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RESUMO

Pseudomonas aeruginogaum patdgeno oportunista responsavel por infecgésscomiais
graves e que cada vez ganha destaque pelo desemmiv de multiressisténcia. O objetivo
deste trabalho foi avaliar o sinergismofdepachona com antimicrobianos convencionais e
sua atividade sobre fatores de viruléncia. Inicaite foram testadas dez cepas de
Pseudomonas aeruginosam fendtipo de resisténcia previamente definidestas, quatro
cepas (LFBM 01, LFBM 02, LFBM 16, LFBM 18) apresamatm um perfil de resisténcia a
ciprofloxacino, meropenem e cloridrato de cefepeanmor essa razao foram selecionadas para
este estudo. Para verificar o efeito sinérgicoreerd B-lapachona e o0s agentes
antimicrobianos, foi utilizou-se o método daheckerboard Os critérios utilizados para
avaliar a atividade sinérgica foram definidos péfalice da Concentracdo Inibitoria
Fracionada (FIC index). A partir dos melhores vedodo FIC index das associac@es
lapachona/antimicrobiano foram avaliadas a ativedaeistas sobre a producédo de biofilme e
piocianina. Os valores do FIC index variaram de2 g10,50 indicando uma interacao
sinérgica para a maior parte das associacdes. €ergaal de reducdo na formacdo do
biofilme foi acima de 70% para todas as associagazto parg-lapachona/meropenem
frente cepd.FBM 18. O percentual de reducdo na producdo deigrnma variou de 89,% a
98,9% e de 36 a 69,9% para a associacaf-ld@achona com cloridrato de cefepima e
meropenem respectivamente.

Palavras chave®?seudomonas aeruginasg-lapachona. Sinergismo. Biofilme. Piocianin



ABSTRACT

Pseudomonas aeruginosa is an opportunistic pathageponsible for serious
nosocomial infections and that time is highlightdy the development of
multiressisténcia. The objective of this study waevaluate the synergy pflapachone
with conventional antimicrobial agents and theitiaty on virulence factors. Initially
were assayed ten strains of Pseudomonas aerugmitsgredetermined resistance
phenotype. Of these four strains (LFBM 01, LFBM DEBM 16, LFBM 18) presented
one to ciprofloxacin resistance profile, meropenand cefepime hydrochloride and
therefore were selected for this study. To verifg synergistic effect between tfe
lapachone and antimicrobial agents, was used tkekehboard method. The criteria
used to evaluate the synergistic activity were rafi by the Index of Fractional
Inhibitory Concentration (FIC index). From the top the FIC index values fop-
lapachone / associations antimicrobial activity tbese were evaluated for the
production of pyocyanin and biofilm. The FIC indealues ranged from 0.12 to 0.50
indicating a synergistic interaction for most orgations. The percentage reduction in
biofilm formation was above 70% for all associaiprexcept forp-lapachone /
meropenem front strain LFBM 18. The percentage ¢goi in pyocyanin production
ranged from 89% to 98.9% and 36 to 69.9% for tredaation ofp-lapachone with

cefepime hydrochloride and meropenem respectively.

Key words: Pseudomonas aerugingskpachone. Synergism. Biofilm. Pyocyanin
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1. APRESENTACAO

A antibioticoterapia representou um avango para eseavolvimento da
humanidade, a possibilidade de tratar doencasadiofes contribuiu para os avangos da
medicina, no entanto a falta de critérios na sii@agéo tanto pela comunidade médica
como pela populacao levou ao aparecimento de legté@sistentes (Franco et al, 2009;
Davies e Davies, 2010; Palmeiea al, 2010; Chanda e Rakholiya011; Lago et al,

2012).

Os antibidticos exercem uma pressdo seletiva ngmilgagbes bacterianas
favorecendo o surgimento de microorganismos molgaresistentes (MDR) (Marceau
et al, 2013).

A multirresisténcia é definida como a falta de #mhdade a varios
antimicrobianos de classes diferentes e 0 seuargEs@umento tornou-se um grave
problema de saude publica em todo o mundo (Frahcal, €2009; Nikaido, 2009;
Bassetti et al, 2013).

Associado a este problema, a falta de novas terajgian preocupado as
autoridades de saude. Diante desta situacdo dévamstuicbes internacionais tais
como a Organizacdo Mundial de Saude, o Centro [Eurde Prevencédo e Controle, a
Sociedade Americana de Doengas Infecciosas proma@ies conjuntas com as
industrias farmacéuticas, numa tentativa de estéimaupesquisa e o desenvolvimento de

novos agentes antimicrobianos (Boucher 2@l 3).

As bactérias multirressistentes comumente isolagagencem a um grupo
denomimado “"ESKAPE"", assim designado por suaccdgde de escapar a acao
antimicrobiana e apresentar variados mecanismospategénese, transmissdo e
resisténcia. Fazem parte desse grigmerococcus faeciunstaphylococcus
aureus Klebsiella pneumonigeAcinetobacter baumannjiPseudomonas aeruginosa

Enterobactersp (Bassetti et al, 2013).

O grupo ESKAPE representa um desafio para a tetispéantimicrobiana, as
possibilidades de abordagem sé&o reduzidas, e ésscds tratamento mais elevados
(Franco et al, 2009; Davies e Davies, 2010).



Estima-se que o gasto anual de tratamento sejad#anode 4,5 bilhdes de
dolares, o que representa custos em torno de 70%atesados quando comparados as
infeccdes causadas por microorganismos nao regstédorales et al, 2012; Testa e
Johnson, 2012).

Pseudomonas aeruginosa um bacilo Gram-negativo, nao-fermentador, de
distribuicdo ubiquitaria, ou seja pode estar priesew ambiente ou fazendo parte da
microbiota normal do ser humano e por essa rae#ioe §omo reservatorio potencial de
infeccbes (Deshmukh et al, 2013). Essa caractaisgénquadraPseudomonas
aeruginosa como um microorganismo oportunista uma vez quamante causa
infeccdes em individuos saudaveis (Tomaras eDdB)Y Esta bactéria esta comumente
relacionada a infecgcbes nosocomiais graves, muiaes fatais, especialmente em
individuos imunocomprometidos (Viedma et al, 2012).

Gentamicina, amicacina, tobamicina, piperacilinaztremnan, cefepima,
meropenem, cefepima, ceftazidima, ciprofloxacin@vrdfloxacina, doripenem,
imipenem, piperacilina-tazobactam, ofloxacina, loawcina, ticarciclina, e polimixina
B sdo antimicrobianos recomendados para tratameaso infecgcbes causadas por
Pseudomonas aeruginog&€LSI, 2013). Entretanto a polimixina B s6 € usadano
dltima alternativa devido a sua alta toxicidade if@urdes et al, 2010; Neves et al,
2011).

A pesquisa para o desenvolvimento de novos antimi@nos clinicamente mais
seguros € o objetivo de estudo de varios cientatasodo o mundo (Rodrigues et al,
2012; Costa et al, 2013).

Algas marinhas, fungos e especialmente extratqdastas sdo estudados como
fontes de compostos biologicamente ativos (Guinsaeéal, 2010; Palmeiet al,2010;
Elaissi et al, 2012). Metabdlitos secundariosdpridos por vegetais superiores sao
fontes primarias de moléculas bioativas, principalta aquelas com potencial

microbicida (Noumedem et é&d013).

Dentre os diversos metabdlitos secundarigslapachona, classificada como
uma naftoquinona vem sendo alvo de diversos espmtosuas propriedades bioldgicas,
sejam elas: antifungicas, antivirais, antitumorastiparasitarias e antibacterianas
(Ferreira e Souza, 2003; Antunes et al, 2006; ®it\a, 2009; Macedo et al, 2013).



