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isolados clinicos de Acinetobacter baumannii na resisténcia aos
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— Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacédo Oswaldo Cruz, Recife, 2021.

RESUMO

Acinetobacter sp. tem emergido como patégeno oportunista em casos de infec¢des
relacionadas a assisténcia a saude (IRAS) em todo o mundo. Sua emergéncia tem
sido atribuida a resisténcia intrinseca a diversos antimicrobianos e a capacidade de
adquirir mecanismos de resisténcia aos mesmos. As Acinetobacter-derived
cephalosporinases (ADCs) compreendem um grupo de betalactamases capazes de
hidrolisar as cefalosporinas e incapazes de hidrolisar os carbapenémicos. No entanto,
mudancas na sua capacidade hidrolitica tém sido associadas a alteracbes de
aminoacidos em regides especificas da enzima. Recentemente, a variante ADC-68 foi
caracterizada com atividade contra carbapenémicos, além das cefalosporinas de
terceira e quarta geracao. Em estudo realizado no Instituto Aggeu Magalh&es, foram
identificadas variantes de ADC com substituicbes de aminoacidos similares as
descritas na ADC-68 em isolados de A. baumannii oriundos de infecgdes em pacientes
hospitalizados na cidade do Recife e Caruaru. O objetivo deste estudo foi investigar a
capacidade dessas variantes de ADC em hidrolisar os carbapenémicos, bem como
identificar os principais motivos envolvidos com a resisténcia aos carbapenémicos e
demais betalactdmicos. As variantes enzimaticas foram clonadas em vetor de
expressao pET28a(+) e expressas em E. coli BL21(DE3). O perfil de sensibilidade de
E. coli BL21(DE3) transformantes aos betalactamicos foi determinado por
microdiluicdo e testes de hidrélise enzimatica. A fim de investigar demais substituicées
de aminoéacidos envolvidas com a ampliacdo do espectro hidrolitico de ADC, as
variantes enzimaticas foram modificadas com motivos proprios de ADC-68 por
mutagénese sitio-dirigida e avaliadas quanto a sua capacidade de causar resisténcia
aos betalactamicos e docking molecular. Os resultados demonstraram que as ADCs
avaliadas nesse estudo possuem atividade de ESBL e carbapenemase, além da
identificacdo de substituicbes isoladas e simultdneas de aminoacidos que alteram
parcialmente ou completamente o perfil de hidrélise destas ao imipenem e demais
betalactamicos.

Palavras-chave: Resisténcia antimicrobiana a medicamentos; Betalactamases;
Infec¢des nosocomiais.
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ABSTRACT

Acinetobacter sp. has emerged as an opportunistic pathogen in cases of healthcare
associated infections (HAI) worldwide. Its emergence as a pathogen has been
attributed to the intrinsic resistance to several antimicrobials and the capacity to
acquire mechanisms of resistance. Acinetobacter-derived cephalosporinases (ADCS)
comprise a group of beta-lactamases capable of hydrolyzing cephalosporins and
incapable of hydrolyzing carbapenems. However, changes in its hydrolytic capacity
have been associated with amino acid changes in specific regions of the enzyme.
Recently, the ADC-68 variant was characterized with activity also against
carbapenems, in addition to the third and fourth generation cephalosporins. In a study
developed at Aggeu Magalh&es Institute, ADC variants with amino acid substitutions
like those described in ADC-68 were identified in A. baumannii isolates from infections
in hospitalized patients in the cities of Recife and Caruaru. The aim of this study was
to investigate the ability of these different ADC variants to hydrolyze carbapenems, as
well as to identify the main motifs involved with resistance to carbapenems and other
beta-lactams. ADC enzyme variants were cloned into pET28a(+) expression vector
and expressed in E. coli BL21(DE3). The sensitivity profile of E. coli BL21(DES3)
transformants to Dbeta-lactams was evaluated by microdilution and enzymatic
hydrolysis tests. In order to investigate other amino acid substitutions involved with the
expansion of the hydrolytic spectrum of ADC, the enzymatic variants of ADC carried
by the clinical isolates of A. baumannii were modified with ADC-68 motifs by site-
directed mutagenesis technique and evaluated as to its ability to cause resistance to
beta-lactams and molecular docking. The results demonstrated that the ADCs
evaluated in this study have ESBL and carbapenemase activity, in addition to the
identification of isolated and simultaneous substitutions of amino acids that partially or
completely alter its hydrolysis profile to imipenem and other beta-lactams.

Key words: Drug resistance; Beta-lactamases; Health Care Associated Infection.
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1 INTRODUCAO

Inicialmente descritos como microrganismos comensais presentes em solo,
agua, vegetais, animais, pele e trato gastrointestinal de seres humanos saudaveis,
Acinetobacter baumannii tem se tornado um microrganismo de sucesso e emergido
como patégeno oportunista em casos de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude
(IRAS), causando infec¢cdes como pneumonia, bacteremia, endocardites, infec¢des da
pele e tecidos moles, infecgbes do trato urinario e meningites, principalmente em
pacientes imunocomprometidos e assistidos em unidades de terapia intensiva (UTIS)
(CAMP; TATUM, 2010; GOGOU et al., 2011; VISCA et al., 2011).

A. baumannii possui notéria capacidade de desenvolver resisténcia aos
antimicrobianos, seja de forma adaptativa ou adquirida. A associagdo de mecanismos
de resisténcia a multiplas drogas, frequentemente observada entre isolados clinicos
desse género, torna a sua erradicacdo e a resolucéo da infeccdo um desafio para a
pratica clinica (GOGOU et al., 2011).

A resisténcia de A. baumannii aos betalactamicos (uma das classe de
antimicrobianos mais utilizados no tratamento de infecgdes causadas por esta espécie
bacteriana), ocorre principalmente devido a diminuicdo da permeabilidade de sua
membrana externa a essas drogas; a hiperexpressao (ou superexpresséo) de bomba
de efluxo e drogas; a producéo de betalactamases cromossdmicas induziveis do tipo
AmpC e oxacilinases (ZAVASCKI et al., 2010); ou adquiridas por transferéncia
horizontal de genes que conferem resisténcia aos betalactamicos, inclusive aos
carbapenémicos (FORSBERG et al., 2012).

As Acinetobacter-derived cephalosporinases (ADCs) séo betalactamases da
classe C e compreendem um vasto grupo de enzimas codificadas por genes
localizados no cromossomo de Acinetobacter spp.. Estas enzimas foram descritas
inicialmente com a capacidade de hidrolisar cefalosporinas, como a cefotaxima e
ceftazidima, mas incapazes de hidrolisar o cefepima e o0s carbapenémicos
(NORDMANN; MAMMERI, 2007). No entanto, mudancas na atividade hidrolitica das
betalactamases da classe C tém sido associadas a substituicdes de aminoacidos e/ou
delegBes/insercbes em regides estruturais especificas, como aquelas que ocorrem em
seu sitio ativo; Q-loop; hélices H2 e H10 e na regido do C-loop (C-terminal)
apresentado por essas enzimas (NORDMANN; MAMMERI, 2007).
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Mais recentemente, as variantes ADC-33 e ADC-56 dessas enzimas foram
descritas com a capacidade de hidrolisar cefepima (PEREZ et al., 2014; TIAN et al.,
2011) e, posteriormente, a variante ADC-68 foi caracterizada apresentando atividade
contra os carbapenémicos, que representam umas das Ultimas opcdes terapéuticas
para o tratamento de infec¢cdes causadas por bacilos Gram negativos (JEON et al.,
2014).

Os genes blaapc apresentam expressao basal e 0 aumento da sua expressao
esta relacionado a insercédo de elementos genéticos méveis (como as ISs, insertion
sequences), que carregam regides promotoras da transcricdo génica (JEON et al.,
2014). Entretanto, o estudo do contexto genético de blaapc-ss isolado de A. baumannii
D015 néo identificou insercao de elementos genéticos como ISAbal, o que indica que
a sua expressdo basal poderia ser suficiente para levar a resisténcia aos
carbapenémicos (JEON et al., 2014).

Em estudo realizado no Departamento de Microbiologia do Instituto Aggeu
Magalhdes (IAM), com foco na caracterizacdo genética de 45 isolados clinicos de
Acinetobacter baumannii oriundos de infeccfes em pacientes hospitalizados em cinco
diferentes hospitais da cidade do Recife (LEAL et al., 2020), foi identificada alta
frequéncia da presenca de ISAbal na regido a montante ao gene blaapc, atentando
para a possivel vantagem adaptativa que esse evento poderia acarretar com a
superexpressdo de ADC betalactamase e desenvolvimento de resisténcia aos
betalactamicos, essencial para a manutencao dessas cepas no ambiente hospitalar.

Uma andlise geral das sequéncias de aminoacidos preditas para a enzima
naturalmente codificada pelos genes blaapc desses isolados identificou quatro
variantes alélicas dessas enzimas e que codificavam substituicdes de aminoacidos e
motivos comparaveis aquelas previamente descritas na carbapenemase ADC-68 em
comparagcdo com a ADC-1 (JEON et al.,, 2014), inclusive, aquelas que foram
determinantes para a ampliagcdo da capacidade catalitica de ADC-68 contra 0s
carbapenémicos. Além disso, pdde-se observar também uma insercdo de trés
aminoacidos, Prolina-Alanina-Serina (PAS), na regido do Q-loop da enzima ADC de
vérios isolados resistentes aos carbapenémicos.

Diante dessas observacdes e evidéncias, levantou-se a hipotese de que as
alteracGes de aminoacidos presentes nas variantes enzimaticas de ADC naturalmente
expressas pelos isolados clinicos de A. baumannii poderia contribuir para a alteracao

do seu espectro catalitico e possivel hidrélise dos carbapenémicos por essas
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variantes de ADC, ou ainda se existem outras substituicdes/insercdes de aminoacidos
envolvidas com a ampliacdo do espectro de acédo das ADC.

Este estudo apresenta dados sobre o espectro de atividade dessas variantes
enzimaticas de ADC contra betalactamicos de uso clinico, acrescenta conhecimento
para o0 entendimento sobre os mais diversos mecanismos envolvidos no
estabelecimento de Acinetobacter baumannii como patégeno emergente de sucesso
no cenario clinico atual e alerta para a possibilidade de evolucdo funcional dessas
enzimas com ampliacdo de seu espectro contra os carbapenémicos, favorecida pela
pressao seletiva exercida pelo crescente uso dessas drogas para tratamento de IRAS

em todo mundo.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Descrito inicialmente em amostras de solo pelo microbiologista holandés
Martinus Willem Beigerinck, 1911, o género Acinetobacter (primeiramente nomeado
de Micrococcus calcoaceticus) compreende um grupo de aproximadamente 40
espécies de bactérias aerObicas e ndo fermentadoras de glicose pertencentes a
Familia Moraxellaceae, da Ordem Gammaproteobacteria (CAMP; TATUM, 2010;
DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007; MARTINS; BARTH, 2013).

2.1 Acinetobacter spp: aspectos gerais e clinicos

O género Acinetobacter é caracterizado por apresentar reacfes de catalase
positiva e citocromo C oxidase negativa, sendo facilmente cultivado nos principais
meios de cultura utilizados na pratica laboratorial (MARTINS; BARTH, 2013). Em agar
sangue, formam colbnias lisas, cremosas ou ocasionalmente mucoides, que variam
entre as coloracOes branca e acinzentada e possuem diametro que varia de 1,5 a 3,0
milimetros apos incubacédo por 12 horas a 35 £ 2 °C, enquanto em agar MacConkey,
devido a capacidade de oxidacao de lactose que possuem, se dispdem em colbnias
levemente rosa e de morfologia convexa, podendo ser translicidas ou opacas
(CARVALHO, 2013; PELEG et al., 2008).

As espécies do género Acinetobacter apresentam estreita relacdo genética
entre si e aquelas pertencentes ao complexo A. baumannii-calcoaceticus, que inclui
as espécies A. baumannii, A. calcoaceticus, A. nosocomialis e A. pittii, séo
consideradas clinicamente mais relevantes. A denominacéo deste grupo foi proposta
no ano de 1991, para facilitar a identificacdo destas espécies, sendo o termo
‘Complexo A. baumannii-calcoaceticus” empregado por diversos estudos
epidemiolégicos em todo o mundo (CAMP; TATUM, 2010; MARTINS; BARTH, 2013;
SILVEIRA, 2018).

Inicialmente descritos como microrganismos comensais, presentes em solo,
agua, vegetais, animais, pele e trato gastrointestinal de seres humanos saudaveis, A.
baumannii compreende a espécie de maior importancia clinica do complexo, tendo se
tornado um microrganismo de sucesso durante as ultimas décadas e emergido como
patdgeno oportunista em casos de infec¢des relacionadas a assisténcia a saude

(IRAS), causando infec¢cdes como pneumonia, bacteremia, endocardites, infec¢des da
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pele e tecidos moles, infeccbes do trato urindrio e meningites, principalmente em
pacientes imunocomprometidos e assistidos em unidades de terapia intensiva (UTIs)
(CAMP; TATUM, 2010; GOGOU et al., 2011; VISCA et al., 2011).

O sucesso de A. baumannii como patdégeno tem sido atribuido principalmente
a sua versatilidade nutricional e metabdlica, & sua capacidade de adaptacdo a
condicOes adversas do ambiente (tais como variacdes consideraveis de temperatura,
pH e umidade), a sua capacidade de formacao de biofilme, a sua resisténcia intrinseca
a diversas drogas antimicrobianas e habilidade em desenvolver e adquirir
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (JUNI, 1978; VISCA et al., 2011).

A principal forma de transmisséo de A. baumannii se da pelo contato direto ou
indireto do agente bacteriano com o individuo suscetivel, seja por fontes enddégenas
(sobretudo o trato gastrointestinal e respiratério do hospedeiro) ou ambientais
(equipamentos hospitalares de respiragao, colchdes, componentes das macas/camas
do leito, mesas de cabeceira e prateleiras dispostas no leito, pias ou cortinas) e,
embora a colonizagéo do individuo por A. baumannii seja mais comum que a infeccao,
guando esta segunda ocorre, pode evoluir de maneira severa, estando associada a
taxas de mortalidade que variam de 8 a 23% nos diferentes hospitais do mundo,
desconsiderando-se fatores néo relacionados a infeccdo, como por exemplo a
gravidade inerente da doenca base (TAKAJI, 2011; OTTER et al., 2011; ROCHA et
al., 2015; ROCHA et al., 2018; SILVEIRA, 2018).

Os principais fatores de risco para infeccdo por A. baumannii compreendem
principalmente a submissdo do individuo a procedimentos médicos invasivos (tais
como cirurgias, utilizacdo de cateter venoso, traqueostomia, exposi¢cao a ventilacdo
mecanica e fraturas 0sseas que necessitem de fixadores), no entanto, estudos
também tém associado a exposicdo prévia a antibioticos, a longa permanéncia
hospitalar, internacdo em UTIs, presenca de queimaduras extensas e deficiéncia
imunolégica do hospedeiro como fatores crucias para o desenvolvimento e
persisténcia da infeccdo por esta espécie (AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2007; BLANCO et al., 2018; ELLIS et al., 2015; SILVEIRA, 2018).

As infecgbes causadas por A. baumannii eram inicialmente consideradas como
de facil resolugéo, sendo tratadas sem maiores complicacdes com a administragédo de
gentamicina, monociclina, ampicilina ou carbenicilina. No entanto, a partir da segunda
metade da década de 1970, tem se observando uma gradual elevacdo da taxa de

resisténcia aos antimicrobianos comumente empregados no tratamento destas
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infeccdes, que incluiam as cefalosporinas de reduzido e amplo espectro, cefamicinas,
aminoglicosideos e tetraciclina. Atualmente, a maioria das cepas nosocomiais de A.
baumannii isoladas de variadas amostras bioldgicas apresentam resisténcia a estas e
outras classes de antimicrobianos, tais como os carbapenémicos - que representam
uma das ultimas opc¢des terapéuticas para o tratamento de infecgbes causadas por
bacilos Gram negativos multirresistentes - e mais recentemente, a polimixina B,
colistina e tigeciclina, estando incluida entre as seis principais espécies bacterianas
gue apresentam elevada morbidade e mortalidade em pacientes em todo o mundo
(BARLETTA et al., 2018; GENTELUCI et al., 2016; ISLER et al., 2019; QURESHI et
al., 2015; SILVEIRA, 2018). Além disso, A. baumannii é considerado prioridade 1
(critica) na Lista de Agentes Patogénicos Prioritarios da Organizacdo Mundial de
Saude, que compreende doze espécies bacterianas que representam maior ameaca
a saude humana (ORGANIZAQAO MUNDIAL DE SAUDE, 2017).

2.2 Resisténcia antimicrobiana: mecanismos moleculares e de disseminacao

Diversos sdo 0s mecanismos através dos quais as bactérias podem se tornar
menos suscetiveis aos antimicrobianos, no entanto, as principais formas de
resisténcia antimicrobiana incluem: i) a producdo de enzimas capazes de inativar o
antibiotico ou impedir a ligacdo do mesmo ao seu sitio-alvo (CLIMACO, 2011;
ARDEBILI et al., 2015); ii) as alteragdes estruturais e/ou diminuicdo da expressao de
proteinas de membrana (CLIMACO, 2011; LIU et al., 2014); iii) a expressdo de
bombas de efluxo ou transportadores de drogas (BECEIRO et al.,, 2013); ou iv)
alteracbes do sitio-alvo destes antimicrobianos (FONSECA et al.,, 2013; ROCHA,
2017).

