24 h. Nenhum indculo bacteriano foi adicionado na condigao
controle e uma terceira condi¢do sem a presenca de PA HK (apenas com BMPV 40) também
foi inoculada. Apo6s, centrifugou-se os fermentados (10.000 rpm por 40 min a 4° C). O filtrado
bruto foi entdo fracionado com o auxilio de um ultrafiltro de 10 kDa, e os compostos que
passaram pelo o filtro foram utilizados para o teste de antiformacéo de biofilme contra P.
aeruginosa atraves da técnica de cristal violeta como descrito previamente. A coincubagéo de
BMPV 40 com PA HK néo estimulou o aumento da atividade antibidtica contra a bactéria

Gram-negativa (Figura A), resultando no abandono da metodologia.
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Figura A: Coincubacéo entre BMPV 40 e Pseudomonas aeruginosa morta por calor (heat-killed - HK) e a acéo
antibidtica de metabolitos secundarios produzidos por essa bactéria marinha contra P. aeruginosa. BMPV 40 foi
fermentado com a presenca ou auséncia de P. aeruginosa morta por calor (PA HK) por 24 h a 28° C e 150 rpm.
Controle com salina foi considerado 100% de crescimento bacteriano. As barras pretas representam o desvio
padrdo (xDP) das replicatas biologicas. As diferentes letras representam diferencas estatisticas significativas
(p<0,0001) através do teste one-way ANOVA e pos-teste de Dunnett.
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2. EXTRACAO

A extracdo com acetato de etila do fermentado bruto de 72 h produzido pela bactéria
marinha BMPV Mel (Bacillus stratosphericus) foi realizado com o objetivo de separar os
compostos em duas fragdes: aquosa e organica. Essa metodologia seguiu o protocolo j& descrito
por Wu et al., (2014) com modificagbes (WU; OESKER; WIESE; SCHMALJOHANN et al.,
2014). Para isso, a bactéria marinha (100 mL em meio marinho) foi fermentada por 72 horas a
28° C e 150 rpm. 50 mL do extrato bruto foi misturado com 50 mL de acetato de etila absoluto
(proporgéo 1:1) e as fases aquosa e organica foram separadas. O composto organico foi entdo
evaporado e a amostra resultante posteriormente liofilizada. A fracdo aquosa também foi
liofilizada e ambas fraces (0,1 mg/mL) foram testadas para atividade antibiética contra P.

aeruginosa. Nenhuma fracéo apresentou atividade (dados ndo mostrados).

3. CROMATOGRAFIA GEL FILTRAQAO
Fermentado de 24 h da Bactéria 208 (Priestia sp.), apés ser filtrado com ultrafiltro de
10 kDa (Millipore), foi fracionado através de cromatografia de gel-filtragdo com a coluna
Sephadex G-10 (GE Healthcare), utilizada para purificar peptideos. Foram adicionados 800 uL
de filtrado (70 pg/mL) na coluna. 24 fragdes de 2 mL cada foram coletadas e testadas para
atividade de inibicdo do biofilme de S. aureus Newman. Nenhuma fragdo apresentou uma
atividade evidente, visto que a fracdo 16 (com maior atividade) diminuiu apenas 15% da

estrutura analisada (Figura B).
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Figura B: Teste de antiformacdo de biofilme contra S. aureus com fragdes oriundas de cromatografia de gel-
filtracdo. Extrato menor que 10 kDa do fermentado 24 h da bactéria 208 (Bac 208) teve atividade antiformacéao de
biofilme testada contra S. aureus Newman apoés ser fracionado por uma coluna Sephadex G-10 de gel filtragéo.
Amostra foi substituida por salina na condicédo controle. Apenas uma replicata técnica e bioldgica foi realizada.

Entretanto, optou-se por juntar as fragcdes que apresentaram uma leve atividade e realizar
0 teste de antiformac&o de biofilme novamente. Dessa forma, as seguintes fraces foram unidas:
a) fragdes 1, 2 e 3 (denominada Fracdo 1); b) fracdes 13, 14, 15 (denominada fragéo 2) e c) 16;
fragbes 17, 18e 19 (denominada fracdo 3). N&o foi detectado qualquer tipo de bioatividade

contra S. aureus Newman (Figura C).
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Figura C: Fragdes 1, 2 e 3 oriundas de cromatografia de gel filtracdo contra biofilme de S. aureus. Extrato menor
que 10 kDa do fermentado 24 h da bactéria 208 (Bac 208) foi separado com uma coluna Sephadex G-10 de gel
filtracdo, gerando 24 fracBes. Dessas, uniu-se as fracdes 1, 2 e 3, (denominada Fracdo 1); 13, 14, 15 e 16
(denominada Fracdo 2); 17, 18 e 19 (denominada Fracdo 3). O teste foi realizado em triplicata bioldgica (barras
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pretas representam o desvio padrédo) e analisado estatisticamente através do teste de one-way ANOVA com pds-
teste de Tukey. Controle com salina foi considerado 100% de crescimento de biofilme e o antibidtico utilizado
como controle antimicrobiano foi a vancomicina (8 pg/mL).

4. PRECIPITACAO PROTEICA

Apdbs a constatacdo de que o composto ativo produzido pelo extrato da bactéria 208
tinha origem proteica, dois protocolos de precipitacdo de proteina foram testados: precipitacao
com acido tricloroacético (TCA 10%) e com sulfato de amonio (salting-out) com saturacédo
inicial de 80%. A precipitacdo com sulfato de amdnio mostrou-se mais eficaz devido a evidente
banda proteica em destaque no gel de Tri-Tricina SDS, desenvolvido segundo protocolo de
SCHAGGER (2006) (Figura DI), além de possibilitar a realizacdo de testes bioldgicos apos a
precipitacdo, diferentemente do TCA 10%, que cliva ligacdes de hidrogénio desfazendo a
estrutura secundaria da proteina, ou seja, desnaturando-a (KOONTZ, 2014).

Posteriormente, testou-se diferentes saturagcbes com o sal (20, 40, 60 e 80%) para
averiguar qual a melhor quantidade de sulfato de amonio para precipitar a proteina ativa - de
acordo com a metodologia previamente descrita por DUONG-LY; GABELLI (2014) -, e
concluiu-se que a saturacao ideal era de 60%, visto que uma forte atividade antiformacéo contra
S. aureus foi observada (Figura DII). Além disso, a saturacdo 80% apresentou uma solubilidade

reduzida.
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Figura D: Precipitagdo de proteinas oriundas do extrato parcialmente fracionado de Priestia sp (bactéria 208). (a)
Extrato bruto da bactéria marinha 208 teve suas proteinas precipitadas através do uso de acido tricloroacético
(10%) e sulfato de amdnio (saturagdo de 80%); (b) Formacao de biofilme de S. aureus apds a incubagdo com
proteinas do extrato da bactéria marinha 208 precipitadas (60% saturagdo com sulfato de aménio) e dessalinizadas.
O teste de quantificacdo da formacdo do biofilme foi realizado em duplicata biol6gica (barras pretas indicam o
desvio padrdo) e analisado estatisticamente através do teste de teste t Student (**** p<0,0001). Controle com
salina foi considerado 100% de crescimento de biofilme e o antibidtico utilizado como controle antimicrobiano
foi a vancomicina (8 pg/mL). M: marcador de passo padrao.

Apos o desenvolvimento de um protocolo padrdo para isolar parcialmente a proteina
ativa, no qual incluiu: (a) fracionamento com ultrafiltros (30 e 10 kDa), (b) precipitacdo com
60% de saturacdo com sulfato de aménio, (c) dessalinizagdo com membrana semipermeéavel
(Pur-A-Lyzer Midi 6000 Dialysis Kit, Sigma) e (d) quantificacdo de proteina por kit BCA
Protein Assay (Pierce), a amostra passou a ser denominada de partial purified protein (PPP). A
partir dessa amostra, realizou-se um gel de Tricina SDS-PAGE (concentracdo proteica de 1
mg/mL) que foi corado com Coomassie blue ou nitrato de prata. O padrdo de bandas proteicas
foi mais evidente quando corado com nitrato de prata, comparado com a coloracdo de

Coomassie blue (Figura E).
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Figura E: Padrdo proteico referente ao extrato da bactéria 208 (tamanho entre 30 e 10 kDa) ap0s precipitagdo com
60% de saturagdo de sulfato de aménio. (1) proteinas coradas com Coomassie blue; (1) bandas coradas com nitrato
de prata. M: marcador de peso padréo; 208: extrato amostral.

5. CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA

Apos verificar a presenca de muitas proteinas no gel, diversas cromatografias foram
realizadas a fim de isolar a proteina bioativa. Primeiro, cartuchos de coluna C18 Sep-Pak
(Waters) de 5 mL — constituida de silica de fase reversa hidrofobica- foram carregados com 132
pg/mL de PPP e concentragdes crescentes de metanol absoluto (5, 10, 15, 20, 30, 50, 70, 85,
100%) e 100% de acetonitrila foram utilizados para eluir as proteinas da coluna. Foram geradas
10 fragdes de 1 mL cada, sendo que o solvente orgénico foi evaporado e as amostras diluidas
em &gua deionizada para posterior teste de formagdo de biofilme. Nenhuma atividade foi

detectada nas fracOes analisadas (Figura F).
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Figura F: Formacdo de biofilme de S. aureus apds incubacdo com fracdes oriundas do cartucho C18 de fase
reversa. O teste de formacéo de biofilme foi realizado em triplicata bioldgica e analisado estatisticamente através
do teste de one-way ANOVA. As barras pretas representam o desvio padrdo (£DP) entre as replicatas. Controle
com salina representa 100% de biofilme formado e o antibidtico utilizado como controle antibidtico foi a
vancomicina (8 pg/mL).

6. AKTA

Através da utilizacdo do sistema automatizado de cromatografia (AKTA Start),
conectou-se uma coluna de gel filtragdo (HiPrep 16/60 Sephacryl S-100, 120 mL) e injetou-se
1 mL de PPP (585,7 pg/mL) com PBS 10 mM pH 7,0 como eluente. 98 fragdes de 1 mL foram
coletadas e todas elas testadas no ensaio com cristal violeta. Do total, 25 fragGes apresentaram
acao de antiformacdo do biofilme de S. aureus Newman, entretanto 0 maximo de atividade
identificada foi 30% de inibicdo distribuida em diversas fraces (dado ndo mostrado), o que foi
considerado uma baixa atividade comparada com o potencial previamente detectados de 92%
de inibicdo apenas com a precipitacdo proteica. Esse resultado possivelmente se deve a uma
alta diluicdo amostral propiciada por essa metodologia.

Portanto, optou-se por realizar uma cromatografia de troca ionica. A coluna de escolha
inicialmente foi uma catibnica HiTrap SP-Sepharose 5 mL (GE Healthcare), no qual foi

carregada com 210 pg/mL de PPP. 56 fracdes de 1 mL foram geradas e testadas quanto a sua
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capacidade de inibir biofilme de S. aureus. N&o houve atividade das fragdes ligadas a coluna
(dado ndo mostrado).

Em seguida, substituiu-se a coluna cromatografica por uma anidnica HiTrap Q-
Sepharose 5 mL (GE Healthcare). Adicionou-se 114,86 pg/mL de PPP na coluna, e utilizou-se
como tampdes para eluicdo o tampdo A &cido 2-etanossulfonico (MES) 50 mM pH 6,0 e tampéao
B (MES 50 mM+ 1M NaCl) pH 6,0. O resultado de purificacdo parcial obtido nesse

experimento ja foi descrito no Capitulo I1.
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Nos anos 40 descobriu-se que a informacao genética estava contida no DNA,
mas somente em 1953 James Watson e Francis Crick elucidaram a estrutura
dessa macromolécula, bem como o mecanismo de codificacédo para a producao
de proteinas. Desde entao vem sendo possivel utilizar esses conhecimentos e
a tecnologia para fins tao variados quanto o diagnostico de doengas, a produ-
cao de compostos, a identificacao de espécies e a prospeccao de farmacos a
partir de moléculas bioativas, entre outros. Neste capitulo serao discutidos to-
picos referentes aos nucleotideos e nucleosideos, constituintes fundamentais
das moléculas de DNA e RNA, sondas e marcadores moleculares, bem como as
ferramentas construidas a partir da biclogia molecular, numa abordagem voltada
para ariqueza e diversidade do ambiente marinho.
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'I NUCLEOTIDEOS, SONDAS E MARCADORES
MOLECULARES

A palavra biodiversidade possui diversos significados, que variam de acordo com a es-
cala bioldgica a que se referem. Contudo, um desses conceitos é “todas as espécies que habi-
tam o planeta Terra", incluindo tanto arganismos unicelulares como virus, bacterias e protistas
(ex.: amebas), quanto multicelulares, como plantas, animais e fungos. Todos eles tém seu ma-
terial genético constituido por ADN (&cido desoxirribonucleico; DNA, deoxyribonucleic acid, em
inglés)ou ARN (4cido ribonucleico; RNA, ribonucleic acid). 0 DNA e o RNA sdo macromoléculas
essencials para todas as formas de vida, responséaveis por determinar caracteristicas genéticas
dos seres vivos. Elas sdo constituidas por nucleotideos e apresentam imensas variacdes guan-
do comparadas entre organismos evolutivamente distintos. A diversidade biologica resulta da
variagao genética entre as espécies, devido aos diferentes ecossistemas que habitam, a varia-
¢ao da comunidade biologica e as interagdes entre os organismos no ambiente. A biodiversi-
dade & dindmica na natureza, sendo que as espécies e suas populagoes continuam a mudar e
evoluir devido a processos de diversificac@o genética, causados por mutacoes.

Todos os organismos vivos estéo sujeitos a mutacoes devido a interacdes com 0 am-
biente ou para aperfeicoar o funcionamento normal das celulas. Essas alterac@es genéticas
variam desde a troca de um Unico nucleotideo até a modificacdo de um conjunto de cromaos-
somos, e a maioria delas visa aumentar as possibilidades do organismo de adaptar-se ao am-
biente e de sobreviver. Além disso, as mutagdes alteram macromoleculas gue constituem o
genoma, levando a uma variagao genética chamada polimorfismo.

Os polimorfismos, jJuntamente com outras forcas evolutivas como selecao, migracao e
deriva genética(mudanca da frequéncia alélica de forma randémica em uma populagao), levam
auma diferenciagao de individuos, espécies e grupos de ordem taxanémica maior. Os marcado-
res moleculares surgiram a partir dessas variagoes e se tornaram muito presentes ao longo do
genoma, sendo por isso utilizados como ferramentas para detectar singularidades genéticas
em individuos, espécies ou populagdes, alem de identificar diversidade genetica. Eles apre-
sentam propriedades bioldgicas caracteristicas que podem ser medidas ou detectadas em
qualguer parte do corpo, como sangue ou tecidos, em qualquer estagio de desenvolvimento.
Os marcadores moleculares podem ser identificados por meio de diversas técnicas de biologia
molecular, incluindo a técnica de PCR e sondas.

1.1CONCEITOS E DEFINICOES

Nucleosideos sao glicosilaminas que fazem parte da estrutura das moléculas dos nu-
cleotideos, a unidade estrutural do DNA (acido desoxirribonucleico)e do RNA (&cido ribonuclei-
co). Tanto os nucleosideos como os nucleotideos sdo componentes vitais das células e estéao
envolvidos em varios processos biologicos.

Osnucleosideos sao compaostos poruma base heteraociclicacontendo nitrogénioe uma
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pentose, ambas ligadas atraves de uma ligacao glicosidica. A fosforilagdo dos nucleosideos no
primeiro grupo hidroxila da pentose da origem aos nucleotideos, que, através de ligagoes do
tipo fosfodiéster, formam os acidos nucleicos. Os nucleotideos podem ser mono, di ou trifosfa-
tados, e no DNA estao presentes nucleotideos monofosfatados. A ribose € a pentose presente
no RNA, enquanto a desoxirribose esta presente no DNA. Ambas se diferenciam pelas molécu-
las presentes no carbono 2, sendo que na ribose ha a presenca de um grupamento hidroxila,
enguanto na desoxirribose hd um dtomo de hidrogénio nessa mesma posi¢ao. As bases nitroge-
nadas que formam o DNA sdo: Adenina(A), Citosina(C), Guanina(G)e Timina(T). Ae G sdo bases
puricas (derivadas das purinas), e C e T sdo bases pirimidicas (derivadas das pirimidinas).

Purinas Pirimidinas
NH, o NH, o 2
N N N ST H NH
N NH N
(T J ¢TI L LA LA
NH™ N7 NHTNE N, N X0 H o NH o
Adenina Guanina Citosina Timina Uracil

0o Ligacdo glicosidica

[l [l N Base
(0] (Purina ou Pirimidina)

OH OH (Ribose)
H (Desoxirribose)

Nucleosideo

Figura 1. Estrutura dos nucleosideos e nucleotideos.

Duas longas cadeias de nucleotideos se unem na forma de uma dupla fita ou dupla he-
lice, unida por pontes de hidrogénio entre as bases dos nucleotideos. Cada base nitrogenada é
pareada com sua base complementar na outra cadeia, dando origem assim a uma macromolé-
cula. T pode parear com A por meio de duas pontes de hidrogénio, e C pode parear com G for-
mando trés pontes de hidrogénio. O RNA possui uma estrutura quimica semelhante a uma fita
simples do DNA, no entanto, além de o agucar presente ser a ribose, a base Uracil (U) substitui
aTimina(T).