Desta forma este trabalho objetiva uma avaliagcdoadt@Emicrobianos em
associagdo com frlapachona frente a cepas Bseudomonas aeruginosaultidroga
resistentes e a atividade destas associa¢gbesabbmmacao de biofilme e a produgéo

de piocianina.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

A extensa utilizagdo de antimicrobianos no ambidrdspitalar, favorece o
aumento da resisténcia bacteriana, a disseminagsses patdgenos € facilitada pela
presenca de individuos imunocomprometidos ou qudizeeam procedimentos
invasivos 0S quais apresentam uma maior probatididde serem contaminados
(Nogueira et al, 2009). A vulnerabilidade e a pnesede bactérias resistentes induz o
surgimento de infeccbes nosocomiais graves que amleva relacdo
morbidade/mortalidade (Nangino, 2012).

Pseudomonas aeruginosa@ responsavel por cerca de 10% das infecgbes
hospitalares registradas (Figueiredo et al, 2003talds et al, 2012). E agente causal de
infeccbes agudas oportunistas da pele e tecidossnmi cronicas como infeccdes
cirdrgicas, oculares, do trato urogenital, sepseumonia nosocomial em entubados,
como também tem uma importante participacdo no ressgyo comprometimento
pulmonar em pacientes com fibrose cistica (Tiaeml, 2010; Heimer et al, 2013;
Melzere Welch, 2013; Wargo, 2013).

2.1.1Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosaum bastonete Gram-negativo, ndo esporulado,Iméve
contendo um unico flagelo polar simples, emboraralags cepas possam apresentar dois
ou trés flagelos. A sua membrana externa é compustgroteinas e como todos os
Gram-negativos por lipopolissacarideo e fosfolggdLiang et al, 2011).

S&o bactérias aerébias, porém dependendo dassténogras ambientais podem
crescer anaerobicamente na presenca de nitrato @ceptor de elétrons e em meios de
cultura contendo somente acetato como fonte deowcark sulfato de aménio como
fonte de nitrogénio num processo chamado de diésai¢do (Arai 2011; Toyofuku et
al, 2012).

A versatilidade nutricional deste microorganisma f@om que persista por
longos periodos em ambientes adversos e apreserateampla distribuicdo seja no
solo, agua, fazendo parte da microbiota normal iddssziduos, residuos de sabéao,
superficies de materiais cirargicos e até mesmo alguns antissépticos
(Balasubramanian et al, 2013).

A patogénese d®seudomonas aeruginosesta associada a uma falha nos

mecanismos de defesa do hospedeiro como imunodépresiunda de falhas das
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barreiras cutaneas ou mucosas provocadas por gle@sa cirurgias bem como da
presenca de diversos fatores de viruléncia respeisspor colonizagdo no hospedeiro
(Liang et al, 2011; Tomaras et al, 2013).

Os mecanismos de virulénaile Pseudomonas aeruginosampreendem tanto
componentes morfolégicos como pili, flagelos, lipigsacarideo, alginato como
compostos secretados: exotoxinas, proteases, ssastpigmentos e polissacarideos
extracelulares que sao responsaveis por danosiééxid favorecem a lise celular e a
sua disseminagado na corrente sanguinea (Balasulieamet al, 2013; Tomaras et al,
2013).

2.1.2 Fatores de viruléncia d®seudomonas aeruginosa

2.1.2.1 Fatores Morfolégicos
Fimbrias ou Pili

O Pili dePseudomonas aeruginogaformado principalmente por um conjunto
de quatro subunidades de pilina também conhecidw qoili tipo IV. Esse sistema
polimérico € capaz de mediar diversas funcOes arelsi tais como: motilidade,
participacdo na formacgdo do biofilme, adesdo, pm@cdo de DNA durante a
conjugacgédo contribuindo dessa forma para a formag® genomas bacterianos e
evasao do sistema imunologico (Giltner et al, 2012)

O Pili tipo IV € montado numa estrutura helicoidam regides de aminoacidos
altamente conservadas e regides menos consenfagascdo conservada € o dominio
hidrofébico N-terminal e constitui o nucleo cential estrutura, sendo responsavel pela
organizacdo das fibras de pilina durante os proses® montagem/desmontagem,
proporcionando extrema resisténcia mecanica (Kabhpp Derrick2011; Giltner et al,
2012).

A porcdo anfipatica C-terminal é menos conservadaapeesenta uma
variabilidade funcional que altera continuamentearatigenicidade dessa regiao,
dificultando o reconhecimento pelo sistema imunicldglo hospedeiro (Giltner et al,
2012).

No papel de adesina, promove a ligacdo da badérizlulas hospedeiras por
meio de interacdes com receptores glicopeptideosL@VEM-2 presentes na superficie
das células. Iniciando assim, o processo de cAgQad (Karuppiah e Derrick2011;
Giltner et al, 2012).



Pseudomonas aeruginosambém usa o Pili como mecanismo de locomocao
através de sucessivos ciclos de extensédo e retoscgoais sdo dependentes de ATP e
ATPases hexaméricas. Apds a hidrélise do ATP, énepgimica € transformada em
energia mecanica, e o pilus sofre mudancas coafdamais que resultam num
processo de polimerizacao reversivel de proteimasaindo um complexo sistema de
montagem e desmontagem das fibras helicoidais tandeéhecido por espasmos de
motilidade (Jin et al, 2011; Karuppiah e Derrj@011; Giltner et al, 2012).

A patrticipacao do Pili na formacéo do biofilme cagameom a adeséo inicial seja
em superficies soélidas ou nas células do hospedeiratravés dos espasmos de

motilidade promove a remodelacao do biofilme (@ittat al, 2012).

Figura 1:A Pili tipo IV P. aeruginosgwww.sfu.ca/mbb/faculty/craig/Background.htm)
acessado em 01/10/2018;Extensédo e retracdo do Pili tipo IV erR. aeruginosa
(journal.frontiersin.org/Journal/10.3389/fmicb.2000029/full), = acessado em
01/10/2014
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Flagelo

Pseudomonas aeruginosapresenta um flagelo polar que possibilita a bectér
se locomover, a unidade estrutural é a flagelina proteina com carater adesivo que
permite ligacdo com superficies inertes ou comeadas epiteliais (Tran et al, 2011).

A motilidade flagelar € um processo com granddéogds energia e envolve a

expressdo de mais de 40 genes que codificam pastegyguladoras, componentes
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estruturais do aparelho de secrecao flagelar e agent, proteinas envolvidas na
geracao da forca de rotacdo do motor e 0 mecargsmaontrola a quimiotaxia flagelar
quando a bactéria se move em direcdo a um amhimeai® favoravel (Amiel et al,

2010). O flagelo pode ser dividido em trés partescorpo basal incorporado a
membrana celular (motor rotativo), o gancho (esteuintermediaria que transfere a
forca do motor para o filamento) e o filamento cesa@vel por produzir o impulso
(Morimoto e Minamino, 2014). Este sistema fornecergia para o binario de rotacéo
de um filamento helicoidal das subunidades de ig®etde flagelina que funcionam

como uma hélice (Amiel et al, 2010).