Dentre os principais fatores relacionadas ao aumento dos niveis de resisténcia
antimicrobiana de A. baumannii e de outras espécies bacterianas, 0s mais
impactantes se concentram na utilizagcdo excessiva e prescricdo inapropriada de
antimicrobianos na pratica clinica e 0 seu uso extensivo na agricultura e pecuaria
(GANDRA et al., 2018; VENTOLA, 2015). Diversos estudos tém demonstrado a
existéncia de uma relagéo direta entre a utilizacdo de antimicrobianos e o0 aumento da
resisténcia bacteriana e, em ambientes hospitalares, especialmente, tal fator constitui
a base para o rapido desenvolvimento desta nos isolados clinicos (FERRI et al., 2015;
VENTOLA, 2015).



24

A antibioticoterapia de amplo espectro empregada no tratamento de pacientes
infectados exerce pressdo seletiva sobre a populacdo bacteriana, resultando na
deplecdo de competidores bacterianos sensiveis aos antimicrobianos e na
consequente manutencao de linhagens resistentes ocasionando a rapida emergéncia
de isolados clinicos resistentes aos antimicrobianos (FERRI et al., 2015; VENTOLA,
2015). Na prética clinica, o uso inapropriado de antimicrobianos chega a variar de 30
a 50%, seja por escolha inadequada do agente antimicrobiano, duracao de tratamento
empregado ou ainda pela dispensabilidade da realizagdo do tratamento. Estudos
demonstram que concentragbes subinibitérias e/ou subterapéuticas de
antimicrobianos expdem o paciente a potenciais quadros de desfavoravel evolucéo,
uma vez que sao capazes de promover a resisténcia bacteriana ao favorecerem
variacdo do padréo da expressao génica bacteriana, transferéncia horizontal de genes
e/ou eventos de mutagénese que possam ocasionar 0 aumento de viruléncia
bacteriana e a propagacéao da resisténcia antimicrobiana entre as diferentes espécies
(BANIN et al., 2017; FRIERI et al., 2017; VENTOLA, 2015; VISWANATHAN, 2014).

Na agricultura e pecuaria, os antimicrobianos sao extensivamente utilizados
como promotores de crescimento, para o tratamento ou como medida profilatica
contra infeccbes que acometam o0s animais nos diversos setores da criagcao
(WOOLHOUSE et al., 2015). A transferéncia de bactérias resistentes de animais para
seres humanos foi primeiramente relatada ha mais de 40 anos (VENTOLA, 2015). Na
Ultima década, estudos de metagend6mica realizados em amostras de intestino de
humanos e animais da pecuaria tém reportado ndo apenas a transferéncia de
bactérias entre estas populacdes, mas também a transferéncia de elementos
genéticos moveis, adquiridos por ingestdo direta do produto animal ou demais
produtos contaminados com o esterco utilizado como fertilizante e &guas
contaminadas por urina ou fezes dos animais de criadouros (VENTOLA, 2015;
WOOLHOUSE et al., 2015).

2.3 Betalactamicos: estrutura e classificacéo

Os betalactamicos representam a classe de antimicrobianos mais utilizada no
tratamento de infec¢Bes causadas por A. baumannii e demais bacilos Gram negativos,
compreendendo as penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos
(BECEIRO et al., 2013; RUPPE et al., 2015). Seu mecanismo de acio se da pela
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inibicdo de enzimas do tipo transpeptidase (as proteinas ligadoras de penicilina - ou
PBPs), que se encontram ancoradas na membrana celular bacteriana e participam da
biossintese da camada de peptidoglicano e da estruturacdo da parede celular. A
por¢do do anel betalactamico destes antimicrobianos liga-se a diferentes PBPs,
tornando-as incapazes de desempenhar o seu papel, ocasionando, desta forma, a
morte celular devido a instabilidade osmoética ou autodlise (PALZKILL, 2013). A
estrutura molecular dos antimicrobianos desta classe € composta basicamente pela
presenca de um ou mais sistemas de anéis betalactamicos e um grupamento amida
ciclico, altamente reativo. Cinco grupos de sistemas de anéis betalactamicos
clinicamente relevantes foram descritos: i) penam; ii) cefem; iii) penem; iv)
monobactamicos e v) carbapenémicos (Figura 1), que variam entre si de acordo com
suas propriedades quimicas, biologicas, farmacocinéticas e imunolédgicas
(FERNANDES et al., 2013). Assim, os principais representantes de betalactamicos

encontram-se subdivididos em:

Figura 1 - Estrutura quimica dos principais grupos de betalactamicos.
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Fonte: Adaptado de Kuhn et al. (2004).

2.3.1 Penicilinas

As penicilinas, principais representantes do grupo dos “penams” e produzidas
naturalmente por fungos da espécie Penicillium crysogenum, foram descobertas em
1928 por Alexander Fleming, sendo o primeiro grupo de antimicrobiano a ser utilizado

com sucesso na pratica clinica (FERREIRA et al., 2008). Possuem estrutura biciclica
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basica formada por acido 6-aminopenicilanico (6-APA), composto pela condensacéao
de L-cisteina e D-valina, que resulta na formacéo de um anel betalactamico e outro
tiazolidinico (FERNANDES et al., 2013). Inicialmente produzidas por fermentacéo, as
penicilinas eram muitas vezes produtos da mistura de varios betalactamicos, como a
penicilina G e V. No entanto, a maior facilidade de acesso ao 6-APA possibilitou o
desenvolvimento de variedades semi-sintéticas e sintéticas destes antimicrobianos,
tais como ampicilina, amoxacilina, oxacilina e piperacilina, que sdo amplamente
utilizadas para o tratamento de infecgbes causadas por Staphylococcus sp. e
Streptococcus sp. até a atualidade (FERNANDES; AMADOR; PRUDENCIO, 2013;
RINCON et al., 2021).

2.3.2 Cefalosporinas

As cefalosporinas foram descritas inicialmente no ano de 1945, sendo
originadas naturalmente a partir de fungos do género Acremonium. Estes
antimicrobianos compreendem os principais representantes do grupo dos “cefems”,
sendo amplamente utilizados desde o inicio da década de 1970 como sendo um dos
mais potentes e efetivos agentes (FERNANDES et al., 2013; MEHTA; SHARMA,
2016).

Em virtude de sua relevancia no cenario clinico, diversos modelos de
classificagdo foram propostos para estes antimicrobianos, considerando seus
aspectos quimicos, bioldgicos, farmacocinéticos e imunoldgicos (FERNANDES et al.,
2013). O modelo de classificagdo mais utilizado, no entanto, € o microbiologico, que
se baseia no espectro de atividade antimicrobiana destes agentes e subdivide as

cefalosporinas em cinco principais grupos, denominados de geracoes:

a) Cefalosporinas de 12 geragao - sdo ativas predominantemente contra
cocos Gram positivos (com excecdo de Enterococcus e Staphylococcus
resistentes a meticilina [MRSA]) e algumas cepas da Familia
Enterobacteriaceae, tais como Escherichia coli, Proteus e Klebsiella. Séo
utilizadas principalmente para o tratamento de infeccdes de pele e tecidos
moles ou como agente profilatico cirdrgico. Os principais farmacos deste grupo
séo a cefalotina e cefalexina (FERNANDES et al., 2013; MEHTA; SHARMA,
2016).
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b) Cefalosporinas de 22 geracdo - possuem maior espectro que as
cefalosporinas de 12 geracdo, sendo também efetiva contra Gram negativos
como Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis, P. mirabilis, Klebsiella,
Neisseria gonorrheae e cepas menos suscetiveis de E. coli. Sdo utilizadas
sobretudo para o tratamento de infec¢cdes do trato respiratorio, infeccdes
cutaneas, de tecidos moles, ginecoldgicas e também como agente profilatico
cirdrgico, tendo como principais exemplares a cefuroxima e cefoxitina (MEHTA,;
SHARMA, 2016; SALIM et al., 2017).

C) Cefalosporinas de 32 geracédo - a principal caracteristica deste grupo é
sua atividade aumentada contra bactérias Gram negativas. S&0 menos
suscetiveis as enzimas do tipo betalactamase e possuem eficacia no
tratamento de infeccBes causadas por Gram positivos resistentes a meticilina.
Dentre os principais antimicrobianos deste grupo, destacam-se a cefotaxima,
ceftriaxona, ceftazidima e ceforperazona, sendo as duas Ultimas denominadas
de “cefalosporinas anti-Pseudomonas”, por serem também efetivas no combate
as infeccbes causadas por este género bacteriano. Sdo empregadas no
tratamento de sepse e infec¢des do trato respiratorio superior, tecidos moles e
infecgbes hospitalares (MEHTA; SHARMA, 2016; SHIELDS et al., 2018).

d) Cefalosporinas de 42 geragao - possuem amplo espectro de atividade
antimicrobiana, sendo eficazes para o tratamento de infec¢gbes causadas por
microrganismos Gram positivos, além de possuir também atividade bactericida
aumentada frente espécies da Familia Enterobacteriaceae resistentes as
cefalosporinas de 32 geragao, tais como Enterobacter e Citrobacter e P.
aeruginosa. A cefepima e cefpiroma compdem os Unicos farmacos disponiveis
atualmente no mercado, sendo utilizados sobretudo no tratamento da sepse
nosocomial de origem desconhecida, meningites e infeccdes do sistema
nervoso central (FERNANDES et al., 2013; MEHTA; SHARMA, 2016).

e) Cefalosporinas de 52 geracao - a partir da identificacdo de isolados com
perfis de multirresisténcia aos betalactamicos comumente empregados na

pratica clinica, novas cefalosporinas tém surgido como opc¢des de tratamento
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para infeccdes causadas por estes agentes. As cefalosporinas de 52 geracao
compreendem antimicrobianos sintéticos desenvolvidos em laboratorios de
pesquisa para utilizacdo exclusiva frente a microrganismos resistentes as
demais opcbes de tratamento (FERNANDES et al.,, 2013). Este grupo de
cefalosporinas inclui a ceftarolina e ceftobiprole, eficazes no tratamento de
infeccdes causadas por cocos Gram positivos - incluindo aquelas por MRSA,
S. epidermidis resistente a meticilina (MRSE) e Streptococcus pneumoniae
resistente a penicilina - e também aquelas causadas por cepas de Gram
negativos produtores de betalactamase da classe C (AmpC) e betalactamases
de espectro estendido (ESBL) (DUPLESSIS; CRUM-CIANFLONE, 2011,
MEHTA; SHARMA, 2016) e, mais recentemente, o ceftolozane, que possui
atividade estendida contra cepas de enterobactérias e P. aeruginosa com perfis
de multirresisténcia (CRAIG; ANDES, 2013; SADER et al., 2011; SHARMA,
2016).

2.3.3 Monobactamicos

Os monobactamicos, em contraste aos demais betalactamicos, constituem
moléculas formadas por um anel betalactamico monociclico Unico e nao fundido a
aneis proximos, sendo amplamente ativos contra bacilos Gram negativos, incluindo P.
aeruginosa, mas sem atividade frente a microrganismos Gram positivos (KUMAR,
2017; KURIYAMA et al.,, 2014). Produzidos naturalmente por espécies de
Chromobacterium, estes antimicrobianos apresentam relativa estabilidade a acdo de
betalactamases da classe B e alguns exemplares das classes A e D, sendo
hidrolisados por betalactamases do tipo Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC), ESBL e AmpC (DOI; CHAMBERS, 2015; KUMAR, 2017; SAUBERAN;
BRADLEY, 2018).

O aztreonam representa o Unico monobactamico disponivel no mercado e,
embora seja utilizado em pacientes que apresentam reac0es alérgicas as penicilinas
e apresentem perfil de toxicidade semelhante a de outros betalactamicos, raramente
€ administrado isoladamente, sendo utiizado em combinacdo a outros
antimicrobianos de acdo estendida a Gram positivos e bactérias anaerdbias (DOI,
CHAMBERS, 2015; KUMAR, 2017; SAUBERAN; BRADLEY, 2018).
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2.3.4 Carbapenémicos

Os carbapenémicos sédo betalactamicos com amplo espectro de atividade,
caracterizados pela presenca de um atomo de carbono na posicdo 4 da porgéo
tiazolidinica e por apresentarem elevada resisténcia as principais betalactamases
(inclusive as de espectro estendido). Possuem atividade antimicrobiana mais
ampliada quando comparado as penicilinas e cefalosporinas, mostrando-se efetivo
para o tratamento de bactérias Gram negativas e Gram positivas, com excecdo de
Enterococcus faecium, Stenotrophomonas maltophilia e cepas de MRSA
(BONFIGLIO; RUSSO; NICOLETTI, 2002; PAPP-WALLACE et al., 2011).

No Brasil, os principais antimicrobianos pertencentes ao grupo dos
carbapenémicos sdo o imipenem, meropenem, ertapenem e doripenem, que por
vezes sdo administrados em combinagdo com demais antibiéticos, sobretudo quando
utilizados no tratamento empirico de pacientes com IRAS graves, infec¢des de origem
desconhecida ou infec¢des polimicrobianas (PAPP-WALLACE et al., 2011; ZHANEL
et al., 2007).

Na préatica clinica, imipenem e meropenem apresentam-se eficazes no
tratamento de pneumonias, infec¢cdes complicadas do trato génito-urinario e
neutropenia febril, enquanto as propriedades farmacocinéticas do ertapenem o torna
mais apropriado para o tratamento de infecgbes comunitarias e terapia antimicrobiana
intravenosa (ZHANEL et al., 2007). Nos primérdios de sua utilizacdo, a estrutura Gnica
destes antimicrobianos proporcionava a molécula uma protecéo a praticamente todas
as betalactamases, inclusive as metalobetalactamases (MBL) e as ESBL. No entanto,
mecanismos de resisténcia antimicrobiana acumulados através da dispersédo de
carbapenemases tém proporcionado, ao longo dos ultimos anos, o surgimento de
cepas resistentes aos carbapenémicos (CODJOE; DONKOR, 2018), limitando as

opcOes de tratamento empregado nas infecgdes bacterianas.

2.3.4.1 Imipenem

O imipenem é uma tienamicina (primeiro carbapenémico descoberto e que
serviu como base para o desenvolvimento de derivados) semissintética que apresenta
um amplo espectro de atividade antibacteriana, sendo consideravelmente estavel a

diversas betalactamases e eficaz sobretudo contra microrganismos Gram negativos,
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incluindo cepas com perfis de multirresisténcia (YANG et al., 2021; ZHANEL et al.,
2007).

Comumente utilizado em combinacdo com cilastatina e, mais recente com
relebactam, o imipenem é administrado por via parenteral para o tratamento de
infecgBes bacterianas respiratorias, cutaneas, 0sseas, do trato urinario e intra-
abdominais, bem como septicemia e endocardite (MARAKI et al., 2021; MUSHTAQ et
al., 2021).

2.3.4.2 Meropenem

Possui espectro de acdo semelhante ao imipenem, embora seja mais ativo
contra Enterobacteriaceae e menos ativo contra bactérias Gram-positivas, além de
ser estavel a desidropeptidase renal humana (DHP-1), tornando a administracédo
concomitante de cilastatina (inibidor DHP-1) ndo necessaria (JONES, 2004).

Em agosto de 2017 foi aprovado como terapia antibacteriana combinada sob o
nome de mercado Vabomere® (meropenem + vaborbactam), sendo utilizado para o
tratamento de infeccbes complicadas do trato urinario, infec¢cdes abdominais e
pneumonias de causa hospitalar e meningite bacteriana causada por Streptococcus
pneumoniae e Haemophilus influenzae, sob administracdo intravenosa, exercendo
sua acdo mediante rapida penetracdo celular e interferéncia na sintese de
componentes vitais da parede celular bacteriana (ZHANEL et al., 2017).

Embora tenha-se demonstrado excelente atividade de
meropenem/vaborbactam contra produtores de KPC in vitro, mutacdes que causam
perda de funcdo ou expressao reduzida das porinas OmpK35 e OmpK36 tém sido
associadas a resisténcia a MER/VAB em cepas de K. pneumoniae na Europa
(GAIBANI et al., 2021).

2.3.4.3 Doripenem

Compreende um antimicrobiano de amplo espectro, inicialmente
comercializado sob a marca Doribax® (Janssen), sendo indicado para o tratamento de
infeccdes do trato urinario e intra-abdominais complicadas, incluindo pielonefrite
(PATERSON; DE PESTEL, 2009; ZHANEL et al., 2007).
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Possui uma cadeia lateral de 1-beta-metil, permitindo relativa resisténcia a
desidropeptidase renal humana (DHP-1), além de um grupo trans-alfa-1-hidroxietil na
posicdo 6, que fornece resisténcia as principais betalactamases (ZAHRA; NAQVI,
2021).