Nos organismos eucarioticos, o DNA estd nos cromossomos, que consistem em mo-
leculas de DNA organizadas e compactadas por meio de um complexo proteico denominado
cromatina. A estrutura do DNA é similar para todos os organismos vivos. Todavia, a sequéncia
dos nucleotideos, o conjunto de cromossomos e a quantidade de informagao genética nessas
sequéncias sao bastante variaveis, sendo esses os motivos para haver diferenciacao de espé-
cies e, inclusive, variagdes genotipicas dentro da mesma especie. Muitas dessas alteragoes,
denominadas polimorfismos e causadas por mutacoes, originaram marcadores moleculares ao
longo da molécula de DNA.

Marcadores moleculares, também considerados marcadores geneéticos, sao variagoes
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de fragmentos especificos de DNA usados para marcar ou rastrear um locus (localizagao espe-
cifica) em um determinado cromossomo - por exemplo, um gene marcador. O gene marcador
tem sua localizagao conhecida ou clara expresséao fenotipica, podendo ser detectado por meio
de métodos analiticos ou por uma sequéncia de DNA identificavel, facilitando assim o estudo
de heranca genética.

Os genes marcadares ou locais especificos nos cromossomos séo sitios de heterozi-
gosidade, isto €, sitios onde ocorrem alteracoes na sequéncia de DNA entre membros de uma
mesma populagao, podendo isso ser determinado pelas diferentes formas alelicas do gene ou
pelo locus génico. Entre as possiveis causas dessas variacoes estao incluidas as insercoes,
translocacgoes, delegoes, duplicacdes e pontos de mutacao. Além disso, esses marcadores es-
tao associados com a determinacao de certas caracteristicas que podem ser transmitidas de
uma geragao a outra.

Com o desenvolvimento da biologia molecular e biotecnologia nas Ultimas décadas,
pesquisadores desenvolveram diversas técnicas moleculares capazes de detectar os marca-
dores moleculares presentes nos organismos. Em alguns casos, essas tecnicas sdo tambeéem
chamadas de marcadores moleculares, pois sua utilizagao e essencial para que um determina-
do polimorfismo seja identificado (ex.: RFLP, RAPD).

Outra estratégia bastante utilizada atualmente para detectar essas variagdes genéti-
cas sao as sondas moleculares. Sondas sao trechos de fragmentos de DNA ou RNA que reco-
nhecem e se ligam em sequéncias de DNA ou RNA complementar, isto €, sédo capazes de detec-
tar e identificar uma sequéncia-alvo no genoma.

1.2 HISTORICO

Avariacao genética de populacées comecou areceber atencao de cientistas especial-
mente a partir do final do século XIX, pois se percebeu que as diferencas na sequéncia de DNA
dos organismos permitiam a identificacdo de sua espécie, aléem de possibilitar a analise de sua
relacao evolutiva com outras espécies.

Desde a determinacao do modelo da estrutura do DNA, estabelecido por Watson e Cri-
cknoinicio dos anos 1950, passou-se a estudar e compreender a funcao do DNA e tambem dos
genes, que comecgaram a ser utilizados para determinar as variagdes genéticas.

Entre os anos 60 e 90, com o desenvolvimento das pesquisas e tecnologias, os mar-
cadores genéticos tornaram-se cada vez mais populares, por serem capazes de detectar tais
variagoes, sendo utilizados na identificagdo de uma sequéncia especifica de DNA ao longo dos
cromaossomos. Tornaram-se importantes para analise gendmica e permitiram relacionar tracos
hereditarios com variacéo genética, além de determinar parentesco e distancia genética entre
especies.

Essa diferenciagao entre os organismos teve um impacto significativo na ecologia ma-
rinha, ja que um grande numero de seres marinhos tem ciclos de vida complexos, incluindo
formas larvais. As larvas sao capazes de habitar diferentes ambientes e de se comportarem de
forma muito diferente das formas adultas, dificultando identifica-las e relaciona-las. A tecnolo-
gia envolvendo a obtencéo das sequéncias de DNA espécie-especificas e o desenvolvimento de
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ferramentas moleculares, incluindo identificacdo de marcadores moleculares, tecnica de PCR
e sondas, auxiliaram os estudos da ecologia e da diversidade marinha, possibilitando a classifi-
cacao de especies, por exemplo, de ovos e larvas, distingao de espécies de uma mesma familia
ou género, obtengao de informacgoes genéticas e de alteragoes evolutivas. Ainda, permitiram o
isolamento do DNA de micro-organismos marinhos de seu habitat, sem a necessidade de culti-
vo em laboratorio, para posterior identificagao.

1.3 ANALOGOS NATURAIS DE NUCLEOSIDEOS DE ORIGEM MARINHA COM ATIVIDADE
BIOLOGICA

A descoberta de nucleosideos com bioatividade em diversas fontes marinhas estimu-
lou atividades de pesquisa voltadas para o isolamento dessas moléculas, bem como a sintese
de analogos e a avaliagao das atividades biologicas desses compostos. Em especial, os esfor-
cos focaram na busca por novos analogos de nucleosideos naturais com potencial atividade
antibacteriana, antiviral, antiparasitaria e antitumoral.

A prospeccao de farmacos a partir de moléculas oriundas do ambiente marinho deu
um importante passo na década de 50, quando o grupo do pesquisador Werner Bergmann, da
Universidade de Yale (EUA), isolou dois nucleosideos incomuns a partir da esponja marinha
Tectitethya crypta(anteriormente denominada Cryptotethya crypta). Esses compostos, chama-
dos de espongotimidina e espongouridina, eram nucleosidios similares aos constituintes dos
acidos nucleicos (DNA e RNA), mas continham um residuo de arabinose no lugar da ribose e
desoxirribose presentes no RNA e DNA. Esses analogos naturais de nucleosideos demonstra-
ram inicialmente uma significativa atividade antiviral, e o estudo do mecanismo de agdo como
inibidores da transcriptase reversa inspirou a sintese de varios compostos que vieram a ser
utilizados no tratamento de infeccdes virais e de cancer. Espongotimidina e espongouridina
podem ser considerados precursores de compostos analogos a nucleosideos que agem como
antimetabaolitos, e inspiraram a prospecgao de moléeculas que tiveram suas atividades avalia-
das frente a diversas doengas humanas, entre elas varios tipos de cancer e infecgéo por HIV.
Entre os produtos inspirados nesses analogos de nucleosideos, que alcangaram éxito e foram
disponibilizados comercialmente, estao o Ara-C (citosina-arabinosideo), usado no tratamento
de leucemias, o antiviral Ara-A (adenina-arabinosideo) e o AZT (azidotimidina), um dos primei-
ros medicamentos usados no tratamento da AIDS e das infecgoes pelo virus HIV. Ara-C, ou Ci-
tarabina, e usado principalmente no tratamento da leucemia aguda nao linfoblastica, enquanto
Ara-A, ou Vidarabina, € usado na forma de colirio no tratamento de infecgées oftalmologicas
pelo virus Herpes simplex.

A descoberta desses nucleosideos naturais bioativos contendo um acucar diferente
da ribose ou desoxirribose inspirou uma geragéo de novos compostos com potencial terapéu-
tico, sendo essa caracteristica fundamental no mecanismo de agao dessas moléculas, ja que a
incorporacao destas ao DNA durante a replicagao resulta no bloqueio do processo de sintese.
Embora a sintese de nucleosideos seja conhecida desde o final da década de 40, o isolamento
desses compostos e a busca por seus analogos sintéticos permanecem sendo de interesse por
causa de seus perfis farmacologicos promissores.
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2 MARCADORES E SONDAS MOLECULARES:
ABORDAGENS METODOLOGICAS

Os marcadores moleculares, utilizados para identificar diferencas em nivel molecular
entre individuos e populagoes, podem ser classificados em trés grupos: proteinas variantes,
polimorfismo na sequéncia de DNA e variacao na repeticdo do DNA. Entre os mais importantes
marcadores e as técnicas utilizadas para sua deteccao, encontram-se as alozimas, polimor-
fismo no comprimento do fragmento de restrigdo (RFLP - restriction fragment length polymor-
phism), polimorfismo do DNA amplificado ao acaso (RAPD - randomly amplified polymorphic
DNA), polimorfismo de comprimento de fragmentos amplificados (AFLP - amplified fragment
length polymorphism), polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP - single nucleotide polymor-
phism), entre outros. Para o ambiente marinho, as vantagens dessas técnicas incluem: aumen-
tar o conhecimento sobre relagdes filogenéticas, diferenciar estagios de vida iniciais de espé-
cies morfologicamente proximas e variacao genetica de organismos dentro de uma populagao.
A sequir serao descritos os principais marcadores moleculares utilizados nas areas biologicas.