Figura 2: Estrutura flagel&. aeruginosgMorimoto e Minamino, 2014)

FliiD \

FigE S
FIiE, FigB, FIgC, \

FigF, FigG (Rod)

FigH (L ring)
Flgl (P ring)

B Copo basal (motor)

FIiG, FliM, FIiN
(C ring) Aparelho de exportagdo

O motor flagelar é formado por um rotor e estatocesotor € um multiplo
complexo constituido por quatro proteinas flagstafdiF, Flig, Flim e Flin Este
motor funciona como um interruptor molecular, determirarad rotacdo no sentido
horario ou anti-horario (Amiel et al, 201Morimoto e Minamino, 2014). A proteina
Flin interage com os componentes do sistema desg®ertipo Ill, facilitando a
montagem e auxilia na entrega de subunidades deimaie constituintes das partes
exteriores da estrutura (gancho e filamento) (Etal, 2011).

A segunda estrutura é o estator (espécie de comimmestacionario onde o
motor roda) formado por quatro proteinas de mensbmategrais MotAB e MotCD,

ancoradas ao peptidoglicano (Amiel et al, 2010)en&rgia produzida pelas interacdes



entre MotAB e Flig gera a forca motriz necessarémapo sistema (Morimoto e
Minamino, 2014).

A flagelina, codificada pelo gene fliC é o prindim@mponente proteico do
filamento flagelar (Campoddnico, et al, 2010). Agitlina além de ser parte constituinte
do flagelo auxiliando na motilidade, tem a cardstma de ser imunogénica, ou seja,
guando ligada ao receptor Toll-Like Cell cinco res na superficie celular estimula o
sistema imunolégico através da inducdo da liberaigicritocinas, especialmente a
interleucina 8 (IL-8) que atrai e ativa polimorfaheares (Mizel e Bates, 2010; Bucior
et al, 2012; Pichert et al, 2012;Parker e Prin6&32.

A perda da flagelina ou sua expressdao modificadavéd de uma mutacao
facilita a evasdo fagocitica do sistema imunologiesa bactéria resultando num

aumento da populacéo bacteriana (Lovewell et dl120

Lipopolissacarideo (LPS)

E o principal composto presente na membrana extdendactérias Gram-
negativas, responsavel pelas interacées com o ex¢@no e com 0s receptores da
célula hospedeira. Estruturalmente € formado @srregides definidas: o lipideo A que
€ o componente toxico de LPS, formado por uma polgdrofébica composta por
dissacarideos ligados aos acidos graxos de caddia € grupos fosfatos; o cerne
constituido por sequéncias nao repetidas de ohgasisleos, e subdividido em partes
interna e externa; e antigeno O ou S que ég&aehidrofilica constituida por
oligossacarideos (Huang et al, 2012; Chiku e@l,3). As fortes ligacdes entre os
grupos fosfatos e os oligossacarideos sao respmasgela estabilidade da

membrana (Straatsma e Soares, 2009).



Figura 3: Lipopolissacaridd®. aeruginosahttp://commons.wikimedia.org/wiki/File:LPS.j)
acessado em 08/10/2014
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ApoOs a lise da célula bacteriana e liberacdo de aft8re uma forte resposta
imunologica, isto acontece através de uma interdgdbPS com receptores Toll-like
quatro e co-receptores (MD-2,CD14) presentes neerfoe de macréfagos e
neutréfilos. ApOs esta interacdo ocorre o estiniéds vias transdutoras de sinal,
culminando com a producédo de citocinas inflamastiaés como interleucinas 1, 2 e 6,
fator de necrose tumoral, interferon, e proteira$ade aguda. Se a quantidade de LPS
liberada for grande, ocorre uma super estimulagdosidtema imunologico com
liberacdo excessiva de mediadores inflamatoérioslepdo levar ao choque séptico
(Huang et al, 2012).

Alginato

O alginato é um polissacarideo de elevado pesocuialeconstituido da sintese
de D-residuos do acido manurdnico unidos por ligagglicosidicas, (Franklin et al,
2011; Riley et al, 2013).

A producdo do alginato é geneticamente reguladafreleos varios genes
participantes deste processo, destaca-se o0 gene té&igbém conhecido como fator

sigma, responsavel pela transcricaald® (Yin et al, 2013).



Doze proteinas envolvidas na biossintese, modéacexportacdo do alginato
sao codificados pelo operohlgD (algD, alg8, alg44, algK, Alge, algG, algX,
algL,ALGI ,algJ, algF,alga ), outras proteinas necessarias ao processintdse do
alginato, entre elas a AlgC, sao codificadas emagpdrte do genoma (Rehman et al,
2013; Okkotsu et al, 2014).

A sintese do alginato forma um gel em torno dadvegtformando uma barreira
protetora e possibilitando que as colbnias tomera canacteristica mucéide (Huang et
al, 2012; Okkotsu et al, 2014). Uma superexpresséorelacionada com maior adesao;
aumento da resisténcia a fagocitose e alta tolexr@os anticorpos (Balasubramanian et
al, 2013; Yin et al, 2013).

A superproducéo de alginato pode ser estimuladadparsos fatores que
ativam a transcricdo ddgD como alta osmolaridade, diminuicdo de fosfatodfesr
perturbacdo da membrana induzida por etanol, agsimo eventos proteoliticos
induzidos por estresse de membrana (Damron eDHB; Xin et al, 2013).

Esses eventos induzem a superproducdo de alginsteelade pos-traducgédo, a
outra forma de superproducdo de alginato € a ngexiético por mutacdes
cromossOmicas que desregulam sua producdo, € comagminfeccdes crénicas a
expressao do fenotipo mutado com elevada produg@tgthato (Okkotsu et al, 2014).

O controle negativo de sua producao € realizada jpedteina transmembrana
MucA cuja porcdo C-terminal estd localizada no glasma e a N-terminal no
citoplasma, seu mecanismo de acao consiste enmestegjuo fator sigma para o interior
da membrana (Damron et al, 2013; Yin et al, 20X3)tras proteinas também
desempenham um papel de reguladores negativos: MueBnterage com o a porcao
C-terminal de MucA, protegedo-a da degradacdao glitite; e MucD que é uma serina
protease cuja funcdo € a manutencdo da estabilidadgeriplasma através da

degradacédo de proteinas deformadas (Damron €118).2
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Figura 4: Biossintese do alginaté®. aeruginosa (Franklin et al, 2011)
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2.1.2.2 Fatores secretados p&tseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosatiliza um sistema de comunicagdo chamado de
quorum sensingQS), através do qual as células bacterianaszagalaa comunicacao
entre si, por meio da difusdo de pequenas molésutatizadoras também conhecidas
como auto-indutoras. Este processo acontece devidapacidade das bactérias em
detectar a densidade celular local e coordenar eaampentos de grupo (Tomaras et al,
2013). Partindo deste sistema de comunicacdo asonganismos patogénicos regulam
a expressdo dos seus fatores de viruléncia de famganizada, facilitando sua
sobrevivéncia no ambiente ou no organismo hospedg@limenez et al,2012;
Balasubramanian et al, 2013).

O primeiro sistema de sinalizacao gigorum sensinglescrito foi o Lux, que
envolve a participacdo do auto-indutor tipo Luxd@ proteina ativadora LuxR (R-
proteina). Com o aumento da densidade celular femtée aumenta também a
concentracdo intracelular do auto-induteacil-homo-serina lactona (AHLs), uma
molécula anfipatica formada por um dominio polagl éactona da homosserina e outro
apolar cadeia lateral de acido graxos (Shroutt &l,2011; Jimenez et a2012). A
natureza anfipatica das moléculas de AHLs facdita difusdo no ambiente aquoso
celular, como também através da bicamada fosfadidlas membranas celulares
(Shrout, J. et al, 2011).
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P. aeruginosapresenta dois sistemas auto-indutores AHLs: ela®&hl. Las é
produzido pela sintese do gdasl e reconhecido pelo regulador de transcri¢cdo LasR,
induzindo a secrecao d¢3-oxo-dodecanoil homoserina lactona (3-oxg-&SL). O
Rhl tem sua sintese controlada pelo gdtie seu regulador de transcricdo € o RhIR e
sintetiza N-butanoil homoserina lactona £4EISL), sua ativacao é posterior ao sistema
LasR (Reis et al, 2011; Jimenez et28l12).