Possui atividade contra cepas de P. aeruginosa sem mecanismos de
resisténcia adquiridos comparaveis ao do meropenem e diluicdes até 2 vezes superior
a do imipenem e, em Acinetobacter spp., demonstrou nao ter qualquer atividade in
vitro aumentada em comparacdo com imipenem ou meropenem (JONES, 2004,
MUSHTAQ et al., 2004; PATERSON; DE PESTEL, 2009).

2.3.4.4 Ertapenem

E um composto inicialmente comercializado sob o nome Invanz® (Merck & Co.),
possuindo estrutura semelhante ao meropenem e um grupo 1-beta-metil (PHAM,
2002).

E indicado para o tratamento de infec¢des intra-abdominais, pneumonias,
infecgcBes pélvicas, infec¢cdes complicadas da pele e infecgdes de pé-diabético, sendo
administrado na forma de infusdes ou inje¢coes (PAPP-WALLACE et al., 2011; SHAH;
ISAACS, 2003).

Assim como o doripenem e meropenem, O ertapenem possui atividade
ligeiramente maior contra muitas bactérias Gram-negativas do que outros
carbapenémicos, como o0 imipenem, no entanto apresenta inatividade contra
Staphylococcus resistentes a meticilina, Aeromonas spp., Enterococcus spp.,
Pseudomonas spp. e Acinetobacter spp. (COLLINS et al., 2012; PAPP-WALLACE et
al., 2011).

2.4 Mecanismos de resisténcia antimicrobiana em A. baumannii

Diversos sdo 0s mecanismos que conferem resisténcia aos betalactamicos. Em
Acinetobacter, esta ocorre principalmente devido a diminuicdo da permeabilidade de
sua membrana externa a essas drogas; a hiperexpressao de bomba de efluxo; a
producao de betalactamases cromossémicas induziveis do tipo AmpC (Acinetobacter-
derived cephalosporinases - ADC) e oxacilinases (OXA-betalactamases); e aquelas

adquiridas por transferéncia horizontal de genes que conferem resisténcia aos
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betalactamicos, inclusive aos carbapenémicos (FORSBERG et al., 2012; ZAVASCKI
et al., 2010).

2.4.1 Resisténcia antimicrobiana por producao enziméatica

Em A. baumannii, a producdo enzimatica de betalactamases - capazes de
hidrolisar o anel betalactamico de penicilinas, cefalosporinas e antimicrobianos
relacionados - representa o principal mecanismo de resisténcia aos betalactamicos
(BECEIRO et al., 2013; CLIMACO, 2011; OLIVEIRA, 2008; ROCHA, 2017; SILVA;
LINCOPAN, 2012).

Diversos fatores podem influenciar a expressédo do fenoétipo de resisténcia aos
antimicrobianos. Dentre os principais, destacam-se: i) a quantidade de enzima
expressa pelo microrganismo; ii) a capacidade que a enzima apresenta em hidrolisar
o antimicrobiano (poténcia); e iii) a velocidade de permeabilidade do antibi6tico pela
membrana externa bacteriana (CAMPANA, 2009; LIVERMORE, 1995; MACEDO et
al., 2005).

2.5 Betalactamases: aspectos gerais e classificagao

Descritas inicialmente na década de 1940 a partir de estudos realizados em
extratos de E. coli (anteriormente denominada de Bacillus coli), as betalactamases
constituem a principal causa de resisténcia aos betalactamicos, incluindo as
penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos (ABRAHAM; CHAIN,
1940; BERTONCHELI; HORNER, 2008). Estas enzimas possuem capacidade de
hidrolisar o anel betalactamico presente nestes antimicrobianos através da quebra da
ligagdo amida, impedindo, desta maneira, a acao destes farmacos (BERTONCHELI;
HORNER, 2008; BUSH, 2010; NARCISO, 2011). Inicialmente, a betalactamase
interage com o anel betalactdmico do antimicrobiano através de uma ligacdo nao-
covalente. Em seguida, este anel betalactamico sofre um ataque nucleofilico causado
pelo radical hidroxila localizado no sitio ativo da enzima, formando uma ligacdo acil-
éster (covalente). A hidrélise do éster permite a desvinculacdo da enzima com
preservacdo de sua atividade hidrolitica e a liberacdo do antimicrobiano inativo e
hidrolisado (Figura 2) (LIVERMORE, 1995; PICAO, 2009).
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Figura 2 - Hidrélise de uma molécula de cefalosporina por uma betalactamase.
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Fonte: Adaptado de D'Costa e Wright (2009).

As betalactamases sdo amplamente distribuidas entre Gram negativos e Gram
positivos, possuindo elevada capacidade de disseminacdo e variedade estrutural e
funcional. Até o ano de 2009, estudos desenvolvidos por Bush e Jacoby (2010)
estimaram a existéncia de aproximadamente 900 sequéncias proteicas especificas de
diferentes betalactamases. Em 2021, este numero de sequéncias proteicas
ultrapassou os 7.279, de acordo com consultas realizadas no banco de dados Beta-
Lactamase Data Base (http://www.bldb.eu), sendo 3.561 destas correspondentes a
exemplares da Classe C (AmpC), que abrange as ADCs.

Devido a grande variedade das betalactamases e, com o intento de corrigir
circunstanciais falhas de classificagdo anteriores ou caracterizar novas enzimas desta
classe, distintas propostas de classificacdo tém sido apresentadas em relagdo as
betalactamases (GRALHA, 2011).

Atualmente existem dois modelos de classificacdo das betalactamases. O
primeiro deles foi proposto por Ambler (1980) e possui como base a estrutura
molecular da enzima. Considerando este padrdo, quatro grupos basicos foram
construidos: Classe ou Grupo A (betalactamases de espectro estendido - ESBL);
Grupo B (metalobetalactamases - MBL); Grupo C (cefalosporinases); e o Grupo D
(oxacilinases) (AMBLER, 1980; GRALHA, 2011; EVANS; AMYES, 2014; NICOLETTI,
2014). O segundo modelo, proposto por Bush e atualizado por Bush, Jacoby e
Medeiros (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995), subdivide estas enzimas levando em
consideracao seus aspectos bioquimicos e funcionais, sendo constituida por quatro
grupos principais (1 a 4) e seis subgrupos (A a F) (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY,
2010; GRALHA, 2011; LIVERMORE, 1995). Posteriormente, com o0 intento de
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classificar novas enzimas descritas, este modelo foi atualizado por Karen Bush e
George Jacoby (BUSH; JACOBY, 2010) e encontra-se representado no Quadro 1.

De forma geral, as enzimas da classe A de Ambler tendem a hidrolisar as
penicilinas, embora muitas variantes possam hidrolisar cefalosporinas de amplo
espectro e carbapenems. As betalactamases da classe B possuem especificidade
extremamente ampla de substrato, incluindo a grande maioria dos betalactamicos,
com excecdo do aztreonam. Por fim, os representantes da classe C possuem
atividade sobretudo sobre as cefalosporinas, enquanto as da classe D (oxacilinases)
tém uma preferéncia de substrato alta para oxacilina e penicilinas relacionadas
(http://bldb.eu/).

As principais betalactamases de interesse clinico sdo aguelas pertencentes ao
grupo das Betalactamases de Espectro Estendido (ESBLS), carbapenemases das
classes A, B (metalobetalactamases), betalactamases da classe D e as da classe C
(AmpC) de Ambler (HAMIDIAN; HALL, 2014; LIN et al., 2011; MARTINS; BARTH,
2013; MEYER; PICOLI, 2011), sendo esta ultima o objeto de estudo do presente
trabalho.
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(continua)

Ambler
(1980)

A

A

Bush, Jacoby e
Medeiros
(1995)

26.

2b

2be

2br

NI

2c
2e

2f

NI

Bush e
Jacoby (2010)

23

2b

2be

2br

2ber

2c
2e

2f

3a
3b

le

Espectro hidrolitico

Penicilinas

Penicilinas, cefalodrina, cefazolina e
Cefalotina

Penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos

Penicilinas, cefalodrina, cefazolina e
Cefalotina

Penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos

Carbenicilina

Cefalosporinas

Carbapenémicos, cefalosporinas,
penicilinas e cefamicinas

Todos os betalactamicos
Carbapenémicos

Cefalosporinas e cefamicinas

Penicilinas, cefamicinas, cefalosporinas e

monobactamicos

Inibicéo
Ac.
Tazobactam
clavulanico
Sim Sim
Sim Sim
Sim Sim
Fraca Si
Fraca Fraca
Sim S|
Sim Sim
Fraca Fraca
Nao N&ao
Nao N&o
Nao Nao
Nao Nao

Sim

Sim

Sl

Principais enzimas

descritas

PC1
SHV-1, TEM-1,-2 e -
90

PER-1, CTX-M-15

TEM-30, SHV-10 e 26

TEM-50, 68 e 89

CARB-3, PSE-1
CepA

IMI-1, KPC-2 e 3,
BKC-1

IMP-1, NDM-1, VIM-1
CphA, Sfh-1

AmpC, CMY-2

CMY-37, GC1
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(concluséo)

Bush, Jacoby e
. Bush e . N Inibicdo
Ambler (1980) e Medeiros Espectro hidrolitico ]
JaCOby (2010) Ae Tazobactam
(1995) clavulanico

D NI 2ce Carbenicilina, cefepima e cefpiroma Sim Sim
D 2d 2d Cloxacilina ou oxacilina Variavel Sl
D NI 2de Penicilinas e cefalosporinas Variavel Sl
D NI 2df Carbapenémicos e cloxacilina ou oxacilina Variavel Sl
ND 4 NI N&o sequenciadas. Nao agrupaveis.

EDTA

Sl
Nao
SI

Sl

Principais enzimas

descritas

RTG-4

OXA-1 e OXA-10
OXA-11 e OXA-15
OXA-23 e OXA-48

Fonte: Adaptado de Bush, Jacoby e Medeiros (1995), Bush e Jacoby (2010), Gralha (2011), Nicoletti (2014) e Rocha (2017).
Legenda: ND - ndo determinado; NI - ndo incluido; SI — sem informacgéo.
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2.5.1 Betalactamases da classe A de Ambler

As betalactamases da classe A - ou serino betalactamases - sao caracterizadas
por apresentarem serina no sitio ativo da enzima e compreendem um grupo capaz de
hidrolisar a maioria dos betalactamicos (BUSH, 2010).

Dentre as betalactamases da classe A, o grupo das betalactamases de
espectro estendido (ESBL) destaca-se por apresentar grande relevancia clinica. Até
0 ano de 2010, mais de 150 variantes de ESBL ja haviam sido descritas, incluindo as
da familia CTX-M (active on cefotaxime, first isolated in Munich), que compreende um
vasto, complexo e heterogéneo grupo com mais de 50 enzimas, representado
principalmente pela CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8, CTX-M-9 e CTX-M-25 (POIREL et
al., 2008; RODRIGUEZ et al., 2014); SHV (sulfhydryl reagente variable), derivada de
K. pneumoniae e que confere resisténcia a penicilinas de amplo espectro como
ampicilina, tigeciclina e piperacilina (SHAIKH et al., 2015); e TEM (Temoniera
betalactamase), que possui capacidade de hidrolisar penicilinas, cefalodrina,
cefazolina e cefalotina (BUSH; JACOBY, 2010).

Demais betalactamases da classe A tém sido descritas também no contexto da
resisténcia aos carbapenémicos, que sao geralmente estaveis a hidrolise por outras
betalactamases (BUSH, 2010). Dentre as serino carbapenemases, a Klebsiella
pneumoniae carbapenemase (KPC) destaca-se como a mais relevante da classe A.
Diferentes variantes desta enzima tém sido descritas sobretudo em
Enterobacteriaceae, sendo capazes de hidrolisar todas as classes de betalactamicos,
possuindo eficiéncia de hidrélise aumentada principalmente para cefalotina,
nitrocefim, ampicilina e piperacilina, além de ser capaz de hidrolisar também o
imipenem, meropenem, cefotaxima, aztreonam, cefoxitina e ceftazidima (QUEENAM;
BUSH, 2007).

2.5.2 Betalactamases da classe B de Ambler

As betalactamases da classe B, conhecidas por metalobetalactamases,
caracterizam-se por necessitarem de ions divalentes (usualmente zinco) como co-
fator, sendo capazes de hidrolisar a maioria dos betalactamicos disponiveis
atualmente, com excecao dos monobactamicos (MENDES et al., 2006; PALZKILL,
2013).
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Diferentemente das betalactamases de classe A, as metalobetalactamases néo
sao inibidas por clavulanato, sulbactam ou tazobactam (PALZKILL, 2013), mas sim
por substancias quelantes de zinco, tais como o &cido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA) e derivados de tiol (BERTONCHELI; HORNER, 2008).

Dentre as enzimas da classe B identificadas em Gram negativos, destacam-se
a IMP (imipenemase), SPM (S&do Paulo metallo-B-lactamase), GIM (German
imipenemase), NDM (New Delhi metallo-B-lactamase), VIM (Verona imipenemase),
KHM (Kyorin Health Science metallo-g-lactamase), DIM (Dutch imipenemase), AIM
(Australian imipenemase), SBM (Serratia metallo-B-lactamase), TBM (Tripoli metallo-
B-lactamase) e a FIM (Florence imipenemase) (CLIMACO, 2011; HAWKEY; JONES,
2009; NORDMANN et al., 2011).

2.5.3 Betalactamases da classe D de Ambler

As betalactamases da classe D compreendem uma classe de enzimas
expressas intrinsecamente por diversas espécies de bacilos Gram negativos,
incluindo P. aeruginosa e A. baumannii, possuindo capacidade de hidrolisar, mesmo
gue parcialmente, os carbapenémicos, além de outros antimicrobianos betalactamicos
(BERTONCHELI; HORNER, 2008; POIREL et al., 2010).

As principais enzimas representantes desta classe s&o as oxacilinases,
caracterizadas por apresentar uma grande diversidade genética e heterogeneidade
em termos de espectro de hidrélise, sendo divididas em nove grupos, de acordo com
suas sequéncias de aminoacidos, sendo cinco destes presentes em Acinetobacter sp.
(BROWN; AMYES, 2005; POIREL et al., 2010).

O primeiro grupo € composto pelas enzimas OXA-23, -27 e -49 que, no Brasil,
tém conferido fendtipos de multirresisténcia bacteriana aos antimicrobianos, inclusive
aos carbapenémicos (DALLA-COSTA et al, 2003; MARTINS et al, 2009;
MOSTACHIO et al., 2009).

O segundo grupo é formado por cinco variantes enzimaticas, compreendendo as
enzimas OXA-24, -25, -26, -40 e -72, sendo esta Ultima a mais prevalente no estado
de Pernambuco (ANTONIO, 2010; MEDEIROS; LINCOPAN, 2013).

O terceiro grupo é composto por um total de 13 enzimas (OXA-51, -64, -65, -66,
-68, -69, -70, -71, -78, -79, -80, -82 e -107), sendo o0 maior grupo de oxacilinases
(ANTONIO, 2010), enquanto o quarto e quinto grupos sdo formados pela OXA-58 e
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OXA-143 respectivamente, sendo o primeiro relato de OXA-58 descrito na Franca, em
um isolado de A. baumannii (POIREL et al., 2005).

Amplamente distribuidas no cenério clinico e epidemiolégico brasileiro, as
principais oxacilinases relacionadas a multirresisténcia antimicrobiana em
Acinetobacter sp. sdo a OXA-23, -51, -58, -72 e -143, sobretudo quando associadas
a elementos de insercdo, tal como o ISAbal (LEAL et al., 2020; MEDEIROS;
LINCOPAN, 2013; MU et al., 2016).

2.5.4 Betalactamases da classe C de Ambler

As betalactamases da classe C (AmpC) constituem um importante grupo de
betalactamases frequentemente expressas de forma induzida ou constitutiva por
diversas espécies de Gram negativos, incluindo A. baumannii (AGODI et al., 2014;
SANTIAGO et al., 2016). Codificadas por genes cromossomais ou plasmidiais, estas
séo capazes de hidrolisar grande variedade dos betalactamicos disponiveis para uso
clinico, incluindo as amino e ureidopenicilinas, cefamicinas e, ocasionalmente,
oximinocefalosporinas (ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona) e aztreonam
(monobactamico), além de suas combina¢cdes com inibidores de betalactamases,
incluindo o acido clavulanico, tazobactam e sulbactam (NORCIA et al.,, 2015;
RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2010; SANTIAGO et al., 2016), podendo ser inibidas
por acido fenilborénico (AFB) e cloxacilina (POLSFUSS et al.,, 2011; THOMSON,
2010). A atividade de AmpCs com especificidade de substratos de espectro estendido
da classe C (cESBLs) tem sido relatada desde 2004, por estudos sobre cinética
enzimatica e cristalografia estrutural das betalactamases CMY-10 (plasmidial) e GC1
de Enterobacter aerogenes e E. cloacae, respectivamente (KIM et al., 2006; LEE et
al., 2004).

Em 2005, ap6s a caracterizagdo de um grupo de cefalosporinases do tipo
AmpC com pontos isoelétricos altamente alcalinos (pl ~ 9,0) produzidas por
Acinetobacter, uma nomenclatura especifica e baseada em estudos de analise
filogenética enzimatica entre as diferentes AmpCs foi proposta para agrupar estas
betalactamases produzidas por esta espécie, dando origem ao grupo ADC -
cefalosporinases derivadas de Acinetobacter - (do inglés, Acinetobacter-derived
cephalosporinases) (HUJER et al., 2005; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2010).