2.1ALOZIMAS

Alozimas foram os primeiros marcadores moleculares utilizados, ja nos anos 60. Sua
nomenclatura foi originada da juncéo das palavras ‘allelic variants of enzymes', traduzido como
‘variantes alélicos de enzimas”. Esses marcadores séao definidos como formas variantes de uma
enzima devido a diferengas alélicas, com estruturas moleculares diferentes, porem com fun-
¢ao catalitica similar. A forma alélica alternativa de uma enzima ocorre como consequéncia de
substituigcdes de aminoacidos ao longo da cadeia polipeptidica, o que resulta em uma alteragao
da composigao da proteina. Essas mudancas podem resultar em diferentes produtos proteicos
que irdo migrar de forma alternativa(em diferentes tempos e velocidades), de acordo com seus
diferentes tamanhos e cargas, visualizados na forma de bandas (alelos) em um gel de eletrofo-
rese.

A metodologia geral utilizada para detectar a variagao de alozimas inclui as etapas de
extracdo, eletroforese e deteccgao. As fracdes proteicas, extraidas através da utilizacao de sol-
ventes, sdo adicionadas a um gel sélido (ex.: acrilamida) e colocadas em um sistema de eletro-
forese, que € uma técnica de separacao baseada no deslocamento de moléculas carregadasem
um campo elétrico. Pelo fato de a maioria das proteinas possuirem carga negativa, elas migram
do ponto inicial catodo (negativo) para o final &nodo (positivo). Assim, se a amostra de um indi-
viduo homozigoto para uma proteina for analisado, sera observado apenas uma banda no gel,
enguanto a de um individuo heterozigoto apresentara duas bandas.

A deteccéo de alozimas é considerada um meétodo sensivel, sendo efetivo mesmo com
a utilizacao de baixas quantidades de material, que pode variar desde amostras de culturas
bacterianas ate fluidos animais. Alem disso, a simplicidade, rapidez, baixo custo e necessidade
de equipamentos simples para sua realizagao tornaram essa técnica amplamente utilizada para
detecgao de variagdes moleculares. O protocolo técnico dessa metodologia, apds padroniza
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¢ao, e facilmente ajustéavel para os diferentes tipos de amostras e espécies, e de facil interpre-
tacéo.

Por essas vantagens, as alozimas tiveram um impacto significativo nos estudos sobre
afauna marinha, pois foram amplamente utilizadas para diferenciar espéecies de diversos orga-
nismos, especialmente de peixes. Elas sao atualmente utilizadas na identificagao de estrutura
populacional, conservacao genética, hibridizacao, heranga de genes e mapeamento genético.
Um exemplo dessa aplicabilidade foi o atum-azul (Thunnus spp.), que tem duas espécies mor-
fologicamente muito similares que costumavam ser confundidas, o que aumentava o risco de
extincdo de uma delas. Isso foi resolvido por meio de anélises espécie-especie por alozimas e
DNA mitocondrial (conforme explicado a seguir). 0 mesmo aconteceu para os peixes Argyroso-
mus spp.. Zacco spp., Mullus spp., Merluccius spp. e para o crustéceo Pseudocalanus spp. Alem
disso, a tecnica e capaz de identificar organismos hibridos de origem natural ou artificial ori-
ginados do cruzamento genético de duas espécies diferentes, como observado para hibridos
de Haliotis laevigata e H. rubra. Também ja foram detectados polimorfismos na enzima lisosso-
mal leucina aminopeptidase no molusco Ruditapes philippinarum, provavelmente devido a uma
adaptacao a variacdo ambiental.

Entretanto, essa metodologia apresenta algumas desvantagens, como a nao detecgéo
de mutacdes nulas, isto €, alteracao de nucleotideo na sequéncia de ONA que néo alteram a
proteina codificada ou mudangas na cadeia polipeptidica que nao alteram a migracao em um
gel eletroforético. Além disso, ela detecta apenas genes bastante expressos, e possui baixo
numero de marcadores, o gque levou a diminuicao do nimero de pesquisas utilizando esse mar-
cador ao passar dos anos.

2.2 DNA MITOCONDRIAL (mtDNA)

Uma pequena percentagem (<1%) do DNA de células eucarioticas encontra-se fora do
nucleo celular, sendo esse o DNA mitocondrial (mtDNA). O mtDNA é um genoma extra-cromos-
somal presente nointerior das mitocondrias e que tem como caracteristica ser herdado apenas
da linhagem materna, ndo havendo contribuicéo paterna.

Os marcadores de DNA mitocondrial sdo considerados uma classe separada da classe
de DNA nuclear devido a suas diferentes dindmicas evolutivas: o DNA mitocondrial tem uma
taxa evolutiva muito maior comparado com o genoma nuclear. Estudos em algumas especies
de vertebrados mostraram que diferentes sequéncias se acumulam mais rapidamente no DNA
mitocondrial do que no nuclear, provavelmente devido as altas taxas de mutacgao resultantes da
falta de mecanismo de reparacao durante a replicacéo e do menor tamanho populacional efe-
tivo devido a estreita heranca materna do genoma mitocondrial haploide. Alem disso, regides
nao codificantes do ONA mitocondrial, como a regiao “D-loop”, onde é iniciada tanto a replica-
¢ao quanto a transcrigao de moléculas, apresentam niveis elevados de variagéo na sequéncia
codificante, como no gene citocromo b. Isso ocorre provavelmente devido a pressao seletiva
relaxada.

Devido asuaaltataxaevolutiva, asanalises por meiode mtONA sdo utilizadas para cons-
trucdo de filogenias e verificagdo das interferéncias evolutivas, muito Uteis para comparacéo
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intra e interespecies. Ajudaram a relacionar especies evolutivamente préximas e a investigar
a estrutura da variagao entre os vertebrados, incluindo peixes, passaros, repteis e mamiferos.
Em organismos marinhos, foi possivel identificar ovos e larvas de peixe-agulha que eram mor-
fologicamente muito similares. Em um estudo de Hyde e colegas (2005), foram identificadas
sete larvas de peixes coletadas da costa Kona, no Havai. Verificou-se que cada uma dessas
larvas tinha uma sequéncia unica de mtDNA, indicando que tinham “méaes” diferentes, e que o
local era uma regido de reproducao das especies. A anélise de variagao de mtDNA tambem ja
foi utilizada para revelar diferenciacao populacional, como em esperma de baleias ao longo de
bacias oceéanicas. Alem disso, mtDNA possibilita verificar perda ou ndo de diversidade genética
de ancestrais comparados com seus descendentes.

A deteccgéao de variagdoes em mtDNA e amplamente realizada por meio da técnica de
RFLP, descrita abaixo. A analise pode ser feita por RFLP utilizando todo mtDNA purificado de
um tecido digerido por enzimas endonucleases ou pode ter fragmentos de seu DNA sequencia-
dos apos amplificacao por PCR (descrito posteriormente).

2.3 RESTRICTION FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISM (RFLP)

Os RFLPs foram descobertos nos anos 70 e foram um dos pioneiros no conceito de
analise de variagdes no DNA como marcadores geneéticos, sendo utilizados na area de ciéncia
forense e outras. Eles sdo referenciados tanto como técnica quanto como marcador, pelo fato
de a técnica molecular utilizada para gerar os RFLPs ser necesséria para a visualizagao dos
polimorfismos nas regioes de interesse. Assim, o RFLP & uma técnica que utiliza aacao de uma
endonuclease para gerar fragmentos de restricao de DNA com tamanhos variados, de acordo
com cada polimorfismo existente. Isto &, essa metodologia foi desenvolvida para visualizar as
diferencas na estrutura do DNA de individuos por meio do uso de enzimas de restri¢cédo bac-
terianas, que cortam o DNA em locais onde ha a presenca de uma sequéncia de nucleotideos
especifica. Em outras palavras, quando o DNA de diferentes individuos (com diferentes poli-
morfismos) é digerido por enzimas de restricdo, pode-se averiguar diferentes tamanhos dos
fragmentos de DNA (os RFLPs). Essas diferencgas se ddo por mudangas evolutivas nas sequén-
cias de nucleotideos entre os individuos, que podem ser resultado de mutagdes pontuais, dele-
coes, insergoes, inversoes ou translocagdes nos cromossomos. A identificagao das variagoes
por essa metodologia requer a utilizacdo de gel de eletroforese para separar os fragmentos de
DNA de diferentes tamanhos, seguida pela transferéncia dos fragmentos para uma membrana
de nylon(Southern blot) e visualizagdo de uma sequéncia especifica de DNA por meio de sondas
radioativas ou quimioluminescentes expostas a um filme de raio-X.