A presenca dessas moléculas induz a expressaoride fatores de viruléncia
como elastases, exotoxinas; estimula a produca&can®olipidos e piocianina e
biosintese e montagem do sistema de geral de &ealegoxinas tipo Il (Jimenez et al,
2012).

Um terceiro sistema auto-indutor dguorum sensingé o Pseudomonas
quinolona sinalizador (PQS) regulado por gepgs da biossintespqsABCD que
sintetizam a molécula precursora 2-heptil-3-hidbxjuinolona a partir de antranilato e
acido graxo. PQS se liga ao seu receptor PgsRguwar® sistema de auto-indugéo
coordenando também a expresséo de fatores dendgialéespecialmente a piocianina
(Jimenez et aR012).

Figura 5: Regulagéo dQuorum Sensing. aeruginosgShrout et al, 2011)
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O quorum sensindQS) também regula o sistema geral de secrecaollip
(SSTHI), que € o grande responsavel pela secrelglo fatores de viruléncia da
Pseudomonas aeruginos@leves et al, 2005). O SSTIll consiste num sistema
macromolecular formado por diversas proteinas adooma membrana plasmatica
bacteriana. Quando ativado pelo contato com a aéhaspedeira este sistema é
liberado, atravessa toda a estrutura da céluleetiach até a membrana da célula
hospedeira e ai libera suas toxinas (exoenzimaggses, elastase, fosfolipase) (Galle
et al,2012). Sua induc&o acontece tanto pelo contatoacoétula hospedeira como por
baixas concentra¢cfes do ion calcio (Bleves el0@l5R

SSTIIl é constituido por um corpo basal, onde astibrado uma estrutura em
forma de agulha ou injectisoma o qual é estrutupmtouma polimerizacdo helicoidal
de proteinas, e responsavel por introduzir as &sxsecretadas na célula hospedeira
(Veesenmeyer et al, 2009; Galle et24112).

A montagem de um injectosoma funcional ocorre perongda organizagao de
proteinas: POPB e POPD protéinas hidrofébicas rssp@is por promover a
oligomerizacdo do poro de translocacdo através uld gs proteinas efetoras sao
injetadas; a proteina PcrV hidrofilica ndo integm@apriamente o poro, porém sua
presenca € necessaria para a formacédo de poreandmtacado efetivos (Veesenmeyer
et al, 2009; Galle et a2012).

O SSTII também é composto por pequenas proteit@licas, as chaperonas,
divididas em trés classes com func¢@es distintassel | regula a formacéo de poros;
classe Il atua nas subunidades da estrutura enafdenagulha e classe Il é adjuvante
das toxinas efetoras (Galle et 2012). O sistema de chaperonas funciona como um
autoregulador, inibindo a secrecdo inapropriada tegnas ainda no ambiente
bacteriano, o que seria fatal para o microorganisrfaxilitando a secrecdo destas para
fora da célula bacteriana (Galle et2012).

Quatro toxinas efetoras foram identificadasrenaeruginosaExos, Exot, ExoU
e ExoY, raramente todas serdo expressas numa nmesirtge, mas Exos parece ser
comum em associacdo com as demais. A expresstas desinas tem relacdo com o
aumento do dano tecidual, proliferacdo bacteriaicatrizacéo retardada e agravamento
da evolucao clinica das infec¢des causadas pomrasteorganismdVeesenmeyer et
al, 2009; Galle et aR012).
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Exos e Exot sdo proteinas que apresentam uma €&Tdas dominio de
ativacdo N-terminal que codifica 0 complexo pratéRhoGTPase (RhoGAP) e um
dominio de adenosina difosfato C-terminal riboaiigferase (dominio-ADPRT) os
quais catalisam a transferéncia de ADP (adenosfoafato) as proteinas transdutoras
de sinal como a RAS. Ambas sdo formadas por umgal@adeira de aminoacidos,
onde os residuos N-terminais constituem os dosidésecrecdo, de ligagdo com as
chaperonas e de localizacdo da membrana. Essasadokiabalham em conjunto
inativando as GTPases e diminuindo a sintese de @#$4a forma a célula hospedeira
tem seu citoesqueleto de actina desestruturado, elala € induzida a morte por
apoptose (Veesenmeyer et al, 2009; Galle &(d12).

ExoU é a toxina mais virulenta, constituida peloain@acidos serina e
asparagina, apresenta trés dominios na porcaanihtd (Galle et al2012). Apos sua
interacdo com a enzima superoxido dismutase ndacBhspedeira ativa a via da
fosfolipase A2, gerando uma forte atividade prdaimatéria com grande producéo de
acido araquidonico, resultando numa secrecdo exad@rde prostaglandinas que
promovem uma intensa inflamacdo com elevado damidu e lise celular

(Veesenmeyer et al, 2009).

ExoY é uma adenilciclase solavel, apresenta domidios que atuam em
conjunto, sua secrecdo aumenta o0s niveis de AMRwplasmaticos, induz a
hiperfosforilagcdo da proteina Tau que tende a segag altera a estabilidade dos
filamentos de microtubulos, induz a formacdo gmess inter-endoteliais e aumenta a
permeabilidade vascular no tecido pulmonar (Gali,2012; Ochoa et al, 2012).

A expressao e liberacdo de exoenzimas promove dacidsiais locais, facilita a
disseminacdo da bactéria e infeccao sistémica, adénnduzir a uma cicatrizacao
retardada (Galle et al, 2012).
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Figura 6: Estrutura sistema geral de secrecadltigd aeruginosgGalle et al2012)
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E a proteina mais toxica e com maior relacdo cowiridéncia da bactéria,
excretada como um unico polipeptideo toxico (Daeinal, 2009; Morlon-Guyot et al,
2009).

Constituida por trés dominios estruturais: dominie por¢do amino-terminal
que interage com o receptor da célula eucariodoainio Il - porcdo do meio que
facilita o transporte através da membrana da cé&utariotica; dominio Ill — porcao
carboxi-terminal onde se localiza o sitio enzinatiente ativo (Morlon-Guyot et al,
2009; Tanom et al, 2013).

A toxina penetra na célula hospedeira atravésirdeprocesso de endocitose
mediado pela ligacdo do dominio | com o receptocéiala hospedeira, transloca-se
para o citoplasma da célula, onde a exposicdo eamo pH promove mudancas
conformacionais dentro do endossoma pela ativagdoddminio Il e Il induzindo a
ribosilagdo do ADP (adenosina difosfato) inativaadsim o fator de alongamento E2F,
dessa forma a sintese proteica € inibida com qoesée morte celular. A exotoxina A
também é responsavel por danos teciduais locams/asao bacteriana, assim como

contribui para a inibicdo da resposta imunolégicdospedeiro (Tanom et al, 2013).
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O alto teor de ferro presente no meio € um reguladgativo da producéo da

exotoxina A (Davini et al, 2009).

Proteases

Vérias enzimas proteoliticas sdo secretadasPpeudomonas aeruginosaiie
atuam em conjunto degradando componentes teciguds sistema imunoldgico do
hospedeiro, este fato aumenta sua patogéneselitafacdisseminacéo (Andrejko e
Dudka, 2012; Andrejko et al, 2013).