Desde entdo, numeros crescentes de ADCs que conferem resisténcia as
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cefalosporinas de amplo espectro tém sido descritas em Acinetobacter sp., sendo esta
mediada sobretudo pelo elemento de insercdo ISAbal (JEON et al., 2014; PEREZ et
al., 2014; TIAN et al., 2011).

2.5.4.1 Acinetobater-derived cephalosporinases: aspectos genéticos, bioquimicos e

resisténcia antimicrobiana

Inicialmente identificada em uma cepa clinica de Acinetobacter baumannii (Ab
RYC 52763/97) oriunda de um surto de infeccdo hospitalar na Espanha no ano de
2000 (ADC-1, posteriormente caracterizada e nomeada em 2005), as Acinetobacter-
derived cephalosporinases (ADCs) compreendem atualmente um grande grupo de
variantes enziméticas cromossomais produzidas por espécies do género
Acinetobacter (BHATTACHARYA et al., 2014), sendo composto por mais de 235
exemplares de variantes alélicas de aproximadamente 390 aminoéacidos (BOU,
MARTINEZ-BELTRAN, 2000; BUSH, 2018).

As ADCs apresentam elevada similaridade entre si, diferenciando-se por 1 a 25
aminoécidos e compartilhando de 35 a 45% de identidade em relagcdo a outras
betalactamases da classe C (BHATTACHARYA et al., 2014).

Diferentemente das demais betalactamases da classe C, as ADCs sé&o do tipo
nao-induziveis e normalmente expressas em niveis basais, sendo descritas como
capazes de hidrolisar penicilinas e cefalosporinas de espectro reduzido, mas
incapazes de hidrolisar cefepima e os carbapenémicos (NORDMANN; MAMMERI,
2007). No entanto, mudancas na atividade das ADCs tém sido associadas a sua
superexpressdo - mediada sobretudo por ISAbal (BHATTACHARYA et al., 2014;
REZAEE et al., 2016) - ou pela presenca de substituicdes e/ou dele¢cdes/insercdes de
aminoacidos em regides estruturais especificas destas enzimas, tais como seu sitio
ativo; C-loop, Q-loop e hélices H2 e H10 (Figura 3) (JEON et al., 2014; NORDMANN;
MAMMERI, 2007), resultando na resisténcia as cefalosporinas de terceira geracéo e,
ocasionalmente, aos carbapenémicos.

Recentemente, as variantes de cESBLs ADC-33 e ADC-56 foram reportadas
com capacidade de hidrolisar cefepima (cefalosporina de 42 geracédo) e, em 2014, a
variante ADC-68 foi descrita com atividade contra os carbapenémicos imipenem,
meropenem e ertapenem (JEON et al., 2014; PEREZ et al., 2014; TIAN et al., 2011).
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Figura 3 - Representacao da estrutura proteica de ADC-68 de Acinetobacter baumannii.

Fonte: JEON et al. (2014).

Legenda: Dominio 1 (verde); Dominio 2 (azul claro); P-loop (vermelho); P2-loop (cinza), Q-loop (azul
escuro), R2-loop (laranja); C-loop (roxo); Sitio R1 (circulo verde); Sitio R2 (circulo azul). Moléculas de
citrato e acido 2-(N-morfolino) etanossulfénico - provenientes da solucéo de cristalizacéo - estdo ligadas
ao sitio R2 e encontram-se representadas em bastdes amarelos e vermelhos.

O estudo do contexto genético de blaapc-ss no isolado clinico Acinetobacter
baumannii D015, em que esta carbapenemase foi inicialmente descrita, ndo identificou
a presenca de elementos genéticos de insercao (IS), indicando que a sua expressao
em baixas concentracdes (nivel basal) pode ser suficiente para ocasionar a resisténcia
aos carbapenémicos (JEON et al., 2014). A expressao do gene blaapc-es em vetor
pHSG398 por linhagens isogénicas de E. coli TOP10 elevou a concentracéo inibitoria
minima (CIM) de imipenem, meropenem e ertapenem para essa cepa de 0,5, 0,015 e
0,015 pg/mL para 8, 4 e 16 pg/mL, respectivamente, em sua transformante E. coli
TOP10 pHSG398-blaapc-es, confirmando a capacidade que a ADC-68 possui de
hidrolisar os carbapenémicos (JEON et al., 2014).

A variante da enzima ADC-68 (carbapenemase) apresenta 98% de identidade
com a sequéncia de aminoéacidos da variante ADC-1 (ndo carbapenemase) (JEON et
al., 2014). As principais substituicdes de aminoacidos encontradas na ADC-68 em
comparacdao com a ADC-1 sdo: G77A, K128Q, S145P, T179l, P194A, G220D e

R320G. Uma dessas alteracdes (Gly320 na ADC-68) encontra-se localizada na regiao
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do C-loop da enzima, que compreende a regido entre Thr318 e Phe321 e abrange um
dominio caracteristico de betalactamases com atividade contra os carbapenémicos.
Demais modificagdes (P194A e G220D) foram observadas também no Q-loop da
enzima (correspondente a regido entre Gly185 e Thr229). Apesar das estruturas
conformacionais de ADC-1 e ADC-68 determinadas por estudos de cristalografia
serem bastante conservadas, as principais diferencas entre as estruturas dessas duas
betalactamases estdo localizadas na regido do C- e Q-loop, determinada
principalmente pelos residuos de Gly320 e Asp220 na ADC-68 (JEON et al., 2014).
Especula-se que essas substituicdes de aminoacidos - principalmente a substituicdo
de Gly220 no Q-loop da ADC-1 pelo aminoacido mais volumoso Asp220 na ADC-68 -
produza uma mudanga conformacional na enzima, resultando na “abertura” de seu
sitio ativo e uma melhor acomodacdo das moléculas dos carbapenémicos e um
aumento na eficiéncia de catalise da hidrolise desses substratos (JEON et al., 2014).

Em estudos realizados no Departamento de Microbiologia do IAM, que
objetivou a caracterizacdo genética de 45 isolados clinicos de A. baumannii oriundos
de infec¢des em pacientes hospitalizados em cinco diferentes hospitais da cidade do
Recife (LEAL et al., 2020), analises das sequéncias de aminoacidos preditas para a
enzima naturalmente codificada pelos genes blaaoc desses isolados revelaram a
presenca de substituicGes de aminoacidos similares aquelas previamente descritas
na carbapenemase ADC-68 em comparacdo com a ADC-1 (JEON et al., 2014),
inclusive, as que foram citadas como determinantes para a ampliagdo da capacidade
catalitica de ADC-68 contra os carbapenémicos: G220D e R320G. Demais
substituicbes de aminoacidos na regido do C-loop das variantes ADC-A (N319T);
ADC-B (N319T) e ADC-C (N319S) foram observadas nas enzimas ADC expressa
pelos isolados clinicos de A. baumannii do presente estudo.

Interessantemente, pdde-se observar também uma insercdo de trés
aminoacidos, Pro-Ala-Ser (A221_P222insPAS), na regido do Q-loop da enzima ADC
de vérios isolados resistentes aos carbapenémicos que codificam a variante
enzimatica do grupo A (ADC-A).

Em estudo previamente citado (JEON et al., 2014), especulou-se que a
substituicdo de aminoacidos no Q-loop por aminoacidos mais volumosos produziria
mudanc¢a conformacional na estrutura da enzima, com expansao do Q-loop e do C-
loop, abertura do sitio ativo e consequente ampliacdo do espectro catalitico da

enzima. Diante dessas observacgdes e evidéncias, questiona-se se as alteracdes de
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aminoacidos presentes nas variantes enziméticas de ADC naturalmente expressas
pelos isolados clinicos de A. baumannii, poderiam também contribuir para a ampliacéo
do seu espectro catalitico e hidrolise dos carbapenémicos e/ou interfeririam na
capacidade de inibicdo da enzima pelos inibidores de betalactamases comumente co-
administrados com betalactamicos no tratamento de infec¢des causadas bacilos Gram
negativos; se existem outras substituicdes/inser¢cées de aminoacidos envolvidas com
a ampliacdo do espectro hidrolitco das ADC; ou ainda se a insercao
A221_P222insPAS no Q-loop na variante enzimatica ADC-A codificada por esses

isolados poderia contribuir para a ampliagdo do seu espectro catalitico e hidrolise.

2.5.4.2 Mecanismos cataliticos das carbapenemases da classe C

Atualmente, cinco betalactamases da classe C foram reportadas apresentando
atividade contra os antimicrobianos carbapenémicos, sendo elas: ACT-1, DHA-1,
CMY-2, CMY-10 e ADC-68 (BRADFORD et al., 1997; JEON et al., 2014; JEON et al.,
2015; LEE et al., 2004a; LEE et al., 2004b; LEE et al., 2007).

Embora as cefalosporinases da classe C compartilhem estruturas gerais muito
semelhantes em relacdo as betalactamases da classe A, as enzimas da classe C
apresentam cavidades de maiores dimensfes em seu sitio ativo, proporcionando
melhor interagcdo com moléculas de maior volume, como as cefalosporinas de
espectro estendido (JEON et al., 2015). Nessas enzimas, o sitio ativo é dividido em
duas porc¢des: R1, que compreende a regido que acomoda a cadeia lateral R1 no
carbono de numero 6 do ndcleo betalactamico dos antimicrobianos desta classe; e a
porcdo R2, que representa a regido oposta de interacdo com o anel betalactamico,
estando ambas envolvidas em processos de acilacdo e desacilacdo da droga pela
enzima (Figura 3) (JEON et al., 2015).

Inicialmente, o processo de hidrélise inicia a partir do ataque nucleofilico do
carbono carbonilico do anel betalactamico do antimicrobiano pelo residuo de Ser66,
presente no sitio ativo enzimatico, resultando na formacdo de um composto
intermediério acilado. Posteriormente, esse composto reage com uma molécula de
agua, ocasionando assim sua desacilacdo, promovendo a hidrélise do antimicrobiano
(JEON et al., 2015) e a consequente liberacdo da enzima em sua forma ativa (Figura
4).
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Figura 4 - Mecanismo de hidrélise enzimética mediado por betalactamase tipo AmpC
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Fonte: Adaptado de Chen et al. (2006).

Legenda: Mecanismo de hidrélise enzimatica mediado por betalactamase tipo AmpC. 1 - complexo
inicial pré-covalente; 2 - etapa intermediéria de acilagdo; 3 - forma¢édo do complexo acil-enzima; 4 -
etapa intermediaria de desacilacdo apds reacdo com molécula de agua; 5 - produto hidrolisado e
liberado do complexo enzimatico.

Além dos aspectos enziméticos descritos, as caracteristicas estruturais dos
diferentes antimicrobianos também desempenham um importante papel nos
mecanismos cataliticos das betalactamases da classe C. Em relagdo ao imipenem, a
cadeia lateral R1 desde antimicrobiano possui estrutura menor quando comparada a
outras betalactamases, como a benzilpenicilina (Figura 5), no entanto, a presenca
desta caracteristica ndo é considerado um fator que impeca a hidrélise do mesmo,
visto que ndo ha dificuldade na interacdo molecular entre a regido R1 do
antimicrobiano e a por¢cao R1 do sitio ativo da enzima (JEON et al., 2015; LEE; LEE,
2006). O principal motivo responsavel por sua resisténcia a hidrélise enzimatica, no
entanto, parece estar relacionado a longa cadeia R2 presente na estrutura molecular
deste carbapenémico (Figura 5) (JEON et al., 2014, JEON et al., 2015; LEE et al.,
2006).

Figura 5 - Representacado das estruturas moleculares de imipenem e benzilpenicilina.
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Fonte: O autor.
Legenda: Cadeias laterais R1 e R2 das moléculas de imipenem e benzilpenicilina identificadas em
vermelho.
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2.6 Inibidores de betalactamases

Desde a descoberta das penicilinas, diversos estudos tém sido desenvolvidos
para otimizar as propriedades antibacterianas dos betalactamicos e combater os
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos (WANG et al., 2016).

Com o surgimento e identificacdo da resisténcia bacteriana mediada por
betalactamases, duas estratégias foram propostas a fim de se preservar a utilizacédo
dos betalactamicos e desacelerar o processo de resisténcia: i) a identificagédo e/ou
desenvolvimento de moléculas mais estaveis as a¢des das diferentes betalactamases;
e ii) ainibicdo da atividade das betalactamases por moléculas de origem natural, semi-
sintética ou sintética capazes de bloquear a atividade destas enzimas, prevenindo a
degradacédo dos betalactamicos (BUSH; BRADFORD, 2016; BUSH; BRADFORD,
2019; DRAWZ, BONOMO, 2010).

A partir da década de 1970, estudos para identificacdo de possiveis inibidores
de betalactamases foram desencadeados pela emergéncia da penicilinase TEM-1
(BUSH, BRADFORD, 2019), resultando em compostos betalactamicos que atuam
como antibacterianos, inibidores de betalactamases ou compostos que possuem
ambas as propriedades (WANG et al., 2016). Nesse contexto, o acido clavulanico
surgiu como o primeiro inibidor natural de amplo espectro, sendo utilizado na pratica
clinica desde 1984 e agindo sinergicamente com penicilinas e cefalosporinas (BUSH;
BRADFORD, 2019). Sua atividade como inibidor tem sido descrita devido a sua
capacidade de reduzir significativamente as CIMs de betalactdmicos em diversos
Gram positivos e Gram negativos que expressam betalactamases da classe A (tais
como CTX-M, TEM-1, TEM-2 e SHV-1), apresentando-se, no entanto, ineficaz contra
as betalactamases da classe B, C e D (BUSH; BRADFORD, 2016, 2019; DRAWZ,
BONOMO, 2010).

Demais inibidores de betalactamases disponiveis na pratica clinica incluem o
sulbactam e tazobactam, frequentemente associados a ampicilina e piperacilina,
respectivamente. Assim como o0 acido clavulanico, essas duas moléculas
compartilham semelhangas estruturais com penicilinas e demonstram-se eficazes
contra microrganismos que expressam betalactamases da classe A, sendo, no
entanto, ineficientes contra cepas que produzem mdltiplas ESBLs, serino-
carbapenemases ou ainda AmpCs (BUSH, BRADFORD, 2019; DRAWZ, BONOMO,
2010).
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A cloxacilina e o acido fenilborénico (AFB), por sua vez, constituem os principais
agentes inibidores de betalactamases da classe C, atuando como potenciadores da
atividade de antimicrobianos como cefotetan e cefoxitina (THOMSOM, 2010).
Utilizada na prética clinica desde 1965, a cloxacilina constitui um agente semi-sintético
cujo mecanismo de agdo se dé a partir de sua ligacdo as PBPs bacterianas, impedindo
assim a interacdo molecular das betalactamases em decorréncia de sua grande
cadeia lateral (DRAWZ, BONOMO, 2010; PAGE, 2000; TURCK et al., 1965), enquanto
0 AFB atua como inibidor competitivo e reversivel desta classe de enzimas (BEESLEY
et al., 1983; STOVER et al., 2019).

Recentemente, considerando a necessidade de novos inibidores de
betalactamases com atividade ampliada, novos agentes tém sido constantemente
aprovados para uso clinico ou encontram-se nas variadas etapas de testes para futura
insercao no mercado (BUSH; BRADFORD, 2019).

Estes novos inibidores, compostos em sua grande maioria por moléculas de
natureza semi-sintética ou sintética, sdo administrados em associagao com diferentes
antimicrobianos betalactamicos e apresentam distintos mecanismos de a¢ao. Dentre

0s principais exemplares, destacam-se:

)] Avibactam (AVE1330A ou NXL104) - proporciona uma excelente
inibicho das betalactamases de classe A e de classe C
clinicamente relevantes (LIVERMORE et al., 2011). Interage de
forma covalente, mas reversivel, com a maioria das
betalactamases testadas, seguido pela regeneracdo da enzima na
sua forma ativa e inibidor intacto. Tem sido administrado em
combinacdo com ceftazidima, proporcionando ampla atividade
contra ESBLs, KPC, oxacilinases e betalactamases da classe C
(BUSH; BRADFORD, 2019; LIVERMORE et al., 2011).

i) Relebactam (MK-7655) - é um inibidor desenvolvido para ser
administrado em associacdo ao imipenem/cilastatina. Possui boa
atividade contra isolados de K. pneumoniae e Enterobacter sp. com
resisténcia causada pela perda de porina ou expressao de ESBLs
e betalactamases da classe C nesses isolados (LAPUEBLA et al.,
2015; LIVERMORE et al.,, 2013), no entanto, ndo apresentou
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atividade significativa em isolados de A. baumannii até o momento
(BUSH; BRADFORD, 2019).

i) Nacubactam (OP0595 ou RG6080) - é um agente inibidor de
betalactamases das classes A e C, além de possuir atividade
antibacteriana intrinseca, sendo capaz de se ligar as PBPs de
Enterobacteriaceae. Quando combinado com meropenem, possui
boa atividade frente a cepas produtoras de KPC, oxacilinases,
betalactamases da familia CTX-M, SHV, TEM e também cepas
produtoras da metalobetalactamase NDM (BUSH; BRADFORD,
2019; LIVERMORE et al., 2016; MORINAKA et al., 2015).