Os primeiros dados gerados utilizando o RFLP foram realizados em virus e com o gene
da globina humana. A partir disso, essa técnica comegou a ser amplamente utilizada na area
biotecnoldgica, sendo que o primeiro mapa genético do DNA e o primeiro estudo de associagao
genetica foram realizados com base nesses marcadores moleculares. Além disso, analises por
RFLP do DNA mitocondrial (mtDNA) e DNA ribossomoal (rDNA) foram aplicadas tanto na genéti-
ca populacional quanto na sobrevivéncia biogeogréfica e filogenética. No caso de identificagao
de organismos marinhos, essa técnica ja foi utilizada para diferenciar diversas especies de lar
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vas de lagostas (Panulirus argus, P. guttatus e P. laevicauda) e moluscos (Mytilus trossulus e M.
galloprovincialis). E bastante comum identificar marcadores RFLP em regides bem conserva-
das evolutivamente, como nos genes 16s rRNA, 18s rRNA e 28s rRNA, explicados de forma mais
detalhada no decorrer deste capitulo.

Algumas desvantagens dessa metodologia, que atualmente j& nao & muito utilizada,
incluem a grande demanda de tempo para realiza-la e também a necessidade de uma grande
guantidade de amostra, em comparagao com outras técnicas mais modernas.

2.4 MINISSATELITES

Os minissatelites séo definidos como unidades de repeticdes em tandem, ou seja, séo
sequéncias especificas de DNA que se repetem uma atras da outra (ex.: AAACCTAAACCTAA-
ACCT). Essas sequéncias repetidas sdo denominadas de core. Assim, cada uma dessas unida-
des contém um core de 12-16 nucleotideos e duas sequéncias flanqueadoras do mesmo. E co-
mum, ao longo do genoma, haver loci com o mesmo core, mas regioes flanqueadoras distintas.
Por isso, quando hd uma hibridizagao de uma sonda com a sequéncia core, o resultado € um
perfil multibanda, Unico para cada individuo. De forma similar ac que é realizado no RFLP, as
anélises de minissatélites iniciam-se com a digestao do DNA genémico com enzimas de restri-
gao para verificar mudangas no numero de repetigoes em tandem.

As taxas extremamente altas de polimorfismo nos minissatélites geraram uma grande
revolucdo na identificacdo genética dos individuos, originando uma técnica chamada de fin-
gerprinting (analise de sequéncias repetitivas em diversos loci do DNA capaz de diferenciar
individuos). Os minissatélites sdo considerados ideais para identificacdo individual, e tém sido
utilizados para deduzir relagao genetica entre individuos aleatorios de uma mesma populagao.
Alem disso, ja foram aplicados na deteccao de variag@o genética em populagdes de peixes, di-
ferencas populacionais de acordo com localizag@o geografica e estimacao de sucesso do aca-
salamento.

2.5 IDENTIFICAGAO DE MARCADORES COM BASE NA TECNICA DE PCR

A principal descoberta na area dos marcadores moleculares, que permitiu sua aplica-
¢cao em estudos em nivel molecular para diversas areas, incluindo ecologia marinha, foi a rea-
cao em cadeia da polimerase (PCR, palymerase chain reaction). A PCR foi desenvolvida por Kary
Mullis nos anos 1980. Essa técnica possibilitou a amplificacao de fragmentos especificos de
DNA de um genoma complexo e de amostras de tecidos pequenos e mal preservados, sendo
porisso classificada como uma metodologia sensivel (necessidade de baixas concentragoes de
amostra). Os produtos da amplificagéo da PCR do DNA de diferentes individuos sdo analisados
pela determinagao tanto do tamanho quanto de sua sequéncia.

A PCR consiste na geracdo de milhdes de copias de um segmento especifico de DNA.
Esse processo necessita da acdo da enzima DNA polimerase, responsavel por sintetizar uma
fita de DNA complementar utilizando como modelo a fita de ONA original. Essa enzima, entre-
tanto, so pode adicionar um novo nucleotideo em um grupo 3-0H livre, e para isso sao necessa-
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rios primers, também chamados iniciadores moleculares (sequéncias curtas de nucleotideos),
para que o primeiro nucleotideo seja adicionado e inicie, assim, as reagdoes em sequéncia. Isso
possibilita delinear uma regiao de sequéncia especifica que se deseja amplificar.

Explicando a metodologia de forma mais detalhada: para a realizagcdo da reacao de
PCRsé&o necessarios diversos componentes quimicos: (i) uma pequena quantidade de DNA que
serve como modelo inicial ou sequéncia-alvo; (i) um par de primers desenhados para ligar um
em cada extremidade da sequéncia-alvo; (iii) DNA polimerase; (iv) quatro dNTPs, nucleotideos
sintéticos para Adenina(A), Citosina(C), Guanina(G) e Tirosina(T); (v)volume de ions e sais.

A PCR mimetiza o processo natural de replicagcdo do DNA que ocorre nas células. Para
isso, realiza diversos ciclos de aumento e diminuicao de temperatura. Cada um desses ciclos é
dividido em trés etapas: desnaturacgao, anelamento e extensao.

» Desnaturagao: inicialmente, o DNA da amostra € desnaturado pelo aumento de tempera-
tura que varia entre 80 2C e 100 °C, havendo assim a separacao da dupla-fita de DNA pela
guebra das pontes de hidrogénio que as conectam.

« Anelamento: em seguida, a temperatura inicial de interesse é alcancada (entre 30 e 65 2C)
e mantida por alguns minutos. Isso permite que os primers se liguem na sua sequéncia
complementar no DNA de fita simples.

« Extensdo: durante a fase final, a amostra sofre novamente um aquecimento (entre 60 e
75 °C), temperatura ideal para o funcionamento da enzima DNA polimerase. Essa enzima
entao se liga aos primers e inicia a extensao da fita complementar utilizando como modelo
a fita simples de DNA original. Isso ocorre pela adicdo dos dNTPs correspondentes a sequ-
éncia dafitade DNA, gerando uma copiaidéntica da sequéncia de interesse. Esse processo
resulta em uma duplicacdo do DNA original, no qual cada molécula nova contem uma fita
nova e uma fita antiga de DNA. O ciclo é repetido de 30 a 40 vezes, gerando bilhdes de c6-
pias idénticas desse segmento especifico de DNA.

A PCR é utilizada para identificar diversos marcadores moleculares, sendo 0os mais po-
pulares (eficientes para a analise da estrutura populacional intraespecifica) os loci de micros-
satélite e sequéncia de repeticdes Unicas (SNP).

2.5.1MICROSSATELITES

Os microssatelites foram os primeiros a serem amplificados pela técnica de PCR. Da
mesma forma que os minissatélites, os microssatélites séo sequéncias com repeticoes simples
em tandem, que variam de um a seis pares de base (ex.: ACA, GATA) e se repetem em média
de cinco a vinte vezes. Séo abundantes no genoma nuclear de todas as especies e estima-se
uma frequéncia de um em cada 10 kilobases (kb) em peixes, isto &, ha presente, em média, um
microssatélite a cada mil pares bases. Na literatura, os microssateélites ja foram referenciados
com outras nomenclaturas como numero varidvel de repeticdes em tandem (VNTRs, variable
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number of tandem repeats), como polimorfismos de comprimento de sequéncia Unica (SLPs,
simple sequence length polymorphisms) e repetigoes de sequéncia simples (SSP, simple se-
quence repeats).

Por seu tamanho reduzido, os loci de microssatélites podem ser amplificados por PCR,
e suas sequéncias sao utilizadas como base para o desenho dos primers. Essas regioes (loci)
sao altamente polimorficas, muito frequentes e distribuidas ao longo do genoma e em todos os
cromossomos, mas especialmente na eucromatina (local do DNA na cromatina onde os genes
encontram-se ativos e ocorre a sintese de RNA), o que permite sua utilizagdo em mapeamento
genetico e genética populacional.

Autilizacdo de microssatélites apresenta avantagem de necessitar de pequenas quan-
tidades de DNA (por ter como base a técnica de PCR), além de serem bons marcadores para
analise de parentesco, filogenia e para estimar o grau de proximidade entre individuos de uma
populagéo. Ja as desvantagens incluem o alto preco e tempo de execugéo. Na ecologia mari-
nha, séo utilizados para identificar especies de peixes, migracao e predominancia de popula-
cao em um determinado héabitat (ex.: salmdes, golfinhos, trutas).