A elastase A, codificada pelo gerasA é uma metaloproteinase de
aproximadamente 22 kDa, pertencente a fanfiligica é também conhecida por
estafilolisina por lisaStaphylococcus aureysela clivagem da ligacdo da pentaglicina
com o peptidioglicano. Esta enzima também é respahgpor clivar as ligacdes
peptidicas Gli-Gli presentes na elastina, a prateonstituinte dos vasos sanguineos
(Andrejko et al, 2013).

A elastase B é codificada pelo gdaeB também chamada de pseudolisina, é
uma endopeptidase de 33 kDa pertencente a faeritielisina, apresenta o ion zinco
no seu sitio ativo. Promove a hidrolise dos compta®e da matriz extracelular
danificando os tecidos do hospedeiro. A acéo astade B provoca danos nos tecidos e
inflamacgéo persistente pois, degrada fibrina e gerld além de proteinas do
complemento, imunoglobulinas A e G, lisozimas pnesenas células das vias aéreas e
proteinas surfactantes protetoras da mucosa puinfoang et al, 2011; Andrejko e
Dudka, 2012; Garner et al , 2012; Andrejko et2013).

Esta enzima também participa da formacdo do hiefil facilitando a
colonizacéo e invasao pBr aeruginosa(Garner et al , 2012).

A protease alcalina, codificada pelo gapea € também uma metaloprotease,
com 56 kDa envolvida na lise da caseina, fatonelose tumoral, componetes do
sistema complemento, inibidor de proteina%e-interferon gama e metaloproteinases
da matriz celular (Andrejko et al, 2013).

A protease IV é uma endoprotease de serina commekecular 26 kDa, cliva
especificamente substratos da porcado carboxila résgluos de lisina. Também
participa da degradacdo de elementos do sistemapleoranto, fibrinogénio,
plasminogénio e imunoglobulinas (Andrejko et al, 13p
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Ramnolipidio (Rhl)

Séo glicolipidios extracelulares constituidos por fragmento de acido graxo
hidrofébico e duas moléculas hidrofilicas de L—ras® essa porcdo possibilitaPa
aeruginosautilizar diversas fontes de carbono, tais comaaleanos (Morris et al,
2011; Bazire e Dufour, 2014).

Ramnolipidios apresentam propriedades tenso-ativaisiam como agentes de
solubilizagdo degradando o surfactante pulmonanticggm no processo de
assimilacdo de substratos insollveis principalmehidgrocarbonetos, alteram a
hidrofobicidade celular e a motilidade de supefimterferindo na funcéo ciliar
traqueal. Também tem participacdo na formacao dfilrbe, inibicdo da fagocitose e
ainda atuam como hemolisinas (Reis et al, 201 liy8azDufour, 2014).

Contribui para a motilidade, funcionando como ugerde de molhagem
reduzindo a tensado superficial e facilitando o a@lsmhento bacteriano (Glick et al,
2010). Seu envolvimento na formagédo do biofilmecfona como um fator de
viruléncia sobre dois aspectos: o primeiro é neiahzacao do biofilme atuando como
um agente protetor contra outras espécies micrabjam 0 segundo € quando esse
biofilme esta bem desenvolvido e o microambieptaera a sofrer com o esgotamento
de nutrientes, sendo necessario uma ruptura otadér dessa estrutura pela formacgéo
de cavidades por onde sairdo células isoladas mmatpdos de microorganismos
(Chrzanowski et al, 2012).

A producdo de ramnolipidio é estimulada por nivéisvados de nitrato,
glutamato e aspartato. E situagbes nas quais éssfale nitrogénio e fésforo estédo
limitadas, neste caso aumento da sintese de rgiftioliacontece pela necessidade de
motilidade para a busca de fontes ricas em nuésefiReis et al, 2011; Chrzanowski et
al, 2012).

Ramnolipidios tem aplica¢des industriais pelosauel como biorremediadores.
A liberacdo de ramnolipidios leva a hidrélise denpostos hidrofébicos como por
exemplo os hidrocarbonetos, além de interferirideofobicidade de outras espécies de
microorganismos contribuindo nos processos de bradecdo (Chrzanowski et al,
2012).
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Fosfolipase C (PIc)

Pseudomonas aeruginogmoduz quatro tipos de fosfolipases C: Plc A eBPIc
ndo hemoliticas e zinco dependentes com fun¢ddégiias ainda ndo muito bem
esclarecidas, embora a Plc B pareca ter afinidadefgsfolipidios constituintes do
surfactante pulmonar (Truan et al, 2013).

A forma hemolitica da fosfolipase C € co-expregga duas proteinas
sobrepostas, que atuam como co-chaperonas formhemwodominios complexos
secretados para o meio extracelular. Atuando slesdfingomielina e a fosfatidilcolina
principais constituintes do surfactante pulmonan consequente liberacdo de ceramida
e diacilglicerol respectivamente. A ceramida € gpoptotica e o diacilglicerol induz a
resposta proliferativa das células eucariética®rigd et al, 2011; Hogaet al, 2011;
Sot et al, 2013; Truan et al, 2013).

Siderdéforos

As bactérias necessitam de ferro para o seuigrestmo e sobrevivéncia, porém
em concentracdo regulada, pois o excesso desterdle leva ao estresse oxidativo
grave com formacéo de espécies reativas de oxigERO@s) e a sua caréncia limita o
crescimento microbiano. A homeostase deste ionréigaapor proteinas de reserva e
por um sistema de tamponamento (Balasubramanialn 2013; Romsang et al, 2014).
As concentracdes intracelulares de ferro tambétenfiam na expressdo de varios
fatores de viruléncia (Jimenez et2012).

O ferro disponivel no ambiente estd na sua formealiivel, e no hospedeiro esta
complexado em proteinas como lactoferrina, hemaggolransferrina. Para a absorcéo
Pseudomonas aeruginosiiliza estruturas chamadas de sideroforos quegsé@antes
de ferro responséaveis por sua internalizacéo, édree receptores de membrana externa
especificos que regulam a entrada destas molécnkas célula bacteriana
(Balasubramanian et al, 2013; Cornelis e Dingem20i3; Tomaras et al, 2013).

De acordo como o ferro € absorvido, os siderof@@s classificados em
diferentes tipos: fenolato, catecolato, hidroxamatrboxilato ou misto (Cornelis e
Dingemans, 2013).

A pioverdina € um pigmento que também participabsorcdo do ferro, tem sua
sintese aumentada nas baixas concentracfes daesteefmo classificada como um
sideroforo misto composto por uma cadeia de peptidmiavel e um cromoéforo

(catecolato) (Cornelis e Dingemans, 2013).
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Figura 7: Sistema de captacédo do Fe pelaeruginosaa esquerda inativo e a direita
ativo (Jimenez et a012).
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Biofilme

Biofilmes s&o comunidades multicelulares altamentaplexas, onde as
bactérias estdo em associacdo célula a célulaogporadas numa matriz polimérica
extracelular o que facilita a adesdo. Sao condtitupor proteinas, polissacarideos (o0
alginato é o mais expressivo; Pel e Psl sdo rinogleeose e manose respectivamente),
acidos nucleicos ou combinagbes destas macromate¢@hrzanowski et al, 2012;
Hwang-Soo Joo e Otto, 2012; Balasubramanian e2(dl3; Okkotsu et al, 2014). A
formacéao do biofilme é um processo multifatoriaé gunvolve sinais ambientais e redes
regulatorias (Wei e Ma, 2013).