Iv) Zidebactam (WCK5107) - possui atividade de inibicao frente a
betalactamases das classes A e C quando em combinacdo com
cefepima (LIVERMORE et al., 2017).

V) Vaborbactam (RPX7009) e VRNX5133 - sdo moléculas derivadas
do &cido bordnico. Seu mecanismo de a¢do ocorre devido a sua
capacidade de se ligar covalentemente as betalactamases,
atuando como inibidor por competicdo. Possui atividade frente
betalactamases da classe A e C (CASTANHEIRA et al., 2016;
HECKER et al., 2015; MUSHTAQ et al., 2018).

Vi) ETX2514 - é uma molécula especialmente desenvolvida para inibir
as betalactamases da classe D. Tem apresentado boa atividade
contra Acinetobacter sp., especialmente quando utilizada em
combinacdo com sulbactam, devido as propriedades que este
ultimo apresenta em interagir com as PBPs presentes neste género
bacteriano (ADNAN et al., 2013; DURAND-REVILLE et al., 2017).

2.7 Elementos de insercao e superexpressao de ADC em A. baumannii

Os elementos de insercédo (do inglés, insertion sequences - IS), sdo elementos

genéticos moéveis pequenos, de até 2.000 pares de bases, que codificam para
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transposases (ADAMS et al., 2016; VANDECRAEN et al., 2017). Sdo encontrados em
todas as formas de vida e caracterizados por apresentarem sequéncias contendo
repeticdes nucleotidicas, estando presente em diversas cépias no genoma de um
dado microrganismo, podendo se mover ao longo da mesma molécula ou para
moléculas distintas de DNA, incluindo os plasmideos (VANDECRAEN et al., 2017).

Estes elementos genéticos moveis desempenham importante papel na
plasticidade gendmica, transferéncia horizontal de genes, diversidade e adaptacéo de
muitas espécies bacterianas. A sua presenca tem sido associada a alteracbes na
expressdo de diversos genes, que eventualmente proporcionam vantagens as
bactérias. Quando se inserem no interior de uma fase aberta de leitura génica causam
alteracOes que levam a perda de sua funcdo. Por outro lado, quando presentes a
montante (upstream) a um determinado gene ou conjunto de genes, podem resultar
em regulagao positiva, atuando como promotores de expressdo (ADAMS et al., 2016;
MARTINEZ; MATTAR, 2012; VANDECRAEN et al., 2017).

Até o ano de 2017, mais de 4500 sequéncias Unicas de IS haviam sido
descritas, sendo estas classificadas em 29 familias, de acordo com similaridades
apresentadas em suas sequéncias de nucleotideos, e caracteristicas quimicas e
funcionais de seus produtos (transposases) (MAHILLON; CHANDLER, 1998;
VANDECRAEN et al., 2017).

Em A. baumannii, o elemento de insercdo mais conhecido é o ISAbal,
pertencente a familia 1S4 e formado por regides repetidas e invertidas de 16 pb
(MARTINEZ; MATTAR, 2012). Diversos estudos tém relacionado a associacdo desta
IS com o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana nos isolados desta espécie,
inclusive no contexto de genes que codificam para importantes betalactamases como
as oxacilinases, carbapenemases e cefalosporinases, incluindo as ADCs (MARTINEZ;
MATTAR, 2012; REZAEE et al., 2016; ROCHA et al., 2018; TEIXEIRA et al., 2013).
Quando localizado a montante (upstream) ao gene blaapc, que codifica para a
Acinetobacter-derived cephalosporinase, o ISAbal confere a superexpressao desta
betalactamase, ocasionando resisténcia as cefalosporinas de espectro estendido e/ou
carbapenémicos (ADAMS et al., 2016; HERITIER et al., 2006).
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3 OBJETIVO

Os objetivos do presente estudo foram divididos em objetivo geral e objetivos
especificos, conforme descrito a seguir.

3.1 Objetivo geral

Investigar o papel de diferentes variantes de Acinetobacter-derived
cephalosporinases (ADC) codificadas por isolados clinicos de Acinetobacter

baumannii na resisténcia aos betalactamicos.

3.2 Objetivos especificos

a) Investigar fenotipicamente a atividade enzimatica de variantes ADCs
oriundas de isolados clinicos pertencentes a clones epidémicos do Brasil

expressas por transformantes frente a penicilina de largo espectro,

cefalosporinas de 12, 32 e 42 geracdes e carbapenémicos;

b) Avaliar o efeito das diferentes substituicbes de aminoacidos na atividade

enzimatica das variantes de ADC selecionadas contra betalactamicos;

c) Avaliar o efeito que ainsercao de Pro-Ala-Ser (A221_P222insPAS) provoca

na conformacéo e atividade enzimética de ADC;

d) Avaliar a capacidade das diferentes variantes de ADC selecionadas de

hidrolisar o imipenem (carbapenémico);

e) Determinar os motivos envolvidos com a resisténcia aos carbapenémicos
e demais betalactamicos nas variantes enzimaticas das principais ADC

estudadas.
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4 METODOLOGIA

A metodologia utilizada nas diferentes etapas do presente estudo encontra-se
descrita nos tépicos a seguir.

4.1 Isolados clinicos de Acinetobacter baumannii e comparacao entre variantes

alélicas de ADCs

As variantes enziméticas de ADC foram identificadas entre isolados clinicos de
A. baumannii de um conjunto de 48 isolados de A. baumannii resistentes aos
carbapenémicos, cujo genoma foi sequenciado e os isolados armazenados no Banco
de Microrganismos do Departamento de Microbiologia do Instituto Aggeu Magalhaes.
Os isolados foram oriundos de infeccbes da corrente sanguinea, urina, secrecao
tragueal, swab retal, osso, liquido cefalorraquidiano (LCR), cateter e tecidos moles de
diferentes pacientes assistidos em cinco hospitais terciarios da cidade do Recife-PE,
bem como provenientes de superficies inanimadas de um hospital publico terciario
localizado na cidade de Caruaru-PE, coletados entre os anos de 2010 e 2015 e
pertencentes a linhagens ou complexos clonais (CCs) epidémicos no Brasil (LEAL et
al., 2020; ROCHA, 2017), conforme apresentado no Quadro 2.

Os genes blaaoc foram identificados nestes isolados e comparados entre si e a
outras variantes cujas sequéncias foram depositadas no Beta-Lactamase Database -

BLDB (http://www.bldb.eu/). O alinhamento multiplo das sequéncias de blaapc feito em

ferramenta ClustalW foi utilizado para determinar a distancia entre as variantes de
blaaoc pela ferramenta jModelTest2 v.2.1.10 (https://dposada.webs.uvigo.es/)
(POSADA, 2008) e IQ-TREE v.1.5.5 (http://www.igtree.org/). A arvore filogenética
reconstruida foi visualizada e anotada na ferramenta da web Interactive Tree of Life -
ITOL (https://itol.embl.de/).

Quatro diferentes variantes de ADC foram identificadas entre os isolados clinicos
deste estudo, aqui denominadas A, B, C e D. O gene blaapc de cada variante foi
isolado a partir de cepa carregando a ADC identificada por amplificacdo para
clonagem e expressédo das proteinas estudadas, além da variante ADC-158 da cepa
laboratorial A. baumannii ATCC 19606. A ADC-68 foi construida por mutagénese sitio-

dirigida e incluida neste estudo, como descrito a seguir.


http://www.bldb.eu/

Quadro 2 - Caracteristicas fenotipicas e genéticas dos isolados clinicos de A. baumannii utilizados neste estudo

(continua)

Grupo Teste de sensibilidade aos Principais genes de

Isolado ADC ST Ano Sitio Hospital antimicrobianos (ug/mL) resisténcia aos
CRO CAzZz CPM IPM MER Dbetalactamicos (bla)

Ab_07 A 113 2014 Sangue 6 2128 2128 16 32 264 OXA-51, -143, PER-1
Ab107 A 79 2015 Superficie 6 2128 2128 16 =64 264 OXA-24,-51
Abl112 A 1 2015 Superficie 6 2128 2128 64 64 264 OXA-23,-51, PER-1
Acb_01 A 113 2012 LCR 1 2128 2128 32 32 264 OXA-253, -64, TEM-1
Acb_04 A 113 2012 LCR 1 2128 2128 16 32 264 OXA-253, -64, TEM-1
Acb_05 A 113 2012 LCR 1 2128 2128 16 64 264  OXA-253, -64, TEM-1
Acb_06 A 79 2012 LCR 1 2128 2128 16 32 264 OXA-253, -65, TEM-1
Acb_15 A 79 2014 Sec. traqueal 3 =128 2128 64 16 264 OXA-253, -65, TEM-1
Acb_17 A 79 2014 Sec. traqueal 3 2128 2128 2128 64 264 OXA-253, -65, TEM-1
Acb 18 A 79 2014 Urina 3 2128 2128 128 64 264 OXA-253, -65, TEM-1
Acb_20 A 79 2014 Sec. traqueal 3 2128 2128 128 64 264 OXA-65, -72, TEM-1
Acb 21 A 113 2014 Sec. traqueal 3 2128 2128 16 64 264 OXA-253, -64, TEM-1
Acb_22 A 79 2014 Sec. traqueal 3 2128 2128 64 32 264  OXA-253, -65, TEM-1
Acb_23 A 79 2010 Sangue 4 2128 2128 16 32 264 OXA-65,-72, TEM-1
Acb_24 A 113 2010 Sangue 4 2128 2128 16 32 264 OXA-169, -64, TEM-1
Acb_28 A 79 2010 Swab retal 4 2128 2128 32 32 264 OXA-65,-72, TEM-1
Acb_29 A 113 2010 Swab retal 4 2128 2128 16 32 264  OXA-253, -64, TEM-1
Acb_30 A 79 2010 Sec. traqueal 4 2128 2128 32 32 264 OXA-65,-72, TEM-1
Acb_31 A 79 2010 Sec. traqueal 4 2128 2128 128 64 264  OXA-253, -65, TEM-1
Acb_33 A 113 2014 Sangue 5 2128 2128 16 64 264 OXA-253, -64, TEM-1
Acb_35 A 113 2014 Cateter 5 2128 2128 64 32 264  OXA-253, -64, TEM-1
Acb_38 A 113 2014 Tecido mole 5 2128 2128 32 32 264 OXA-253, -64, TEM-1
Acb_40 A 881 2014  Liquido cavitario 5 2128 2128 32 264 >64  OXA-253, -69
Acb_42 A 881 ND ND 5 2128 2128 64 64 64 OXA-253, -69
Acb_45 A 1 2014 Cateter 2 2128 2128 128 64 264 OXA-51, -23
Acb_47 A 113 2014  Liquido cavitario 2 2128 2128 32 64 264 OXA-253, -64, TEM-1




Quadro 2- Caracteristicas fenotipicas e genéticas dos isolados clinicos de A. baumannii utilizados neste estudo
(concluséo)

Acb_02 B 79 2012 LCR 1 >128 128 128 32 264 OXA-253, -65, TEM-1
Acb_03 B 15 2012 LCR 1 >128 64 16 64 264  OXA-253, -51
Acb_09 B 1 2012 Sangue 1 =128 64 32 16 64 OXA-169, -69
Acb_10 B 15 2012 Sangue 1 =128 128 32 16 264 OXA-253,-51
Acb_12 B 15 2012 LCR 1 2128 64 64 =64 >64  OXA-253, -51
Acb_13 B 1 2014  Liquido cavitario 3 2128 128 32 16 16  OXA-25,-169, -69
Acb_14 B 15 2014 Sec. traqueal 3 2128 128 128 =64 264 OXA-253, -51, -132
Acb_19 B 1 2014 Sec. traqueal 3 >128 64 128 32 264 OXA-169, -69
Acb_25 B 15 2010 Sangue 4 2128 64 8 32 264  OXA-253, -51
Acb_34 B 15 2014 Urina 5 >128 128 16 32 264 OXA-253,-51
Acb_37 B 15 2014 Sec. traqueal 5 =128 128 32 32 264  OXA-253, -51
Acb_16 C 1 2014 Sec. traqueal 3 =128 128 128 32 64  OXA-169, -69
Acb_41 D 25 2014 Osso 5 8 2 8 32 32 OXA-253, -64, TEM-209
Acb_07 X 15 2012 LCR 1 >128 128 16 32 264 OXA-253,-51
Acb_08 X 113 2012 LCR 1 2128 2128 16 32 264 OXA-253, -64, TEM-1
Acb_26 X 79 2010 Swab retal 4 2128 2128 32 32 264 OXA-65,-72, TEM-1
Acb_32 X 79 2010 Sangue 4 2128 2128 128 64 264 OXA-65,-72, TEM-1
Acb_36 X 113 2014 Cateter 5 2128 2128 32 16 264 OXA-253, -64, TEM-1
Acb_39 X 79 2014 Sangue 5 2128 2128 64 32 264 OXA-253, -65, TEM-1
Acb_43 X 15 2014 Sangue 2 >128 128 16 =64 264 OXA-253,-51
Acb_44 X 113 2014 Sec. traqueal 2 2128 2128 32 64 264 OXA-253, -64, TEM-1
Acb_46 X 15 2014 Sec. traqueal 2 2128 128 32 32 264 OXA-253, -51

®
1’2285* 158 ND 1948 Urina ND 2 2 1 0,5 0,5 OXA-98

Fonte: O autor.

Legenda: ST - sequence type; TSA - Teste de sensibilidade aos antimicrobianos; CRO - ceftriaxona; CAZ - ceftazidima; CPM - cefepima; IPM - imipenem;
MER - meropenem; LCR - liquido cefalorraquidiano; X - grupo de sequéncias incompletas de blaaoc. *Cepa A. baumannii ATCC® 19606™ da American
Type Culture Collection (ATCC® ) reportada pela primeira vez no ano de 1948 como isolado do trato urinario de um paciente e utilizada em diversos
estudos fenotipicos e genéticos, na pratica clinica e pesquisa, como microrganismo de referéncia.
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4.2 Confirmacéo da presenca do elemento ISAbal a montante blaapc dos

isolados clinicos de A. baumannii

A avaliacdo da presenca do elemento de insercéo ISAbal a montante do gene
blaaoc foi realizada por PCR a partir da utilizacdo do DNA gendmico dos isolados Ab
07 [ADC-A], Acb_37 [ADC-B], Acb_16 [ADC-C] e Acb_41 [ADC-D] com o intuito de se
verificar a possibilidade de hiperexpressédo de blaaoc codificadas naturalmente por
estes isolados clinicos representantes de cada grupo de variantes enzimaticas do
presente estudo. Para isto, a extracdo do DNA dos isolados representantes foi
realizada pelo DNEasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), seguindo as recomendacdes do
fabricante, a partir de uma aliquota de 1,5 mL de cultura crescida em caldo Luria-
Bertani (LB) (Himedia) a 35 = 2 °C por 18 horas. O DNA gendmico extraido foi
guantificado em NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.) com a verificacdo dos
parametros utilizados para estimar a pureza e rendimento da extragao (A260/280).

As reacoes de amplificacdo de DNA foram realizadas por PCR contendo 50 ng
do DNA-alvo, 04 mM de <cada oligonucleotideo iniciador (5'-
CATTGGCATTAAACTGAGGAGAAA-3 e 5-
GTGCTCGAGATTTCTTTATTGCATTCAGCACAG -3’), 250 uM de cada dNTP, 5% de
sulféxido de dimetilo (DMSO), Herculase Il Reaction Buffer (1x) e 1U de Herculase I
Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies) em um volume final de 50 pL. As
reacdes foram submetidas a termociclagem em GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems), a uma desnaturacao inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos
térmicos com desnaturacdo a 94 °C por 45 segundos, anelamento a 55 °C durante 45
segundos e extensdo a 72 °C durante 1 minuto (cada ciclo), finalizando em seguida
por uma extensdo a 72 °C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) diluida em tampéo 0,5x TBE (Tris-base 89
mM; acido bérico 89 mM e EDTA 2 mM pH 8,0) e contendo 0,1 uL/mL SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen), a 120 Volts e 150 mA durante 45 minutos, e
posteriormente visualizados e fotografados sob luz ultravioleta em aparelho de
fotodocumentacéo L-Pix EX (Loccus Biotecnologia).

Como controles positivo e negativo da reacdo, foram utilizados o DNA
gendmico das cepas de A. baumannii Acb_40 (sabidamente positiva para
ISAbal/blaapc) e de A. baumannii ATCC® 19606™ da American Type Culture

Colection (ATCC®), respectivamente.
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A clonagem e expresséo das variantes alélicas do gene blaapc foram feitas com

o intuito de investigar as possiveis diferencas na capacidade de inativacdo de

betalactamicos por variantes enzimaticas de ADC betalactamases. Seus genes foram

expressos por cepas de linhagem laboratorial transformadas para esses genes e

testadas quanto as suas capacidades de inibicdo do crescimento bacteriano na

presenca de betalactamicos e na capacidade de hidrdélise do imipenem por variantes

selecionadas.

As cepas bacterianas e os plasmideos utilizados nesta etapa do estudo

encontram-se listados na Quadro 3.