2.6.2 SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISMS (S!

O SNP faz parte da terceira geracao de marcadores moleculares. Foi primeiramente
descrito por Lander, em 1996. E utilizado para investigar variagao genética entre diferentes es-
pécies de animais. Os SNPs sao descritos como polimorfismos causados por mutagoes pon-
tuais, em um Unico nucleotideo no genoma, isto €, quando um Unico nucleotideo (A, T, C ou G)
em uma determinada sequéncia é substituido, inserido ou deletado. Isso resulta em diferentes
alelos que contém bases nucleotidicas diferentes em uma determinada posicao dentro de um
locus. Eles representam o polimorfismo mais abundante em todos os organismos vivos, tanto
em regides codificantes quanto em nao-codificantes. As causas para que ocorram esses poli-
morfismos incluem transigoes de base Unica, transversoes, insergoes e delegoes, sendo a mais
comum a transigao (troca de uma purina por outra ou de uma pirimidina por outra).

Os SNPs tém algumas propriedades que os tornaram populares no mundo cientifico:
sdo abundantes no genoma, sdo geneticamente estaveis, seus marcadores sdo capazes de de-
tectar doengas multifatoriais em seres humanos e de identificar polimorfismos “escondidos”,
que nao eram detectados por meio de outros marcadores e métodos. Todavia, fazem-se neces-
sarios ensaios automatizados para a deteccdo de SNPs, podendo ser utilizados métodos ba-
seados no uso de gel ou nao. No caso da utilizagao de gel, primers especificos sao desenhados
para amplificar alelos positivos (ocorre hibridizacao entre primer e amostra). Ja nos métodos
gue nao utilizam géis, as regides de interesse sdo amplificadas e detectadas por técnicas como
cromatografia, espectrometria de massas, microarranjo ou por fluorescéncia.

A descoberta desses marcadores foi importante tanto para o mundo animal quanto
para os seres humanos, pois possibilitou analisar estrutura populacional, diferenciacao gené-
tica, origem e pesquisa sobre evolucao. Além disso, possibilitou o diagnostico de doengas por
meio marcadores especificos, inclusive em animais marinhos como peixes.
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2.5.3 N

Um DNA barcode refere-se a uma sequéncia curta de DNA em uma regiao bem esta-
belecida do genoma, utilizada para identificar espécies. 0 objetivo desse marcador e averiguar
em larga escala um ou mais genes de referéncia para classificar individuos descaonhecidos den-
tro de uma especie ou para descobrir novas espécies.

Tautz e Paul Hebert foram os dois pesquisadores que sugeriram o uso do gene mi-
tocondrial citocromo oxidase | (COI), um gene mtDNA, como uma sequéncia comum entre os
animais para o estudo de ONA barcoding. Dessa forma, o barcode e identificado por meio de
primers de PCR para amplificar e sequenciar fragmentos de aproximadamente 600 pares de
base (pb) do gene COI, que posteriormente sao comparados com um banco de dados de sequ-
éncias conhecidas de especies previamente identificadas. Essa técnica possibilita identificar
especiesrelacionadas e tambem sua frequéncia em diversos filos.

0 DNA barcoding tem acuracia de quase 98% e fornece uma estratégia de identifica-
cao rapida para diversidade genética de animais, incluindo organismos desconhecidos. Como
exemplo, podemos citar o estudo de Raupach et al. (2015) que montou uma biblioteca com mais
de 1330 sequéncias de DNA barcode, cobrindo 205 espécies de crustaceos marinhos coletados
no mar do hemisfério norte até 2015. Eles provaram que essa metodologia € efetiva para iden-
tificacao e andlise de crustaceos, além de ser uma etapa importante para estudos modernos
de biodiversidade. As desvantagens dessa técnica incluem a dificuldade de obter fragmentos
do genoma e a impossibilidade de identificacédo de alguns organismos pelo gene COl devido as
baixas taxas de evolucdo da sequéncia de COl em algumas espécies.

2.5.4 RANDOM AMPLIFIED POLYMORPHIC DNA(RAPD)

Atécnica de RAPD baseia-se em amplificagoes randémicas de locus desconhecido por
meio da reacao de PCR. Os RAPDs, assim como os RFLPs, sao tambem considerados tanto
técnica quanto marcador, pois a tecnologia molecular utilizada para gerar os RAPDs é neces-
saria para que haja a identificagao dos polimorfismos de interesse, os randémicos nesse caso.
Essatecnologia possibilitauma rapida e eficiente varredura no genoma por sequéncias de DNA
polimorficas em um grande numero de loci. A principal vantagem € néo ser necessario conhe-
cimento previo sobre as sequéncias do DNA de interesse ou da organizacao do genoma. Alem
disso, permite que um grande numero de loci e individuos possam ser analisados simultanea-
mente. E uma técnica simples, répida e barata e necessita de pequena quantidade de amostra
para a hibridizacdo molecular dos primers.

O principio do RAPD baseia-se no uso de primers de oligonucleotideos(sequéncias cur-
tas), capazes de se ligar em diferentes loci e em multiplos locais no genoma, para amplificar
sequéncias aleatorias de um DNA complexo (os RAPDs). Isso permite detectar altos niveis de
polimorfismo no ONA. Alem disso, a estratégia € capaz de detectar tanto sequéncias de ONA
codificantes guanto nao-codificantes, e os segmentos polimorficos que mais trazem informa-
coes relevantes sdo os derivados de sequéncias repetitivas (ndo-codificantes).

Entre suas aplicagoes, constatou-se sua habilidade de identificar fingerprints especi-
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ficos de espécies em diversos peixes, possibilitando, assim a determinacéao de suas relacoes
taxonomicas. Entre os exemplos de diferenciagdo de espécies ou relagao genética, através de
marcadores RAPDs, estdo os peixes do género Barbus, da familia dos ciprinideos (como car-
pas), lambari tambil (Astyanax altiparanae), Mullus surmuletus, Salmo trutta e dourado (Sparus
aurata).

As desvantagens dos marcadores RAPD sdo: detecgao dos polimorfismos somente na
presenca ou auséncia de uma banda com peso molecular determinado, ndo havendo informa-
cOes sobre heterozigosidade; dificil reprodutibilidade e dificuldade de anélise devido ao grande
numero de produtos gerados.

2.5.5 AMPLIFIED FRAGMENT LENGTH POLYMORPHISMS (Af

Os marcadores AFLPs (também considerado uma técnica) sdo os mais abrangentes
em suas aplicacdes nas analises de variacao genética em nivel de espécie, principalmente na
investigacéo estrutural de populacéo e suas diferencas. E uma técnica de fingerprinting que
permite uma rapida analise do genoma inteiro sem conhecimento previo de suas sequéncias.
A metodologia baseia-se na amplificagao de fragmentos de restricdo por PCR, gerados a partir
de um DNA gendmico digerido por endonucleases. Os polimorfismos moleculares sao identifi-
cados com base na presenca ou auséncia de sequéncias curtas de DNA reconhecidas por essas
enzimas de restricdo em diversos locais dentro do genoma. A variagao da presenca ou auséncia
desses segmentos promove um padrao de bandas diferentes em um gel de eletroforese, resul-
tantes dos diversos produtos de PCR (varia de acordo com o individuo).

Estudos com AFLP néo necessitam de primers espécie-especificos e sao realizados
em quatro etapas: (i) digestao do DNA genomico por duas enzimas de restrigao; (ii) ligacao de
adaptadores de oligonucleotideo dupla-fita nas extremidades de cada fragmento de DNA gera-
do; (iii) amplificacao dos fragmentos por PCR através da utilizagao de primers complementares
a sequéncia dos adaptadores; (iv) analise em gel desnaturante de poliacrilamida dos padrdes
gerados pelos segmentos de DNA amplificados (Figura 2).

As vantagens dessa técnica incluem o baixo custo e tempo, alta reprodutibilidade, alta
resolugcdo comparada com outros marcadores como RAPD, RFLP e microssatélites, e alta sen-
sibilidade, provavelmente devido a presenga de um grande nimero de marcadores. Sua aplica-
bilidade esta incluida na genética de populacdo, mapeamento quantitativo de tragos de locus
e deteccgao de polimorfismos. Uma vez que essa metodologia produz um fringerprint genético,
pode ser utilizada para verificar a conexao entre populagoées. Entretanto, AFLPs sdo marcado-
res bialélicos dominantes, ndo sendo possivel distinguir individuos homozigotos ou heterozigo-
tos dominantes.

AFLPtemsidoutilizadatambémem estudos de genetica ecoldgica. Porexemplo, Shank
e Halanych (2007) identificaram variacoes genéticas dentro da espécie do verme de aguas pro-
fundas Riftia pachyptila. O estudo de Gruenthal (2007) verificou essas variagées em Haliotis
rufescen (concha abalone vermelho) e Hoffman (2012) analisou polimorfismos em animais ma-
rinhos da Antartica, desde corais ate peixes de mar aberto. Alem disso, AFLPs podem realizar
um “scan gendmico” que permite analisar associagoes entre marcadores especificos e habitat.
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Figura 2. Esquema das quatro etapas basicas para identificagao por AFLP.