Para o estabelecimento do biofilme a bactéria percemicroambiente ao seu
redor, ocorre uma alteracdo nas atividades enziasatestimulando a sintese de
adesinas e expolissacarideos, € o primeiro pasa@paudanca de um modo placténico
para um modo de crescimento associado a um biofiee e Ma, 2013).

Os biofilmes podem ser formados em qualquer tipsweerficie (bidticas e
abidticas), num processo de multiplas etapas: dgamicial; formacdo de uma
monocamada bacteriana que vai maturando e formamaoestrutura mais complexa e
organizada, regulada pela expressdo de varios ggmescoordenam os diversos

processos celulares necessarios a sobrevivéncianaosorganismos patogénicos; a
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altima etapa de um biofilme é a dispersdo de mhessa estrutura (Balasubramanian et
al, 2013; Okkotsu et al, 2014).

O estabelecimento de biofilmes aumenta a cooperagétabolica entre as
bactérias, intensificando a comunicacdo intracelalass processos de transferéncia
horizontal de genes, aumentando a diversidade igareets chances de sobrevivéncia,
além de aumentar a resisténcia aos antimicrobiamm®mover um escape do sistema

imunoldgico (Okkotsu et al, 2014).

A dispersédo do biofilme acontece quando o microantbi tende ao
esgotamento dos nutrientes ou durante a dissenoimicinfeccéo, acredita-se que esse
processo tenha inicio com o aumento da motilidaderamnolipidio e Pili, parte da

estrutura € rompida e algumas células se dispdildarang-Soo Joo e Otto, 2012).

Outros fatores de viruléncia secretados Peeudomonas aeruginosgudam na
formacdo do biofilme. Qquorum sensingg o grande responsavel por coordenar a
expressdo de genes que permitem o estabelecimeatananutencdo; o Pili esta
envolvido na formacgao inicial da microcolonia; rafipidios sdo responsaveis por
manter os canais de transporte dos nutrientesrgaeabastecer este complexo (Shrout
et al, 2011; Chrzanowski et al, 2012; Okkotsu gp@14).

A matriz do biofilme pode representar uma barrgi@a a difusdo dos
antimicrobianos aumentanto assim a resisténcia, bswmo dificultando o
reconhecimento das bactérias pelos fagocitos (HvamagJoo e Otto, 2012). Portanto a
formacao de biofilme esta associada ao mau pragodsas infecgbes causadas por
aeruginosaBreidenstein et al, 2012).
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Figura 8: Etapas do desenvolvimento do biofilidezang-Soo Joo e Otto, 2012).
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Os pigmentos produzidos pdPseudomonas aeruginosd,incionam como
fatores de viruléncia, sua secrecéo retarda oioresto de outras espécies de bactérias
e contribuem para a expressao de outros deterramdetviruléncia como na formacao
do biofilme (Pierson e Pierson, 2010; Jimenez,&(d2; Das et al, 2013).

Os pigmentos mais importantes sdo pioverdina gueig expressivo como um
sider6foro no mecanismo de regulacéo da absorc@eroe a piocianina implicada no
processo de transporte de elétrons (Jimenez et2@l2; Peek et al, 2012;
Balasubramanian et al, 2013; Das et al, 2013).

Piocianina pertence a familia das fenazinas, coemplendo um grande grupo de
compostos heterociclicos que apresentam um grugamérogénio derivadas da via
do acido chiquimico. As fenazinas diferem entrepai suas propriedades fisico-
quimicas com base no tipo e posi¢cdo dos gruposoiugis e sua principal caracteristica
€ o potencial de oxi-reducéo (Pierson e PiersohQR0

Diversas espécies de bactérias produzem fenazinas, genes ditos essencias e
altamente conservados sdo responsaveis pela sti@tesen estrutura basica (Pierson e
Pierson, 2010). EM. aeruginosadois operons homologos estdo envolvidos na sintes
de fenazinasphzA2B2C2D2G2que codificaphzA2e phzA1B1C1D1G#ue codifica
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phzAl sendo este ultimo o responséavel pela maior matdiosintese (Liang et al,
2011).

A regulacdo da piocianina el. aeruginosaé realizada em conjunto pelos
genexphzM phzHephzS responsaveis pela codificagdo das principais efitas
reguladoras do processo de producdo deste fatmraléncia. A sintese final € o
resultado da acdo sequenciada das protéimasi, PhzS PhzM no entantoPhzS
sozinha pode facilitar a conversao final da piociar{Pierson e Pierson, 2010; Liang et
al, 2011; Rada e Leto, 2013).

Figura 9: Biossintese do sistema de sinalizacgnatéanina (Jimenez et &012).
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A piocianina atravessa as membranas bioldgicabrfeste, servindo como um
transportador de elétrons, seu principal receptoo éxigénio, gerando o anion
superoxido e adquirindo a cor azul (oxidado). Eximposto aceita principalmente
elétrons do NADH gerados na oxidacao de fontesasoidratos, ajudando assif.
aeruginosa a sobreviver em condi¢bes de microaerofilia caeaobiose. Ao atravessar
as membranas das células hospedeiras, faciimeida BBADP e NADPH e em uma
reacao em cadeia diminui também a glutationa e B, ATduzindo assim a formacéao de
espécies reativas de oxigénio (EROs) que séo iated para varias funcdes celulares,
mas em excesso perturbam o bom funcionamento cekrpondo as células a um
estresse oxidativo intenso que excede a capacatdaxidante. O aumento de EROs
gera um feedback positivo para a secrecéo de piaeiaou seja, quanto mais EROs sao

formados mais piocianina € produzida (PiersoreesBn, 2010; Rada e Leto, 2013).
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Figura 10: Oxidagéo de NADP e NADPH pela piociar{iRada e Leto, 2013).
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A presenca da piocianina induz também a alteragd@esxpressao de genes que
modulam a resposta inflamatdria e em associacdoasontEROs estimula o fator de
transcricdo nuclear Kappa B (NF-kB) aumentandongesé de varias moléculas proé-
inflamatdrias, entre elas interleucina-8 (IL-8) malécula adeséo intercelular (ICAM1)
atraindo neutroéfilos, cuja atividade descontrolpderoca danos teciduais severos Além
desses Fator de necrose tumoréfNF-o) , IL-1, IL-2, IL-6, IL-11, IL-19, IL-20, IL-
23, leucotrieno bem como G-CSF, GM-CSF sdo tambwiuzidos e liberados pelo
epitélio respiratério. A leséo tecidual é agravpd inibicdo do fatoalPl que modula
a atividade da serina-protease, e da enzima cataglas degradam o peroxido de
hidrogénio (Pierson e Pierson, 2010; Rada e L&b3R

A patogénese da piocianina ainda inclui a inibigadfrequéncia do batimento
ciliar nas células epiteliais das vias aéreas,coresito das células epidérmicas pela
estimulacdo do fator de crescimento celular (EGHR)zida pelas proteinas pro-
inflamatorias IL-1, IL-6 e TNFe: (Pierson e Pierson, 2010; Rada e Leto, 2013).

A piocianina também funciona como um sistema daligegdo controlando um
conjunto de genes envolvidos na expressao das lsodebafluxo e genes de aquisicéo
de ferro (Jimenez et &2012).

Além de aumentar a expressao de genes reguladeresudina: MUC5B,
MUC20, MUC13, MUC2 e MUC5AC, a mucina é uma glicojg@ina secretada pela
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mucosa das vias aéreas, responsavel pela formacéma camada mucoéide na parte
superior do epitélio com a funcdo de aprisionartdaas inaladas e detritos. Em
condi¢des patolégicas a superproducdo de mucinauolas vias aéreas e promove a

aderéncia bacteriana aumentando o estresse oxidaiivar (Rada e Leto, 2013).