Quadro 3 - Cepas e plasmideos utilizados nesse estudo

(continua)

Cepas

Descricdo

Referéncia

A. baumannii
Ab07

Abc_37

Abc 16

Abc_41
ATCC®19606™

E. coli
L191
L157
L192
L193
L195
L254
L255
L256
L257
L258
L259
L260
L263
L261
L262

Cepa clinica
Cepa clinica
Cepa clinica

Cepa clinica

Cepa laboratorial de referéncia

BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-a
BL21(DE3) pET28a(+)::blaancs
BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-c
BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-o
BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc.1ss
BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-a T179i
BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-s T179i
BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc.c 11791
BL21(DE3) pET28a(+)::blaapcp T179I

BL21(DE3) pET28a(+)::
BL21(DE3) pET28a(+):
BL21(DE3) pET28a(+):
BL21(DE3) pET28a(+)::
BL21(DE3) pET28a(+)::
BL21(DE3) pET28a(+)::

blaapc-158 1791
blaabc-a p194a
blaabcs p194a
blaspc-c p1o4a
blaapc-p p194a

blaapc-158 p194a

Rocha et al., 2017
Leal et al., 2020
Leal et al., 2020
Leal et al., 2020
ATCC®

Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo
Este estudo

Este estudo
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(concluséo)

Cepas Descricdo Referéncia

L244 BL21(DE3) pET28a(+)::blaaoc-a T1791P194a Este estudo
L245 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-s T1791P194 Este estudo
L246 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-c T1701P104A Este estudo
L247 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapco T1791P194A Este estudo
L248 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-15s T1791P194A Este estudo
L264 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-a p2206 Este estudo
L265 BL21(DE3) pET28a(+)::blaabc-s p220 Este estudo
L266 BL21(DE3) pET28a(+)::blaaoc-c p220c Este estudo
L267 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-p p2206 Este estudo
L268 BL21(DE3) pET28a(+)::blaaoc-158 p220G Este estudo
L269 BL21(DE3) pET28a(+)::blaanc-a c320r Este estudo
L270 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-s ca2or Este estudo
L271 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-c c320r Este estudo
L272 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-p c320r Este estudo
L273 BL21(DE3) pET28a(+)::blaaoc-158 Ga20r Este estudo
L274 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-a p2206/6320r Este estudo
L275 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-s p2206/6320r Este estudo
L276 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-c p2206/6320r Este estudo
L277 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-b p2206/G320r Este estudo
L278 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-158 p2206/6320r Este estudo
L251 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-es Este estudo
L279 BL21(DE3) pET28a(+)::blaanc-ssp2206 Este estudo
L280 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapc-ss c320r Este estudo
L281 BL21(DE3) pET28a(+)::blaapbc-68 p220G/c320r Este estudo
L162 BL21(DE3) pET28a(+) Este estudo
Vetores

pGEM-T-Easy®

pET28a(+)

Vetor intermediario AmpR

Vetor de expresséo KanR

Promega

Novagen

Fonte: O autor.

Legenda: AmpR: resistente a ampicilina; KanR: resistente a canamicina. ATCC®: American Type Culture

Colection.
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4.3.1 Clonagem das variantes alélicas do gene blaaoc

Para a clonagem das quatro variantes alélicas de ADC identificadas, os genes
blaaoc dos isolados de A. baumannii e da cepa A. baumannii ATCC® 19606™ da
American Type Culture Colection (ATCC®) (produtora de ADC-158, utilizada
inicialmente como controle néo-carbapenemase) foram amplificados por PCR
utilizando o DNA gendmico dos mesmos a partir de oligonucleotideos modificados,
contendo em sua sequéncia de nucleotideos os sitios de restricdo para as
endonucleases BamHI e Xhol. Para isto, a extragdo do DNA dos isolados
representantes foi realizada pelo DNEasy Blood & Tissue Kit (Qiagen), seguindo as
recomendacdes do fabricante e descritas no item 4.2.

As reacdes de amplificacdo de DNA foram realizadas por PCR contendo 50 ng
do DNA-avo, 04 mM de <cada oligonucleotideo iniciador (5-
ATAGGATCCATGCGATTTAAAAAAATTTCTTGTCTAC-3 e 5-
CAGCTCGAGTTATTTCTTTATTGCATTCAGCACAG -3’), 250 uM de cada dNTP, 5%
de sulfoxido de dimetilo (DMSO), Herculase Il Reaction Buffer (1x) e 1U de Herculase
Il Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies) em um volume final de 50 pL. As
reacOes foram submetidas a termociclagem em GeneAmp PCR System 9700 (Applied
Biosystems), a uma desnaturacéo inicial a 95 °C por 5 minutos, seguida por 30 ciclos
térmicos com desnaturacéo a 94 °C por 45 segundos, anelamento a 55 °C durante 45
segundos e extensao a 72 °C durante 1 minuto (cada ciclo), finalizando em seguida
por uma extensdo a 72 °C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) diluida em tampao 0,5x TBE (Tris-base 89
mM; acido borico 89 mM e EDTA 2 mM pH 8,0) e contendo 0,1 uL/mL SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen), a 120 Volts e 150 mA durante 45 minutos, e
posteriormente visualizados e fotografados sob luz ultravioleta em aparelho de
fotodocumentacgao L-Pix EX (Loccus Biotecnologia).

Os fragmentos de DNA foram excisados do gel de agarose com auxilio de um
bisturi cirdrgico, purificadas pela utilizacdo do GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) e o DNA purificado foi quantificado em NanoDrop
2000c. Cada fragmento foi clonado em reacdes individuais com volume final de 10 pL
contendo aproximadamente 60 ng do produto de PCR para blaaoc, 25 ng do vetor de
clonagem pGEM®-T-Easy (Promega), 1,5 U/uL de T4 DNA Ligase e Rapid Ligation
Buffer (1x), durante 12 horas a 4 °C e posteriormente transformadas em células
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guimiocompetentes de E. coli TOP10, de acordo com recomendac¢des do fornecedor
(Thermo Fisher Scientific Inc.). Em seguida, as células foram semeadas em placas de
Petri contendo agar LB suplementado com 60 pg/mL de ampicilina (Sigma Aldrich),
20 pg/mL de 5-bromo-4-cloro-3-indoxil-B-D-galactopiranosideo (X-gal) (Serva) e 100
mM de B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG) (Serva) e incubadas a 35 + 2 °C por 18 horas
para o isolamento das coldnias transformantes.

Para confirmacao da etapa de clonagem génica, diferentes coldnias das células
bacterianas transformantes foram inoculadas em caldo LB acrescido de 60 pg/mL de
ampicilina (Sigma Aldrich) e incubadas em estufa bacterioldgica a 35 + 2 °C por 18
horas. Apds crescimento, um volume de 1,5 mL de cada cultura foi centrifugado a
10.000 x g durante 3 minutos e o DNA plasmidial das células bacterianas
transformantes foi extraido com auxilio do lllustra PlasmidPrep Mini Spin Kit (GE
Healthcare), seguindo as recomendacgdes do fabricante. O DNA plasmidial purificado
foi submetido a restricdo pelas endonucleases BamHI e Xhol (New England Biolabs)
por 5 horas a 37 °C, submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% e posteriormente
visualizados e fotografados sob luz ultravioleta em aparelho de fotodocumentacéo
para avaliagdo de seu tamanho molecular médio em comparagdo ao marcador 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Para a avaliacdo da integridade das sequéncias das variantes alélicas de blaapc
clonadas por PCR, aliquotas dos diferentes preparados de DNA plasmidial, cuja
restricdo pelas endonucleases apresentou resultados satisfatérios apos eletroforese
em gel de agarose, foram encaminhadas para o Nucleo de Plataformas Tecnoldgicas
do Instituto Aggeu Magalhaes (NPT) para realizacao do sequenciamento de DNA pelo
método de Sanger. As reacdes de sequenciamento foram realizadas pela utilizac&o
do BigDye® Direct Sanger Sequencing Kit (Thermo Fisher Scientific Inc), de acordo
com recomendagfes do fabricante e submetidas a termociclagem com etapa de
desnaturacao inicial de 2 minutos a 94 °C, seguida por 40 ciclos de 94 °C por 10
segundos, 55 °C por 10 segundos e 60 °C por 4 minutos cada, realizada em
termociclador GeneAmp PCR System 9700 (Applied Biosystems). Os produtos de
PCR foram precipitados e ressuspendidos em 10 pL de Hi-Di Formamida (Applied
Biosystems) e posteriormente submetidos ao sequenciamento no 3500 xL Genetic
Analyzer (Applied Biosystems).

Apoés sequenciamento, os cromatogramas foram analisados com o software

Chromas Lite 2.1.1 (Technelysium) e os contigs montados pelo software Lasergene
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SegMan (DNAStar Inc), sendo posteriormente alinhados e comparados as sequéncias
de nucleotideos de cada variante alélica de blaaoc pelo programa BioEdit Sequence
Alignment Editor (Tom Hall).

4.3.2 Comparacéo entre as sequencias proteicas de ADC e mutagénese sitio-

dirigida

A fim de investigar os possiveis efeitos funcionais das alteragbes de
aminoacidos entre as variantes de ADC identificadas, bem como as principais
substituicbes de aminoacidos envolvidas com a possivel ampliacdo do espectro
hidrolitico de ADC, as sequéncias de aminoacidos preditas para cada variante
enzimatica foram submetidas a analise pelo algoritmo PROVEAN (Protein Variation
Effect Analyzer) (CHOI; CHAN, 2015), utilizando-se pontuagao de alinhamento Delta
(Domain Enhanced Lookup Time Accelerated BLAST) estabelecida com base nas
sequéncias de ADCs (de referéncia e das variantes de sequéncia-teste) em relacéo
aos homologos de sequéncia identificados no banco de dados de proteinas NCBI NR
por meio da ferramenta BLAST.

Para separacdo méaxima de cada uma das variantes proteicas submetidas a
analise, o valor de corte foi definido em -2,5 (CHOI, 2012; CHOI; CHAN, 2015) de
modo que fosse possivel o estabelecimento de uma classificacdo binaria: i) mutacao
deletéria - cujos efeitos apresentam maior probabilidade de influenciar na funcao; ou
ii) neutra - cujos efeitos ndo resultariam em possiveis altera¢des funcionais.

Adicionalmente, foram utilizados os softwares PHYRE2 Protein Fold
Recognition ~ Server  (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) e  ESPript 3.0
(http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/index.php) para predicdo da estrutura proteica
secunddaria e representacao visual das analises, respectivamente.

Por fim, considerando as regides estruturais de ADC (e.g., sitio ativo, Q-loop,
hélices H2 e H10 e C-loop) - cuja modificacdo ocasionaria alteracbes mais
significativas na estrutura proteica - e a analise comparativa das sequéncias de ADCs
provenientes dos resultados fornecidos pelo PROVEAN, as variantes enzimaticas do
presente estudo foram modificadas individualmente pela técnica de mutagénese sitio-
dirigida por megaprimer (Figura 6) (TYAGI; DUGGLEBY, 2004) para T179I; P194A;
D220G; G320R e para as substituicbes T1791 e P194A; e D220G e G320R,

reproduzindo os possiveis motivos observados em ADC-68 (carbapenemase).
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Adicionalmente, as modificacbes G77A e T248A foram introduzidas
exclusivamente na variante ADC-158 a fim de se obter a variante alélica ADC-68,
utilizada neste estudo como controle positivo para ADC-carbapenemase (JEON et al.,
2014).

Para a construcéo do megaprimer, o gene blaapc de cada variante estudada foi
parcialmente amplificado por PCR, em rea¢des contendo Herculase Il Reaction Buffer
(1x), 1U de Herculase Il Fusion DNA Polymerase (Agilent Technologies), 250 uM de
cada dNTP, 5% de sulfoxido de dimetilo (DMSO), 50 ng do DNA molde e 20 uM de
oligonucleotideos iniciadores, sendo em um deles a sequéncia sintetizada modificada
para resultar nas modificacdes desejadas nas sequéncias de aminoacidos das ADCs,

conforme descrito no Quadro 4.

Quadro 4 - Oligonucleotideos utilizados para modificacao nas sequéncias de aminoacidos das ADCs.

ID. Objetivo Sequéncia (5’ - 3’) Alvo (blaapc)
DX131 G77A ATTTTTTGCATACGCACCTGCTGTC 158
DX092 T179I GTCTTAGAAAAAATTATTTTTCCGGCC A, B, C, D, 68, 158
DX094 P194A CTATGTAAATGTAGCGAAGACCCAAATG A, B, C, D, 68, 158
DX153 D220G CCGGCCCACTTGGCGCCCCAGCATC A
DX154 D220G CCGGCCCACTCGGAGCCCCAGCATATG B, C, D, 158
DX132 T248A CAGAAATATCCGGCCGATATTCAACG 158
DX155 G320R CTGGCTCAACCAACCGTTTCGGAACATATG D, 68 e 158
DX156 G320R CTGGCTCAACCACCCGTTTCGGAACATATG ADC-Ae -B

Fonte: O autor.

Legenda: ID. - identificagdo do oligonucleotideo no Banco de Oligonucleotideos do Departamento de
Microbiologia do Instituto Aggeu Magalhdes. Objetivo - mutacdo desejada na sequéncia de
aminodcidos da proteina. Todas as sequéncias de oligonucleotideos listadas foram desenhadas pelo
autor do presente estudo.

As reacdes foram submetidas a termociclagem em GeneAmp PCR System
9700 (Applied Biosystems) sob as mesmas condi¢cdes previamente descritas. Apos
amplificacdo, os megaprimers obtidos nesta primeira etapa foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1% (m/v) diluida em tampéao 0,5x TBE (Tris-base 89
mM; acido borico 89 mM e EDTA 2 mM pH 8,0) e contendo 0,1 pL/mL SYBR Safe
DNA Gel Stain (Invitrogen), a 120 Volts e 150 mA durante 45 minutos, sendo
posteriormente visualizados e fotografados sob luz ultravioleta em aparelho de
fotodocumentacao L-Pix EX (Loccus Biotecnologia). Os fragmentos de DNA foram

excisadas do gel de agarose com auxilio de um bisturi cirargico, purificadas com a
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utilizacdo do GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) e um
volume de 10 pL de cada fragmento de DNA purificado (megaprimer) foi utilizado
como oligonucleotideo iniciador para a amplificacao dos genes blaaoc completo e com
as mutacoes desejadas em uma segunda reacao de PCR, contendo 50 ng do DNA
gendmico de cada isolado representante, 10 uM do oligonucleotideo iniciador DX084
(5'- ATAGGATCCATGCGATTTAAAAAAATTTCTTGTCTAC -3’) (modificado com sitio
de restricdo para a endonuclease BamHI, em destaque). As reacOes foram
submetidas a termociclagem com gradiente de temperatura de anelamento
(touchdown), cuja ciclagem inicial correspondeu a uma desnaturacao inicial a 95 °C
por 5 minutos, seguida por 10 ciclos com desnaturacdo a 94 °C por 45 segundos,
anelamento variando de 65 a 55 °C durante 45 segundos (decrécimo de 1 °C a cada
ciclo) e extenséo a 72 °C durante 1 minuto. Apés o término dos 10 ciclos iniciais, a
temperatura de anelamento foi mantida a 55 °C pelos préximos 25 ciclos, finalizando
em seguida por uma etapa de extensdo a 72 °C por 7 minutos. Os produtos de PCR
foram submetidos a eletroforese em gel de agarose, purificados pela utilizacdo do
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare) e utilizados em
reacoes de clonagem em vetor pPGEM®-T-Easy (Promega) e transformados em células
de E. coli TOP10, conforme metodologia previamente descrita.

Os mutantes contendo as modificacdes duplas T1791/P194A e D220G/G320R
foram construidos também pela técnica de mutagénese sitio-dirigida por megaprimer
utilizando como template o0 DNA dos mutantes previamente construidos para cada
variante enzimatica (Figura 6) em reaces de PCR com o0s respectivos megaprimers

para insercao da segunda mutacéo desejada.
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Figura 6 - Esquema empregado para mutagénese sitio-dirigida pela técnica de megaprimer.

a) Oligonuclectideo forward com
mutagées em sua sequéncia

=)

blaabc

4=mm Oligonucleotideo reverse

b

Produto da 12 PCR: megaprimer

b) Oligonucleotideo forward DX084
com sitio de restrigdo para BamHl|

—

=3k —
Megaprimer utilizado como
iniciador em nova reagdo de PCR

c)

blasbc com e
mutagao desejada

Fonte: O autor.

Legenda: a) Primeira reacdo de PCR para amplificacdo parcial do gene blaaoc e obtencdo do
megaprimer (produto) com as mutac¢des de nucleotideos desejadas; b) Segunda rea¢cédo de PCR para
amplificacdo completa e inser¢do da mutacdo no gene blaapc; ¢) Gene blaaoc amplificado em sua
totalidade e com as mutagfes desejadas, resultante da segunda reacdo de PCR. Setas vermelhas:
oligonucleotideos; Linhas azuis: gene blaaoc; Linhas amarelas: produto de PCR (megaprimer); Estrelas:
mutacdes sitio-dirigidas.