2.6 METODOS ALTERNATIVOS PARA IDENTIFICAR MARCADORES MOLECULARES

2.6.1SEQUENCIAMENTO

Outro método capaz de identificar a sequéncia genémica dos seres vivos € 0 sequen-
ciamento. 0 sequenciamento do DNA é a determinagao da ordem sequencial dos nucleotideos
de um gene. Essa tecnologia comegou a ser utilizada nos anos 1975, com o desenvolvimento do
sequenciamento de Sanger, metodologia que mimetiza o processo de replicacao do DNA e foi
estabelecida por Sanger, um cientista ganhador do Prémio Nobel por suas contribui¢cdes sobre
sequenciamento de bases nos acidos nucleicos.

0 sequenciamento de Sanger é capaz de definir a ordem das bases nitrogenadas por
meio de dideoxinucleotideos trifosfatos (ddNTPs), isto é, nucleotideos modificados que impe-
dem a continuacao do crescimento da fita de DNA durante a replicacao. Eles sdo chamados de
moléculas terminadoras, pois nao apresentam o grupamento 3’ hidroxila (OH) disponivel, ne-
cessario para formar a ligacao fosfodiester entre dois nucleotideos, causando, assim o fim do
alongamento da fita. Essas terminacdes geram um grande numero de fragmentos de DNA com
diferentes comprimentos. Tais fragmentos sao entao separados por tamanho atraves de sua
aplicagao em um gel de eletroforese e cada tamanho de banda no gel representa um dos nucle-
otideos (A, T, G ou C), indicando assim sua posi¢do na sequéncia do DNA.

Portanto, cada reacao para o sequenciamento é composta por um DNA amostral, pri-
mers especificos para iniciar a replicagéo (nos quais a enzima DNA polimerase se liga), quatro
dideoxinucleotideos(dATP, dGTP, dCTP e dTTP)e DNA polimerase. Apés o inicio do processo, 0s
dideoxinucleotideos séao adicionados a fita complementar de acordo com a ordem nucleotidica
da fita molde do DNA amostra.

Ao longo do tempo, 0 sequenciamento foi sendo aprimorado e automatizado. Uma des-
sas novas estratégias foi responséavel por adicionar fluoréforos aos ddNTP, permitindo que as
reacoes fossem lidas por coloracao. Ou seja, cada dedioxinucleotideo € marcado com uma cor

124




194

ACIDOS NUCLEICOS, ANALOGOS DE NUCLEOTIDEOS, MARCADORES E SONDAS MOLECULARES

diferente, permitindo que seja identificada a ordem dos nucleotideos em um equipamento es-
pecifico que identifica as diferentes cores. A partir dos anos 90, surgiram novas tecnicas de se-
quenciamento que ficaram conhecidas como “sequenciamento de nova geracao’, que envolvem
a adicao de outras moléeculas identificadoras para cada ddNTP.

Da mesma forma que o sequenciamento foi utilizado em diversas areas de estudo, ele
foi extremamente Util para a investigagao dos genomas de organismos marinhos. Isso permi-
tiu que estudos sobre evolugdo genémica e conservacao fossem avaliados; permitiu a identi-
ficacao de organismos com pequenas quantidades de amostra, ja que a extracdo de DNA de
qualidade suficiente é dificil para organismos marinhos devido as suas altas concentragoes de
polissacarideos, fenois e metabdlitos secundarios. Também, por ser uma metodologia bastante
sensivel, 0 sequenciamento possibilitou o reconhecimento genémico de espécies por meio da
extracao de DNA de apenas um individuo, ja que espécies marinhas apresentam grandes popu-
lagdes com genomas altamente variaveis, especialmente invertebrados e algas.

2.6.2 REACAC EM CADEIA DA POLIMERASE DE TRANSCRICAO REVERSA EM TEMPC
REAL (RT-qPCR)

A Reacdo em Cadeia da Polimerase de Transcricdo Reversa em Tempo Real (RT-qPCR)
€ uma técnica com principio similar ao da PCR tradicional, porém com algumas diferengas, in-
cluindo: (i) na RT-qPCR, os dados séo coletados a cada ciclo através da emissao de fluorescén-
cia que ocorre em decorréncia da incorporacao de marcadores de fluorescéncia no produto
de PCR durante a amplificacao; ou seja, a quantidade de produto amplificado € proporcional a
fluorescéncia gerada em cada ciclo, e isso & captado por um equipamento especifico. Na PCR
convencional, os dados séo analisados apenas no final do processo e sao visualizados em gel;
(ii) a RT-gPCR ¢ utilizada para quantificar RNA mensageiro (mRNA), ou seja, RNA codificado
durante o processo de transcrigdo (precursores das sequéncias que serdo traduzidas em pro-
teinas). Para fazer a quantificagao do mRNA, faz-se necessario realizar a sintese de cDONA, um
DNA complementar que utiliza como molde a sequéncia de RNA que foi extraida da amostra a
ser analisada. J& a PCR tradicional quantifica diretamente o DNA da amostra.

As vantagens da RT-qPCR (dita quantitativa) em comparacao com a PCR convencional
(dita semiquantitativa)incluem maior rapidez, reprodutibilidade e habilidade quantitativa, além
de ser mais sensivel. O tempo real possibilita quantificar facilmente a expressao de um deter-
minado gene e fazer a distingao entre espécies relativas proximas evolutivamente, devido a sua
capacidade de diferenciar pares de base. Na PCR muitas vezes nao € possivel observar diferen-
cas significativas de expressao.

Assim, a RT-gPCR pode ser utilizada como uma alternativa da PCR padréo para detec-
tar os marcadores moleculares, citados anteriormente, que tém como base essa tecnica.

2.7 GENES MARCADORES PARA IDENTIFICAGAO DE ESPECIES

2.7.1GENE 16S
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Aamplificacao da sequéncia do gene 165 rRNA e comumente realizada, pois ele codifi-
ca para subunidade menor ribossomal de organismos procariotos. Isso € feito por meio de PCR,
utilizando-se primers especificos para as regioes conservadas do 16S rDNA, a fim de identifi-
car e diferenciar os seres procarioticos, mais especificamente as bactérias. Devido ao seu alto
grau de conservagao com a presenca de regides de sequéncias variadas, o 16S rDNA & usado
como um marcador filogenético. A sequéncia do 165 rONA permite a identificacéo e afiliacéo
taxonGmica de diferentes seres vivos, incluindao linhagens microbianas presentes em amostras
do meio ambiente. Alem disso, essa tecnica permite a identificacao de organismos desconhe-
cidos e fornece informacdes sobre a biodiversidade nos ambientes, inclusive o marinho. Apesar
de suas vantagens, tem como limitacao o fato de prover informacgoes restritas a distribuicéo e
fisiologia do organismo no ambiente natural.

2,72 GENE 185 rRNA

Assim como o gene 16S rRNA, a amplificag@o do gene 18S rRNA se da por meio de pri-
mers especificos. Esse gene € um RNA ribossomal, componente nuclear da subunidade menor,
presente em eucariotos. A identificacao desse gene é popularmente utilizado em pesquisas
sobre diversidade e jafoi utilizado para identificar microbios eucarioticos de ambiente marinho
e para diferenciar organismaos.

2,73 GENE 285 rRN/

Gene nuclear codificante para RNA da subunidade maior ribossomal de eucariotos. O
gene 28S rRNA e utilizado para estudos de filogenética e DNA barcoding. Ja foi utilizado para
identificagao da composicao de espécies e distribuigao de organismos, como exemplo, pre-
senca do DNA de crustaceos em sedimentos de lagos da Antartica.

Quadro comparativo

Existem diversas técnicas de biologia molecular que podem ser utilizadas para o estu-
do de organismos marinhos. As mais utilizadas estao descritas de forma resumida na Tabela 1.

Tabela 1. Comparacao de tecnicas mais utilizadas para identificacdo de marcadores moleculares.

BASEEM FACILIDADE OQUALIDADE DO POSSIVEL

TECNOLOGIA PCR DE USO DNA AUTOMATIZAGAO REPRODUTIBILIDADE
Alozima Nao Sim Alta Baixa Baixa
RFLP MNao Nao Alta Baixa Alta
RAPD Sim Sim Alta Moderado Baixa
AFLP Sim Sim Moderada Maderado Alta
Microssatélite Sim Sim Moderada Alto Alta
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BASEEM FACILIDADE QUALIDADE DO POSSIVEL
TECNOLOGIA PCR DE USO DNA AUTOMATIZAGAO REPRODUTIBILIDADE
SNP Sim Sim Alta Alto Alta
DNA Barcoding S5im Sim Alta Alto Alta

2.8 DESENVOLVIMENTO DE OUTRAS TECNOLOGIAS

A descoberta da PCR foi um marco historico na analise de genoma e trouxe uma nova
classe metodoldgica capaz de detectar marcadores de DNA: as sondas. Para estudos béasicos
em lahoratorios de biologia molecular, as sondas normalmente sdo usadas para identificacéo
e isolamento de genes ou sequéncias relativas. Em teoria, qualquer acido nucleico pode ser
utilizado como uma sonda, desde que seja possivel identificar e quantificar maoléculas hibridas
formadas pelajuncéo da sonda com a sequéncia especifica a ser detectada.