2.2 Mecanismos de resisténcia aos antibioticos

Pseudomonas aeruginosapresenta naturalmente resisténcia a varios
antimicrobianos. A baixa permeabilidade membraggpressao de genes que regulam a
secrecdo de enzimas e sistemas de resisténcia fazem que as opcdes
medicamentosas sejam mais escassas do que pars mitroorganismos patogénicos,
0 que configura um grave problema em saude (St&ateYordanov, 2009; Davies e
Davies, 2010).

Plasmideos

Sao as estruturas responsaveis pela transfer@adrdormacao genética de um
fendtipo de resisténcia, e por esta razdo tambénondeados de plasmideos R,
desempenham um papel importante na adaptacédo ibaatea novos ambientes,
proporcionando o0 acesso a um pool de genes aaessgue permitem a bactéria
sobreviver em ambientes hostis. Sao classsificandbgrandes e pequenos plasmideos
de acordo com seu tamanho e biologia (Nikaido, 200fan et al, 2014).

Integrons sdo elementos que pela sua estrutueseagam mecanismos de
aquisicdo de genes de resisténcia além das eniiteggases expressam em sua
extremidade proximal o local de reconhecimento reédico no qual os cassestes
génicos podem ser inseridos, e também uma regi@mgiora responsavel pela

transcricdo dos genes (Davies e Davies, 2010).

Producado de enzimas inativadoras
B-lactamase

As B-lactamases sd@nzimas presentes no espaco periplasmético, que
apresentam a capacidade de romper a ligacédo amidaelp-lactamico presente nos
antibioticos gerando subprodutos inativos. A cfasgidao molecular é realizada de

acordo com as sequéncias de nucleotidos e aminsjordsentes. Quatro classe$de
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lactamases sdo conhecidas: A-D, e subdivididas aded@a com seu mecanismo
funcional, a classe B ou metagtdactamase (MBL) apresenta 0 zinco no seu siitio at
e as demais serina (Strateva e Yordanov, 2009).

Pseudomonas aeruginogaode produzir varias classes fldactamases que
conferem resisténcia a diverspdactamicos (Nikaido, 2009; Barbier e Wolff, 2010;
Machado et al2011; Neves et al, 2011).

AmpCp —lactamase é também conhecida por cefalosporimasemalmente é
expressa em baixas concentracdes porém pode orwugdo da sua superexpressao,
determina a resisténcia a aminopenicilinas e awmgas cefalosporinas (Strateva e
Yordanov, 2009).

Oxacillinases (OXA) pertencem a classe D molecallgrupo funcional 2d e sé&o
subclassificadas em cinco grupos de acordo comespectro de atividade. Em sua
maioria sdo codificadas por plasmideos ou genealizados em integrons, o que
contribui para sua disseminacgéo facil e aumentprelealéncia. A depender do tipo de
OXA expressa € codificada resisténcia a difereatgtioticos: carboxipenicillinas e
ureidopenicilinas, ticarcilina, piperacilina, cefgima, cefepima, cefpiroma, aztreonam,
moxalactama e ceftazidime (Strateva e Yordanov9R00

As MBLs sdo também conhecidas como carbapenases, suaiwoodetermina
resisténcia a todos @slactamicos (exce¢do aztreonam). Tem sua produggulada
por um integron classe 1, que também transportasgpara as enzimas modificadoras

de aminoglicosideos e ceftazidime (Strateva e Ywda2009).

Metilases

Essas enzimas estdo relacionadas com a resisténsiaaminoglicosideps
modificam a estrutura do antibidtico antes que esdeligue ao seu sitio alvo,
diminuindo a afinidade de ligacdo destes antibigtimodificados com o alvo na célula
bacteriana, a subunidade ribossomal 30S. As reetilado codificadas por plamideos e
interferem tanto nos grupamentos aminas como mexikas, por meio de fosforilacéo
(foforiltransferase) e adenilacdo (nucleotidiltf@nase e adeniltransferase) dependentes
de ATP e acetilacdo (acetiltransferase) dependetdgescetil-CoA (Nikaido, 2009;
Neves et al, 2011).

Acumulo de diferentes mutacdes bem como uma daptagduzida do
antimicrobiano, devido a permeabilidade diminuida dembrana externa também

induzem a resisténcia aos aminoglicosideos (Saaefordanov, 2009).
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Expressao de Bombas de Efluxo

Formadas por sistema triplo de proteinas de tratesdocalizado na membrana
citoplasmatica, periplasma e membrana externa,nheme as propriedades fisico-
quimicas das substancias dispersas no interiorétldacbacteriana (Nikaido, 2009;
Barbier e Wolff, 2010; Xavier et a010). Por meio de um mecanismo de transporte
ativo a bactéria expulsa para o exterior da célda o que é indesejado, inclusive 0s
antimicrobianos através da abertura dos canaiswgap(Neves et al, 2011).

A regulacéo deste mecanismo é realizada por uenssde efluxo da familia
RND (resistance-nodulation-cell division), que ®erga varias proteinas: MexAB-
OprM, MexCD-Oprj, MexEF-OprN, MexXY-OprM (Xavier al, 2010; Neves et al,
2011). O primeiro componente € uma proteina loaddizna membrana citoplasmica
funcionando como uma bomba dependente de energiagtande especificidade pelo
substrato, 0 segundo componente € uma proteingudrana extena e atua como uma
porina, e o terceiro uma proteina localizada na@speriplasmatico unindo as outras
duas e estabilizando o complexo (Verchere etCdl4p

MexAB-OprM e MexXY-OprM tem  participacdo nos mesanos de
resisténcia naturais e adquiridas, enquanto ogidesomente participam na resisténcia
adquirida. A presenca da bomba de efluxo ndo &ienfe para desencadear um
processo de resisténcia, mutacdes nos seus elamdmiegulacdo, fazem com sejam
superexpressas e assim capazes de conferir reg@astévarios antimicrobianos (Barbier
e Wolff, 2010).

A superexpressao ddexAB-OprM normalmente ocorre por mutagdes no gene
que codifica a proteina repressora MexR e confesisténcia a maioria dog-
lactamicos. MexCD-Oprj pode ndo ser expressa dedaonstitutiva, poréem mutacdes
no genenfxB que codifica um repressor de transcricdo, levaaassiperexpressao que
esta relacionada com a resisténcia a cefepimapolgmias, macrolidos, tetraciclina e
cloranfenicol (Vaez et al, 2014).

O sistema MexEF-OprN superexpresso como resultado de uma mutagcdo no
locus mexT do genefxC, e confere resisténcia a quinolonas, cloranfenicol e
trimetoprim, e a resisténcia cruzada para carbapeons (Vaez et al, 2014).

Mutacdes no gene repressoexZ induzem a superexpressao de MexxXY-OprM
de forma constitutiva, e este sistema promove téggim a aminoglicosideos,

tetraciclina e eritromicina (Barbier e Wolff, 2010)
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Cada sistema de efluxo tem nas diferentes clafsemtimicrobianos os seus
substratos preferenciais, porém as fluoquinolo@ascemuns a todos eles (Strateva e
Yordanov, 2009).
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Quadro 1: Sistemas de efluxo e seus substrate@d®re Yordanov, 2009)

Bomba del Vinculador Canal na Substrato

membrana periplasmatico | membrana

citoplasmatica externa

MexB MexA OprM Quinolonas, macrolideos,
tetraciclinas, lincomicina,
cloranfenicol,
novobiocinag -lactamicos
(exceto imipenem).