4.3.3 Expressao das variantes ADC

Os genes blaapc das variantes de ADC estudadas foram removidos do vetor de
clonagem pGEM®-T-Easy (Promega) com a utilizacédo das enzimas endonucleases de
restricdo sitio-especifica BamHI e Xhol (New England Biolabs) e subclonados em
vetor de expressao pET28a(+) (Novagen), contendo marcador de resisténcia a
canamicina para sele¢do de cepas transformantes também previamente submetido a
restricdo pelas mesmas enzimas endonucleases, em reacdes contendo T4 DNA
Ligase (New England Biolabs), de acordo com recomendacfes do fabricante para
ligacdo das extremidades coesivas produzidas pela restricdo do DNA. Posteriormente,
as reacoes de ligacdo foram transformadas em células quimiocompetentes da cepa
hospedeira de E. coli TOP10 e, em seguida, os vetores foram extraidos e
subsequentemente transformados em cepa de E. coli BL21(DE3), para expressao
génica sob inducao, conforme metodologia anteriormente previamente descrita.

As células transformantes contendo cada variante alélica de blaaoc em vetor de

expressao (pET28a(+)::blaaoc bem como suas correspondentes submetidas a técnica
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de mutagénese sitio-dirigida) foram selecionadas em placas de Petri contendo agar
LB suplementado com 50 pug/mL de canamicina (Invitrogen) e, ap6s confirmacao da
integridade das sequéncias de nucleotideos sequenciamento de DNA (metodologia
descrita anteriormente), as mesmas foram armazenadas a -80 °C em solugéo
contendo caldo LB e 15% de glicerol (Sigma Aldrich) até a realizacdo dos demais
ensaios.

Para verificacdo da expressao das variantes enzimaticas de ADC, as E. coli
BL21(DE3) transformadas com cada uma das constru¢des pET28a(+)-blaapc foram
inoculadas separadamente em 5 mL de caldo LB acrescido de 50 pg/mL de
canamicina e incubadas sob agitacdo de 170 rpm a 35 + 2 °C por 16 horas. Apo6s
crescimento microbiano, esta cultura foi adicionada a 20 mL de LB acrescido de 50
pHg/mL de canamicina e o crescimento foi monitorado por espectrofotometria (UV 1101
Biotech Photometer - WPA) até atingir densidade ODs2s5nn de 0,08 — 0,13 UA. Nesta
fase, a temperatura de incubacao das culturas foi ajustada para 26 °C e a expressao
das variantes enzimaticas foi induzida com a adicdo de 0,2 mM de IPTG (Serva), e
mantida sob agitacédo por um periodo de 16 horas. Como controle de expresséo, foi
utilizada a cepa E. coli BL21(DES3) transformada unicamente com o vetor pET28a(+)
comercial (Novagen). Aliguotas de 200 uL de cada cultura foram retiradas antes da
adicao de IPTG (pré-inducao), centrifugadas a 5.000 x g durante 5 minutos e cada
sedimento foi ressuspendido em 50 pL de Laemmli sample buffer 2x [dodecil sulfato
de sdodio (4%), glicerol (20%), Tris-HCI pH 6.8 (120 mM), azul de bromofenol (0,02%),
2-mercaptoetanol (10%)] para obtencdo dos extratos proteicos, sendo estes
posteriormente desnaturados por fervura a 100 °C durante 5 minutos e imediatamente
congelados a -20 °C. Decorrido o tempo da inducdo da expresséo génica, aliquotas
de 200 pL de cada cultura (pés-inducéo) foram também submetidas as etapas ao
mesmo procedimento, e 0s extratos armazenados a -20 °C. Posteriormente, 0s
extratos proteicos (pré-indugdo e poés-indugcdo com IPTG) foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (m/v) (SDS-PAGE - Sodium dodecyl sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) diluida em solucdo aquosa contendo
bisacrilamida 0,085% e Tris-HCI 0,38 mM (pH 8,8). A eletroforese foi realizada em
tampao running buffer contendo glicina (2,6%), tris base (0,6%) e SDS (0,1%) durante
100 minutos, 300 V e 35 mA. Apoés eletroforese, o gel foi corado durante 10 minutos
sob agitacdo com solucdo aquosa stain [azul de Coomassie R250 (0,5%), metanol

(45%), acido acético (10%)] e posteriormente descorado com solugcédo aquosa destain



63

[metanol (25%), acido acético (7%)] durante 12 horas, sob agitacdo, para visualizagcao

das bandas proteicas.

4.4 Teste de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos

A fim de estabelecer uma analise quantitativa das variagcbes da concentracéo
inibitéria minima (CIM) destes isolados, o teste de sensibilidade aos antimicrobianos
(TSA) dos isolados de E. coli BL21(DE3) transformados com cada uma das
construcbes pET28a(+)-blaapc foi determinado, em triplicata, pela técnica de
microdiluicdo em caldo, de acordo com a padronizacédo e recomendac¢des do Clinical
Laboratory Standard Institute (CLSI), documento M07-A10 (CLINICAL LABORATORY
STANDARD INSTITUTE, 2015).

Resumidamente, aliquotas das células de E. coli BL21(DE3) transformadas com
cada uma das construcdes pET28a(+)::blaapc foram inicialmente submetidas ao
processo de inducéo de sintese proteica em caldo LB a partir da adicéo de 0,2 mM
(final) de IPTG (Serva), sob agitagdo, por um periodo de 16 horas, conforme
previamente descrito.

Os isolados bacterianos foram testados frente aos seguintes antimicrobianos:
ampicilina/sulbactam (AMP/SUB), cefalotina (CFL), cefotaxima (CTX), ceftazidima
(CAZ), ceftriaxona (CFX), cefepima (CPM), imipenem (IPM) e meropenem (MER)
(Sigma Aldrich). As concentragdes dos antibidticos utilizadas no teste e o
solvente/diluente utilizado para as respectivas diluicbes estdo apresentados no
Quadro 5.

As solucdes estoque de cada antimicrobiano foram preparadas, esterilizadas por
filtracdo em filtros para seringa Millex® de poros de 0.22 uM (Merck Millipore) e
armazenadas a -80 °C.

Placas de microdiluicdo de 96 pocos foram preenchidas com um volume de 50
uL de CA-MHB (Cation-adjusted Mdueller-Hinton broth, Fluka — Sigma-Aldrich)
contendo uma diluicdo seriada, em cada coluna, com antimicrobiano a uma
concentracéo correspondente ao dobro da concentracéo-teste desejada. As placas
foram armazenadas em freezer -80 °C até a realizacdo dos testes, sendo
posteriormente inoculadas seguindo as recomendacfes de boas praticas de

laboratorio em capela de fluxo laminar.
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As suspensodes bacterianas foram centrifugadas a 5000 x g durante 5 minutos e
cada sedimento bacteriano foi ressuspendido em 1 mL de CA-MHB estéril até uma
densidade ODe2snn de 0,08 — 0,13 UA, determinada em espectrofotometro UV 1101
Biotech Photometer (WPA), correspondente a 0,5 da escala de McFarland ou 1-5 x
108 UFC/mL. Essa suspenséo foi subsequentemente diluida 1:1.000 em CA-MHB em
volume suficiente para inoculacdo dos pocos da placa de microdiluicdo. Um volume
de 50 uL desta ultima diluicdo foi inoculado simultaneamente com o auxilio de
pipetador automético multicanal em cada poco da placa previamente confeccionada
de modo que, ao final desta etapa, cada pog¢o contivesse um volume final de 100 pL,
com a concentracao final desejada para cada antimicrobiano e uma densidade celular
bacteriana de cerca de 1-5 x 10° UFC/mL. Como controle positivo do crescimento
bacteriano, foram inoculados poc¢os contendo CA-MHB livre de antimicrobianos e,
como controle negativo de crescimento foram reservados po¢os contendo apenas CA-
MHB, sem inoculacéo.

Apos inoculagédo, as mesmas foram incubadas por 18-20 horas, a 35 + 2° C e,
apos esse periodo, um volume de 30 pL do indicador de viabilidade celular resazurina
(7-hidroxi-3H-fenoxazina-3-ona 10-6xido) [0,015%, previamente esterilizada em filtro
para seringa Millex® de poros de 0.22 uM (Merck Millipore)] foi adicionado em cada
um dos pocos das placas de microdiluicdo (ELSHIKH et al., 2016). Ap0os nova
incubacao por 4 horas a 35 + 2° C, as placas foram por fim inspecionadas visualmente
para a determinacdo da concentracao inibitéria minima (CIM), considerada a menor
concentracéo de cada antimicrobiano capaz de inibir o crescimento bacteriano.

Para controle da qualidade do in6culo, um volume de 10 pL recuperado do poco
correspondente ao controle positivo do crescimento bacteriano foi diluido 1:1.000 (10
%) imediatamente ap6s sua inoculacdo e, dessa diluicdo, um volume de 100 pL foi
semeado em agar BHI (Himedia) e espalhado por toda a sua superficie com o auxilio
de alcas de Drigalski, sendo esta etapa realizada em triplicata. As placas foram
incubadas em estufa bacterioldgica por 20 horas a 35 + 2° C. O numero de colbnias
foi determinado e utilizado para o calculo da concentracdo de células bacterianas
presentes no indculo. Como controle de qualidade do teste, foi utilizada a cepa da
American Type Culture Colection (ATCC®) de E. coli ATCC® 25922™,

Os testes considerados validos foram aqueles nos quais: i) os controles
negativos de crescimento ndo apresentarem turvacao; ii) as concentracdes inibitorias

minimas da cepa de E. coli ATCC® 25922™ utilizada como controle de qualidade para
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cada antibiotico corresponderam aos critérios estabelecidos pelo CLSI e iii) o inéculo
apresentou uma densidade de 1-5 x 10° UFC/mL estimada como descrito para

controle de qualidade do inéculo bacteriano.
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Quadro 5 - Concentracdes de antimicrobianos avaliadas no teste fenotipico de resisténcia bacteriana

Antimicrobiano

Classe

Concentracdes

avaliadas (ng/mL)

Solvente/Diluente

Ampicilina/sulbactam
Cefalotina
Cefotaxima
Ceftazidima
Ceftriaxona
Cefepima

Imipenem

Meropenem

Penicilina/inibidor de betalactamase
Cefalosporina 12 geracgéo
Cefalosporina 32 geragéo
Cefalosporina 32 geracéo
Cefalosporina 32 geracéo
Cefalosporina 42 geracéo
Carbapenémico

Carbapenémico

0,0625-64/0,0312-32

0,0625-64
0,0625-64
0,0625-64
0,0625-64
0,0625-64
0,0312-32
0,0312 -32

PBS pH 8,0; 0,1 M/Agua ultrapura

Agua ultrapura

Agua ultrapura

Na2COs [anidro] (10% de CAZ)/Agua ultrapura
Agua ultrapura

PBS pH 6; 0,1 M

PBS pH 7,2; 0,01 M

Agua ultrapura

Fonte: Adaptado do Clinical Laboratory Standard Institute (2018).
Legenda: PBS - Tamp&o fosfato; Na2COz - Carbonato de sédio.
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4.5 Testes fenotipicos de inativacdo de betalactamicos e hidrélise enzimatica

dos carbapenémicos

Para a avaliacdo da capacidade das variantes enzimaticas de ADC em inativar
betalactamicos e hidrolisar os antibidticos carbapenémicos, as cepas de E. coli BL21
(DE3) transformadas com o vetor pET28a(+)::blaaoc foram submetidas aos testes
fenotipico Carbapenem Inactivation Method Plus (CIMplus) (CAMELENA et al., 2018)
e CarbAcineto (DORTET et al., 2014), respectivamente, com pequenas modificagcoes.

4.5.1 Carbapenem Inactivation Method Plus (CIMplus)

O Carbapenem Inactivation Method Plus foi realizado em duplicata, conforme
descrito por Caméléna et al. (2018) e acrescido de uma etapa de lise bacteriana por
ultrasonicacao em Vibra-Cell VC 505 (Sonics & Materials Inc.).

Resumidamente, as cepas de E. coli BL21 (DE3) transformadas com o vetor
pPET28a(+)::blaaoc foram inicialmente semeadas em agar LB acrescido de 50 pg/mL
de canamicina (Invitrogen) e incubadas em estufa bacteriolégica a 35 + 2 °C por 18
horas, sendo posteriormente submetidas ao processo de inducéo de sintese proteica,
conforme previamente descrito. Em seguida, as suspensdes bacterianas foram
centrifugadas a 5000 x g durante 5 minutos e cada sedimento bacteriano foi
ressuspendido em 2 mL de agua ultrapura (LGC Biotecnologia). Cada suspenséao
contendo as células bacterianas foi posteriormente transferida para Beckers de vidro
com capacidade de 10 mL e lisada por ultrasonicacdo em Vibra-Cell VC 505 (Sonics
& Materials Inc.), em quatro pulsos com duracdo de 30 segundos cada e intervalo de
1 minuto entre os pulsos, amplitude de 40% e temperatura de 4 °C. Cada lisado celular
foi transferido para diferentes microtubos de 1,5 mL e centrifugado a 13000 x g
durante 3 minutos, a 4 °C. Um volume de 400 yL de cada sobrenadante contendo o
extrato proteico total foi entdo transferido para diferentes microtubos, os quais foram
acrescidos, individualmente, de discos de diferentes antimicrobianos, incluindo
ceftriaxona, ceftazidima, cefepima, imipenem, meropenem e piperacilina/tazobactam
(tubos-teste) e cefalotina (tubo-controle positivo de expressao e hidrélise
antimicrobiana por ADC), sendo posteriormente incubados em banho-maria a 37 °C

durante 3 horas.
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Apoés incubacédo, os discos foram extraidos da solucdo contendo o extrato
proteico total e fixados na superficie de placas de Petri contendo agar Mueller-Hinton
(Himedia) previamente semeadas com E. coli ATCC® 25922™ (ndo produtora de
carbapenemase), sendo estas posteriormente incubadas a 35 £ 2 °C por 18 horas
para avaliacdo do crescimento bacteriano.

Os isolados considerados positivos para a producao de carbapenemase foram
aqueles nos quais o crescimento da cepa de E. coli ATCC® obteve contato com os
respectivos discos de imipenem e cefalotina posicionados na superficie do &gar,
indicando que os antimicrobianos presentes nestes foram previamente hidrolisados
pelas enzimas presentes em seu respectivo extrato proteico durante incubacdo em
banho-maria.

Como controle, o teste foi realizado sob as mesmas condicbes a partir da
utilizacdo da cepa de E. coli BL21(DES3)::pET28a(+) (controle negativo de expressao
de ADC) com cada um dos discos de imipenem (10 ug) e cefalotina (30 pg), de modo
a garantir a nao influéncia do meio aquoso e extrato proteico total sem a enzima ADC

em cada um dos testes.

4.5.2 CarbAcineto

O CarbAcineto € um teste de screening que se baseia na deteccao da hidrolise
enzimatica do anel betalactamico do imipenem em reac¢des cromogénicas, a partir da
utilizacdo do vermelho de fenol como indicador de pH. Quando hidrolisado por alguma
carbapenemase, o imipenem € convertido em sua forma carboxilica, resultando na
diminuicdo do pH e consequente variacdo de coloracdo da reacao indicada pelo
vermelho de fenol (DORTET et al., 2012).

O CarbAcineto foi utilizado em triplicata para as linhagens de E. coli expressando
as variantes de ADC em vetor de expressao. Essas linhagens foram cultivadas em
agar LB acrescido de 50 pg/mL de canamicina (Invitrogen) e submetidos a inducéo da
expressao génica com IPTG, como anteriormente descrito. Para CarbAcineto, as
suspensodes bacterianas foram centrifugadas a 5000 x g durante 5 minutos e um total
de 10 pL (1 alca bacteriologica) de cada sedimento bacteriano foi ressuspendido em
100 pL da solucéo de lise (Tris-HCI 20 mM pH 7,52) e homogeneizado vigorosamente
por 30 segundos. Um volume de 100 uL do lisado bacteriano foi diretamente testado

para sua capacidade em hidrolisar o imipenem junto a 100 pL de solucéo de teste
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contendo vermelho de fenol 0,5% (m/v), 0,1 mM ZnSO4e 3 mg/mL de imipenem (pH
7,5). As reacOes foram entdo incubadas a 37 °C por duas horas e a leitura foi realizada
por inspecao visual. O teste foi considerado positivo para a producdo de
carbapenemase quando a coloragdo variou de sua cor original (vermelha) para
coloracdo amarelada ou alaranjada. Como controle de qualidade, o mesmo volume
do lisado celular bacteriano foi examinado contra a solucéo de teste na auséncia do
imipenem, para averiguacao da interferéncia do lisado na variacao do pH da solucéo.
O controle positivo se deu pela utilizagdo da cepa K. pneumoniae Kp13 (RAMOS et
al., 2014), produtora de carbapenemase do tipo KPC-2. Como controle negativo de
reacdo, foi utilizada a cepa de E. coli ATCC® 25922™ desprovida de

Carbapenemases.