Apds a hibridizacao, as sondas devem transmitir um sinal para que seja feita a detec-
cao da sequéncia homologa. Para isso, costuma-se adicionar a sonda um sinalizador, que pode
ser um isotopo radioativo ou moléculas-sinais ndo-radioativas, como anticorpos fluorescen-
tes, enzimas que realizam a troca de cor do meio ou compostos gquimioluminescentes, que nao
interfiram na hibridizacao da sonda.

«  Sondas com marcacao radioativa: é considerado o método mais sensivel de deteccao. Ha
diversos tipos de isotopos disponiveis e eficientes quanto ao tempo de exposicao neces-
sério para permitir sua deteccao, além de ter um bom sinal. Entre eles estao 32P e 35S que
apresentam rapida deteccao.

« Sondas com marcacao nao-radioativa: técnicas que utilizam marcagoes alternativas aos
radioisotopos tém se tornado populares. Um exemplo disso é a utilizacao da biotina que
tem afinidade com certos tipos de glicoproteina. Alem disso, surgem alternativas, como a
hibridizacao de ligantes aderidos a sonda com proteinas especificas que podem ser mar-
cadas com moléculas enzimaticas ou fluorescentes. Isso permite que varias sondas sejam
monitoradas simultaneamente, desde gue cada ligante emita sinais diferentes.

As sondas quimioluminescentes também séao eficientes. Seu sistema é baseado no
uso de duas diferentes sondas que séo complementares a um segmento de DNA e se ligam nas
extremidades opostas de um determinado gene. O primeiro marcador € um guimioluminescen-
te complexo que emite um determinado comprimento de onda, capaz de excitar a molecula
presente na outra sonda, e esta, por sua vez, € capaz de emitir luzem um comprimento de onda
diferente, que pode ser detectado por um equipamento fotomultiplicador. Contudo, para que o
sistema seja efetivo, as duas sondas devem hibridizar no local correto e a transferéncia energe-
tica depende da distancia entre ambas.

As aplicabilidades das sondas sao inumeras. Entre elas estdo: identificacao de RFLP
para estudos de evolugao, mapeamento e relagao espécie-especifica, hibridizagao in situ(FISH)
(descrito abaixo) e isolamento de genes. Além disso, as sondas podem diferenciar espécies por
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meio de dois diferentes métodos de preparo: (i) mantendo a célula estudada intacta, possibili-
tando, inclusive, uma analise morfologica, como no caso da utilizagao de sondas marcadas com
moléculas fluorescentes (ex.: FISH), que séo hibridizadas com ribossomos presentes na amos-
tra para deteccgdo dos mesmos por meio de microscopia ou citometria de fluxo; (i) extragdo dos
acidos nucleicos e aplicacao das sondas para hibridizagéo com &cido nucleico de interesse (mi-
croarranjo, biossensores), ou para amplificar regioes de barcode (através de RT-gPCR). Nesse
caso, a detecgao da sonda é feita por colorimetria ou eletroquimica.

2.81HIBRIDIZACAD INSITUD

A técnica FISH (Fluorescence In Situ Hybridization) permite investigar a estrutura do
padréo genetico de uma populacao sem utilizar sequéncias especificas amplificadas por PCR
e sem a necessidade de fazer cultivo de micro-organismos. Ela & capaz de detectar sequén-
cias de DNA ou RNA em uma seccéo tecidual diretamente e em cromossomo metafasico, sem
alterar a morfologia da célula ou tecido, através da visualizacao direta através de microscopios
oticos capazes de detectar fluorescéncia.

A FISH & baseada na formacgao de uma dupla fita hibrida devido & ligagdo do segmen-
to-alvo de DNA ou RNA com uma sonda fita simples complementar marcada com fluorescén-
cia (dita marcacao direta) ou com hapteno, uma molécula pequena que quando se liga a uma
proteina leva a uma resposta imune (marcacao indireta). A hibridizagao entre DNA alvo e sonda
e averiguada ou pela deteccéao da fluorescéncia ou pela utilizagao de sistemas de detecgao en-
zimatica ou imunaologica. Apesar de a metodologia de marcac&o direta ser mais rapida, a mar-
cacao indireta tem como vantagem ter um sinal mais amplificado devido & presenca de varios
anticorpos gerando esse sinal. Um exemplo da utilizacao de FISH € a producao de sondas espe-
cificas de rRNA que permitem a identificacao filogenética de bacterias marinhas. Essas sondas
sdo observadas por meio de microscopia confocal ou fluorescéncia. A sensibilidade de analises
por FISH 168 rRNA, por exemplo, se da pelo fato de haver um alto numero de ribossomos por
célula e cada ribossomo contém uma copia de 165 rRNA, promovendo assim um forte sinal flu-
orescente.

2.8.2 MICROARRANJO (EM INGLES, MICROARRAY)

0 microarranjo &€ uma técnica em que barcodes (sequéncias de DNA conhecidas) sin-
téticos estdo aderidos em posicoes definidas em regides microscapicas de uma superficie de
vidro, formando assim uma matriz (Figura 3). Cada molécula de DNA aderida na matriz funcio-
na como uma sonda para detectar expressdo génica, também chamado de transcriptoma ou
transcritos de mRNA expressos por um grupo de genes. Se esses barcodes identificarem espée-
cies, o microarranjo & também chamado de filochip.

As etapas para a realizacao de um experimento de microarranjo incluem: (i) produgao
de microarranjo; (ii) isolamento e preparacdo da amaostra; (iii) hibridizacéo e (iv) analise dos re-
sultados. Antes da hibridizacao, os acidos nucleicos alvos (amostra) séo fragmentados para fi-
car em um tamanho determinado e posteriormente séo marcados com molécula fluorescente.
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Sondas

MICROARRANJO

Figura 3. llustracdo esquematica de um sistema de microarranjo.

Esses segmentos, quando encontram uma sonda de sequéncia complementar na matriz, se
ligam a ela (hibridizam). Entao, esse sistema passa pela identificagcdo em um equipamento que
verificara se ha fluorescéncia hibridizada nas sondas (se ha expressao de um gene especifico).

Filochips tém sido utilizados para identificar fitoplancton como algas toxicas e bacté-
rias marinhas. Microarranjo ja foi utilizado para detectar patdgenos nas aguas do rio Tibre, na
Italia, para verificar a qualidade da agua, por exemplo.

2.8.3 BIOSSENSORES

Os biossensores podem fazer a detecgao de quimioluminescentes ou eletroguimicos
por meio da técnica de hibridizagdo sanduiche. Nesse caso, uma sonda, dita captadora, € ade
rida e imobilizada em uma superficie. A amostra de DNA ou RNA de interesse € adicionada ao
sistema e liga-se nas sondas aderidas (quando complementares). Posteriormente, uma segun-
da sonda, chamada de sonda sinalizadora, liga-se também a sequéncia-alvo, formando um san-
duiche. Um anticorpo para detectar a sonda sinalizadora & acoplado com uma enzima capaz de
converter substratos inativos a um produto passivel de deteccéo colorimétrica. Ou seja, cor
indica hibridizacao das sondas com a amostra. Essa técnica é considerada sensivel, com boa
acuracia, versatil, rapida e barata. E utilizada para identificacdo de espécies e, assim como o
microarranjo, para identificacao de algas tdxicas, por exemplo.

3 | coNcLUSOES

Os oceanos cobrem cerca de 70% da superficie da Terra, e deles mais de 240.000 es-
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pecies de organismos ja foram descritos. Tornou-se possivel observar mais detalhadamente o
tamanho de sua riqueza e diversidade apos a descoberta da codificagdo da informagao genéti-
ca e 0s avangos em pesquisas nas areas de biologia molecular e biotecnologia. Essas tecnolo-
gias sao importantes ferramentas tanto para a caracterizacao e identificagao das peculiarida-
des de especies e populagdes, como para o aproveitamento de recursos valiosos ainda pouco
explora dos, como compostos e metabdlitos secundarios com potencial efeito farmacoldgico.
No decorrer das ultimas décadas, diversas metodologias foram sendo desenvolvidas a fim de
aumentar a compreensao sobre a evolugao dos organismos vivos, verificando suas diferencas
e similaridades genéticas. 0 ambiente marinho € repleto de vida, com imensa biodiversidade e,
emboratenharecebido mais atengao dos cientistas nos ultimos anos, ainda € pouco conhecido,
reservando um potencial inestimavel de recursos a serem trabalhados.
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