MexD MexC OprJ Quinolonas, macrolideos,
tetraciclinas, lincomicina,
cloranfenicol, novobiocina,
sulbenicilina, cefepima,
cefpirome, meropenem
penicilinas (exceto
carbenicilina)

MexF MexE OprN Fluoquilononas e
carbapémicos.

Mexy MEXX OprM Quinolonas, macrolideos,
tetraciclinas, cefepima
lincomicina,cloranfenicol,
aminoglicosideos,
sulbenicilina, cefpirome,
meropenem penicilinas,
(exceto carbenicilina)

Porinas

S&o estruturaspresentes na membrana da célula bacteriana, forozamais

seletivos facilitadores da difuséo de pequenasaulaé estruturalmente afins,entre elas

0s antimicrobianos, para o espaco periplasmatito-Boncompte, 2011). Esses canais

medeiam a captacdo por difusdo passiva ao longondgradiente de concentracao

presente em toda a membrana externa, além deipanticn da patogenicidade &e

aeruginosgpor sua associagcdo com a expressao de diversossfai® viruléncia (Arhin

e Boucher , 2010; Eren et al, 2012).
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Diferentes porinas sdo expressas, e cada uma dplasenta afinidade a
substratos especificos (Eren et al, 2012).

A superfamilia OprD é composta por 19 membrasimeum papel especifico na
absorcdo de aminoacidos carregados positivameaite,como a lisina, glutamato,
peptideos, transporte de fontes de carbono e tEmadoecom a permeabilidade para
carbapenémicos @-lactamicos (Alain et al, 2012; Eren et al, 201QprD apresenta
maior relacdo com a penetragdo de antimicrobiarosétula bacteriana, alteragfes
genéticas que reduzem a expressdo desta porinaboemt para o aumento da
resisténcia aos antimicrobianos (Arhin e Boucl210).

OprF é a mais abundante proteina de membrananagielP. aeruginosgprma
um canal hidrofilo que permite a difusdo inespeaifile ions, aclcares de baixo peso
molecular e antimicrobianos, além de estar envaluid expressdo de fatores de
viruléncia (Bouffartigues et al, 2012). OprP teamo substrato o fosforo, sendo sua
expressdo induzida quando os niveis desse ion mhegavalores muito baixos.
(Pongprayoon et al, 2009).

Figura 11: Estrutura da OprP (Pongprayoon et &19p0

Extracelular

2.3 Mecanismos de acao dos antimicrobianos

Os antimicrobianos podem ser produzidos por migasmos ou de forma
sintética, sao classificados de acordo com suatesirquimica e mecanismo de acgéao, e
apresentam a capacidade de interferir no crescimeunt sobrevivéncia de outras
espécies, os diferentes mecanismos de acdo piasibiima atividade mais dirigida
contra Gram-negativas ou Gram-positivas (Guimaefia§ 2010).
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Alteracéo da sintese do Acido Nucléico (Quinolonas)

O alvo dessa classe de antibidticos sdo as enzimasssarias para a
continuidade do processo de replicacdo do aciddeicoc(DNA), a DNAgirase ou
topoisomerase Il e a topoisomerase IV. Em um pesmenormal essas enzimas
entrariam em acdo apos a clivagem do DNA paracagdo e a transcricdo deste.

A topoisomerase |V parece ser o alvo principalgdénolonas em bactérias
Gram-positivas, enquanto que a topoisomerase klgmprimario nas Gram-negativas.
As quinolonas, ligam-se a essas enzimas, formandm wwomplexo
quinolona/enzima/DNA, bloqueando a replicacgdo doADNos pontos onde esta

presente (Kohanski (Kohanski et al, 2010).

Inibicdo da sintese da parede celupalactamicos, carbepenémicos e glicopitdeos)

O peptidoglicano € um polimero de parede celulmtdsiana, sua presenca
permite a bactéria suportar as pressdes osmogicas)stituido por aminoacidos, acido
muramico e acetilglicosamina, mas € sobre acdo atesmas transpeptidase e
transglicosilase que acontece a sua montagemefimanutencéo. Ainda no processo de
formacéo do peptidioglicano, temos a acdo das dfi@snautolisinas, que sado enzimas
associadas a membranas responsaveis por regula@scincento do peptidioglicano
mantendo a parede celular estavel (Farha et aB)201

O alvo dessa classe de antimicrobianos séo asmaszranspeptidases, também
conhecidas como proteinas ligadoras de penicibnagu bloqueio se da através da
ligacdo com o anel de amida ciclico presente ndisngmobianos que é analogo ao
aminodacido constituinte do peptidioglicano (D-akivalanina) e funciona como um
substrato enzimatico. Sem enzima ativa o processiorthacdo do pepdidioglicano &
impedido (Kohanski et al, 2010).

O processo de morte celular mediada por essesiarttbianos é decorrente
tanto da auséncia de formagao do peptidioglicammocpela continuidade da atividade
das autolisinas, levando a uma intensa desregutagiionpede a viabilidade bacteriana
(Kohanski et al, 2010).

Inibicdo da sintese protéica (Macrolideos, Amircagideos, Tetraciclinas)
O efeito bactericida é devido a ligagdo dessesnambbianos com proteinas
essenciais para a sobrevivéncia do microrganistuam impedindo que a traducao do

RNAmM aconteca de forma correta, processo esse mgleba as fases de iniciacao,
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alongamento e terminacao e envolve unidades dssiibeos e moléculas iniciadoras. O
ribossomo é constituido por duas subunidades deuidbeoproteinas a 50S e a 30S, a
inibicdo de uma delas acarreta em uma nao tradmgd&m uma traducao errbnea do
codigo RNA (Marceau et al, 2013).

O bloqueio varia de acordo com o mecanismo de dgdérmaco: a nivel da
unidade 50S ou bloqueiam fisicamente a iniciacdotrdducdo proteica caso das
oxazolidinonas ou a translocacdo do peptidil-RNAMo os macrolideos, inibindo
assim a reacéo de peptidiltransferase que alocgdeaia peptidica nascente. A nivel da
subunidade 30S exercem sua atividade bloquearadesso dos aminoacil-RNAts ao
ribossomo como as tetraciclinas ou interferindoestabilidade da ligacao peptidil-
RNAt/ribossomo que pode ou ndo induzir uma al@ata conformacdo do codon de
RNA transcrito e levar a formacdo de uma proteinarmaal, mecanismo dos

aminoglicosideos (Kohanski et al, 2010).

Figura 12: Esquema do mecanismo de acdo de quamldilactamicos e

aminoglicosideos (Kohanski et al, 2010).
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Acao sobre a estrutura e funcdo da membrana céRoéimixinas)

A parede externa das bactérias Gram-negativagr@afla por diversas unidades
de polissacarideos que juntos constituem o lipepatiarideo, dentre esses
polissacarideos o lipidio A € o principal facilitmclo mecanismo de acéo dessa classe
de antimicrobianos (Velkov et al, 2013).

Polipeptideos catidnicos através de interacOegostéticas se ligam aos
lipopolissacarideos de membrana, especialmentipidol A. Destruindo a integridade
da membrana por alterar os sistemas de transptivie e permeabilidade seletiva
através da formacdo de poros por onde as bactgei@®em 0s seus componentes

estruturais (Cho et al, 2012).

2.4B- lapachona
A B-lapachona 3,4-diidro-2,2-dimetil-2H-naftol [1,B]pirano-5,6-dione) &

uma quinona, um grupo de compostos quimicos altemeativos, que representa uma
d