4.6 Deteccao espectrofotométrica da hidrélise de imipenem pelas variantes

enziméaticas de ADC

A hidrdlise do imipenem por variantes enziméticas de ADC selecionadas foi
investigada por espectrofotometria. O extrato bruto proteico das linhagens
expressando ADC foi adicionado a uma solugédo de imipenem e a hidrolise da droga
foi observada pelo declinio da absorbancia da luz incidida a um comprimento de onda
de 299 nm, de absor¢cdo maxima para essa droga.

Para isso, as cepas de E. coli BL21(DE3) transformadas com pET28a(+)::blaapc
das variantes selecionadas ADC-A, ADC-B, ADC-68 e ADC-158, além de seus
mutantes construidos por mutagénese sitio-dirigida neste estudo, foram semeadas
em placas de Petri contendo agar LB acrescido de 50 pg/mL de canamicina
(Invitrogen) e incubadas por 16 horas em estufa a 35 + 2 °C para crescimento
bacteriano. Em seguida, coldnias das células transformantes de E. coli BL21(DE3)
foram cultivadas em 20 mL de caldo LB acrescido de 50 pg/mL de canamicina
(Invitrogen) e a expressdo das variantes enzimaticas de ADC foi induzida com a
adicao de 0,2 mM de IPTG (Serva) a 26 °C por um periodo de 16 horas.

As culturas foram centrifugadas a 4000 x g durante 15 minutos e o sedimento
ressuspendido em 2 mL de tamp&o de amostra (1 mM Tris-HCI, 1ImM ZnSO4). As
suspensodes de células bacterianas foram posteriormente transferidas para Beckers
de vidro com capacidade de 10 mL e lisadas por ultrasonicacdo em Vibra-Cell VC 505

(Sonics & Materials Inc.), em quatro pulsos com duracdo de 30 segundos cada e
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intervalo de 1 minuto entre os pulsos, amplitude de 40% e temperatura de 4 °C. O
lisado celular foi transferido para microtubos de 1,5 mL e centrifugado a 13000 x g
durante 3 minutos, a 4 °C. O sobrenadante contendo o extrato proteico total foi entdo
transferido para um novo microtubo e posteriormente quantificado por
espectrofotometria em NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.), sendo
mantido em gelo até a realizacdo dos ensaios.

Os testes de hidrélise foram imediatamente realizados em cubetas de quartzo,
utilizando-se um volume de 250 pL de cada extrato proteico total e 250 yL de uma
solugdo aquosa de imipenem a 100 pM, preparada com PBS 10mM, pH 7.0. O
monitoramento da absorbancia foi realizado por espectrofotometria em NanoDrop
2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.) nos comprimentos de onda compreendidos entre
235 e 360 nm, durante 1 hora (3600 segundos), com intervalos de 30 segundos entre
cada leitura, a temperatura de 37 °C (AGUILAR, 2013; TAKEUCHI et al., 2018).

A diminuicdo gradativa da absorbancia, observados no comprimento de onda
referente a maxima absorcao do imipenem (299 nm) no decorrer do tempo total do
teste foi considerada como resultado positivo de hidrolise do antimicrobiano testado.
A absorbéancia relativa (%) de cada ponto (tempo) foi calculada em relagcdo a
absorbancia inicial (100%, t = 0) para cada amostra testada e dispostas em grafico
para analise visual das curvas de absorbancia do imipenem em funcéo do tempo de
exposicao a amostra de extrato proteico total. O extrato proteico total da linhagem E.
coli BL21(DE3) transformadas somente com o pET28a(+) foi utilizada como controle

negativo da hidrélise do imipenem.

4.7 Modelagem computacional da estrutura proteica terciaria de ADC e docking

molecular

Considerando as principais diferencas nas sequéncias de aminoacidos preditas
para as diferentes ADCs no presente estudo, bem como os resultados dos ensaios de
hidrélise do imipenem, as variantes enzimaticas -A e -B naturais e suas modificacdes
T1791, P194A, D220G, G320R foram selecionadas e submetidas a modelagem
computacional para determinacao de suas estruturas proteicas terciarias bem como a
ensaios in silico de interacdo proteica-ligante utilizando os servidores Swiss-Model
(https://swissmodel.expasy.org/) e SwissDock (http://www.swissdock.ch/),

respectivamente.
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Para isto, as sequéncias de aminodcidos preditas para cada uma das variantes
foram individualmente submetidas a modelagem proteica por homologia, utilizando-se
como referéncia anotagdes da estrutura tridimensional de diferentes betalactamases
da classe C [ADC-1 (4NET); ADC-7 (4UQOT); ADC-68 (4QD4)] obtidas a partir de
ensaios de cristalografia de raios X e disponiveis na base de dados do Protein Data
Dank (PDB). Foram considerados resultados de predicdo validos aqueles cujo
indicador de confiabilidade GMQE (Global Model Quality Estimation) apresentou
pontuacgéo = 0,95, indicando elevada preciséo e fidedignidade de predicdo para cada
modelo construido.

Os arquivos “.pdb” contendo os dados de predicao proteica de ADC foram
individualmente submetidos a predicdo de interacdo por docking molecular com
imipenem (DB01598, https://go.drugbank.com) e meropenem (DB00760) em
SwissDock, considerando os comprimentos de ligagdo, interacdes angulares,
planaridade dos anéis de cadeias laterais, angulos torcionais e impedimento estérico
entre os pares de atomos nao-ligados (BITENCOURT; DE AZEVEDO, 2019).

Os arquivos de saida contendo os clusters de interacdo preditos foram
visualizados no software UCSF Chimera versdo 1.14 (Universidade da Califérnia) e
agueles com score mais favoravel de encaixe do modelo, considerando os calculos
de energia livre de ligacdo do complexo receptor-ligante (kcal/mol), foram
selecionados para analises mais detalhadas de interagéo.

Por fim, os complexos receptor-ligante selecionados foram individualmente
submetidos ao software Discovery Studio Visualizer 2021 v21.1.0 (Biovia Corporation)
para visualizacdo das estruturas atdbmicas e conformacionais preditas, além da
identificacdo das coordenadas espaciais proteico-atbmicas do sitio ativo enzimatico e
de suas interagdes eletroquimicas com as moléculas de meropenem e imipenem.

Adicionalmente, considerando os resultados obtidos, os arquivos de saida
salvos em disco rigido local foram submetidos ao algoritmo CB-Dock
(http://clab.labshare.cn/cb-dock/php/) (LIU et al.,, 2020) para determinacdo do
tamanho meédio da cavidade do sitio ativo enzimatico e melhor compreenséo acerca

das interac6es moleculares existentes entre estas proteinas e o imipenem.
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4.8 Calculo do ponto isoelétrico tedrico (pl) das variantes enziméticas de ADC

O ponto isoelétrico tedrico (pl) foi estimado com o intuito de avaliar a possivel
influéncia das substituicGes e inser¢cdes de amino4cidos sobre variantes enziméaticas
de ADC estudadas no presente trabalho.

Para isto, as sequéncias preditas de aminoacidos codificados por cada uma
das variantes alélicas de blaaoc (naturalmente expressas e mutantes construidos pela
técnica de mutagénese sitio-dirigida) foram submetidas ao algoritmo IPC - Isoeletric
Point Calculator (KOZLOWSKI, 2016) para a estimativa do pl de cada variante
enzimatica a partir da equacdo de Henderson-Hasselbach, utilizando diferentes
conjuntos de pKa.

Adicionalmente, foram incluidas demais sequéncias preditas de aminoacidos
codificados pelas 237 variantes alélicas de blaapc depositadas no banco de dados
Beta-Lactamase Data Base (http://www.bldb.eu). Como controle de acuracia do
algoritmo e validacédo do teste, foram utilizadas diferentes sequéncias de aminoacidos
de betalactamases com pl previamente conhecido, incluindo ADC-68 (pl ~ 9,0), TEM-
1 (pl 5,4), TEM-2 (p! 5,6) e SHV-1 (pl 7,6).

4.9 Analise dos dados

Os resultados foram avaliados quantitativamente e qualitativamente pela analise
descritiva dos dados coletados e armazenados em banco de dados pelo software
SPSS 13.0 (Statistical Product and Service Solutions®) e Excel® (Microsoft

Corporation).

4.10 Consideragdes Eticas e de Biosseguranca

Este estudo néo envolve seres humanos e/ou animais, seja de forma direta ou
indireta, dispensado, portanto, de avaliagdo criteriosa pelo Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) e/ou Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) (Anexo A).

Este projeto foi submetido e aprovado para execucao pela Comisséo Interna de
Biosseguranca (CIBio) do IAM sob registro n° 03/2018 (Anexo B) e segue as
recomendacdes devidas. Todas as culturas bacterianas foram realizadas em capela

de fluxo laminar unidirecional e em laboratério de Nivel de Biosseguranca 2 (NB-2).
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5 RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo encontram-se descritos nos tépicos a

seqguir.

5.1 Agrupamento das diferentes variantes enzimaticas de ADC de acordo com

as sequéncias de aminoacidos e suas caracteristicas genéticas

A identificacdo dos genes blaaoc entre os isolados clinicos de A. baumannii,
predicdo e comparacao por alinhamento de suas sequéncias de aminoacidos mostrou
a ocorréncia de quatro diferentes variantes para a enzima ADC, aqui denominadas
ADC-A (ADC-182), ADC-B, ADC-C (ADC-195) e ADC-D (ADC-26) de acordo com as
suas diferencas na sequéncia de aminoécidos. A variante enzimatica ADC-A foi a mais
frequente, sendo identificada em 63,3% dos isolados e distribuidas entre a ST1 (2
isolados) e sua linhagem single locus variant (SLV) da ST881 (2 isolados), ST79 (11
isolados) e ST113 (11 isolados). A ADC-B foi identificada entre isolados de A.
baumannii pertencentes a ST1 (3 isolados), ST15 (7 isolados) e ST79 (1 isolado) e as
variantes ADC-C e ADC-D foram identificadas em 1 isolado cada pertencentes a ST1

e ST25, respectivamente, representando 1,7% do total (Grafico 1).

Grafico 1 - Distribuic@o das variantes ADC identificadas no presente estudo entre as diferentes STs
de A. baumannii.
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Fonte: O autor.
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De forma geral, as variantes alélicas de blaabc registradas e suas proteinas
ADC betalactamases guardam entre si uma similaridade, respectivamente, de no
minimo 86% e 91% de suas sequéncias. A andlise filogenética das variantes alélicas
de blaapc descritas até o momento e depositadas no BLDB e GenBank (NCBI) revelam
uma estreita relacdo entre os genes das variantes ADC-A (blaapc-1s2), ADC-B e ADC-
C (blaapc-195), além das como as variantes alélicas blaapc-5, blaapc-1s1, blaapc-1s3,
blaapc-234 € blaapc-23s que sdo agrupadas em mesmo clado (Figura 7). Com excec¢ao
da variante blaabc-s, que tem sua ocorréncia registrada em isolados de A. baumannii
oriundos dos Estados Unidos e Espanha, as variantes desse clado tem registro
exclusivamente entre isolados de A. baumannii coletados no Brasil (GenBank, NCBI).

A quarta variante identificada entre os isolados clinicos investigados neste
estudo, ADC-D (blaabc-26), apresenta relacdo mais distante e posiciona-se em clado
distinto na &rvore filogenética, assim como as outras variantes incluidas neste estudo
blaapc-es € blaapc-1ss.

As variagOes alélicas dos genes blaapc do clado que relaciona as variantes de
ADC majoritariamente relatados entre isolados de A. baumannii epidémicos no Brasil
produziram poucas modificacdes na sequéncia de aminoécidos de ADC (Figura 8A e
B). De acordo com o cladograma construido a partir do alinhamento multiplo dessas
sequéncias, essas variantes derivam de um gene ancestral comum a variante blaapc-
181 em trés subclados decorrentes de mutacdes pontuais, delecdo e insercdo de
codons.

A alteragcdo mais pronunciada observada é a insercdo por duplicacdo da
sequéncia de nucleotideos 5-CCCCAGCAT-3 na posicdo 728 da sequéncia
consenso dos genes desse clado, que insere a sequéncia de Prolina(P)-Alanina(A)-
Serina(S) a sequéncia de aminoacidos da enzima, observadas nas variantes ADC-
182 (ADC-A) e ADC-235. A variante ADC-235 por sua vez difere de ADC-182
unicamente pela insercédo, também por duplicacdo, de um cédon para tirosina (5"ACC-
3’) na posicao 1026 da sequéncia consenso desses genes.

Mesmo que de forma geral essas alteracbes parecem minimas, ocorrem na
circunvizinhanca de residuos e dominios para interacdo da proteina com o0s
betalactamicos e para a atividade enzimatica, demostrado nos topicos seguintes em
comparacao com a ADC-68, descrita como tendo atividade catalitica contra imipenem
(carbapenemase) e ADC-158 da cepa laboratorial A. baumannii ATCC 19606.
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Figura 7 - Relacao filogenética das variantes alélicas de blaaoc de Acinetobacter spp.
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Fonte: O autor.

Legenda: Arvore filogenética das variantes alélicas de blaaoc de Acinetobacter baumannii. Destacado
em negrito as variantes incluidas neste estudo. Encontram-se em vermelho, destacadas, aquelas
identificadas em isolados clinicos do Brasil e variantes estreitamente relacionadas & ADC-A, -Be -C. O
namero de acesso do locus no GenBank (NCBI) esta indicado diante do nome de cada variante. A
variante ADC-B ndo teve correspondéncia com nenhuma variante registrada no banco de dados BLDB.
ND, ndo determinada.
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Figura 8 - Alinhamento multiplo de sequéncias de nucleotideos e aminoacidos das variantes alélicas de blaaoc do clado de interesse.

A
706‘ 71'0 71‘2 7‘!4 716 7‘!3 72‘0 7?2 724 726 72.8 730 732 7:}4 7:‘!6 7Z‘SB 7?0 742 744 " 967 970 972 974 976 978 1021 10125 10‘30 10‘35 1?4‘! 1150 1155 1160 1164
ADC-181 .6 TTAACCCCGEGGCCCACTTGGTG- - - - - - - - - ' .AATAAA CTCA---ACCAACCEBGTTTC.. AAATAA
ADC-183 .G TTAACCCCGGCCCACTTGATGE - - - - - - - - - ~AATAAA EREA - - - AEEASE T TTC . AAATAA
ADC-195 (C) ~[GBlIcC TAACCCCBGBCCCACTTGATE- - - - - - - - - ~AATAAA CTCA---ACCAGC TTTC. AAATAA
ADC-5-6TTAACCCC AR - - - - ---- - ~AATAAA CTCA---ACCAAC TTTC- AAATAA
ADC-234 -@ITT - - -CCCEBICCCACTIEBATE - - - - - - - - - i “AATAAA EHEIA - - - AEEAAEG TTTC- AAATAA
ADC-B-BITTAACCCCEBICCCACTIBATE- - - - - - - - - ~AATAAA EEA - - - AEEAEE TTTC~ AAATAA
ADC-182 (A) BT TAACCCC i CCCCAGCA A ~AATAAA CTCA---ACCACCGGTTTC- AAATAA
ADC-235 “GTTAACCCC CCCCAGCAT “AATAAA CTCAACCACCACC G AAATAA

Pro-Ala-Ser Thr
B

324 326 328 330 332 334 336 338 340 342 344 346 348 350 352 354 356 358 360 362 364 382 384 387

ADC-181 ... P ‘:- P - P P P m P P
ADC-183 . BN ¢ o - allc i - | ; 7 5
ADC-195 (C) : - M : : , 7 :
ADC-5 - £l p A ; . : i ,
ADC-234 - [Nl ¢ » allc
ADC-B - , : . %k ; : 4
ADC-182 (A) ~ : : -l i ; : 2
ADC-235 P i 1 > P P -3 P P

Fonte: O autor.

Legenda: A - Representacdo esquematica do alinhamento mdltiplo de sequencias de nucleotideos as variantes alélicas do gene blaapc relacionados e
agrupados no clado de interesse. Estdo representadas as sequéncias entre as posi¢des 706 e 748, 967 e 981, 1021 e 1041 e a partir da posicao 1144 até a
extremidade 5’ da sequéncia consenso destas variantes alélicas do gene blaapc, indicadas em régua no topo. B - Representacédo esquematica da relacéo entre
as variantes de ADC do clado de interesse e o seu alinhamento multiplo de sequéncias de aminoacidos das variantes de ADC. Estao representadas a
sequencias entre a posicao 230 e 260 e da posicao 320 a porgdo C-terminal (387) da sequéncia de aminoacidos consenso indicada em régua no topo, onde
sdo observadas alteracdes entre essas variantes de ADC. As altera¢cGes de nucleotideos dos alelos de blaaoc (A) e de aminoacidos na sequéncia da proteina
(B) estdo destacados em branco. As regides omitidas apresentaram completa identidade de nucleotideos e aminoécidos -, auséncia de nucleotideos ou
aminoacido (gap). Os nucleotideos e aminoacidos idénticos entre as sequencias estdo destacados com a mesma cor. Em A, destacado com linhas pontilhadas
em vermelho, a duplicagédo na sequéncia de nucleotideos in frame que resulta na insercéo da sequéncia de aminoacidos Prolina(P)-Alanina(A)-Serina(S) nas
variantes ADC-182 (A) e ADC-235.

366 368 370 372 374 376 378 380
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5.2 Identificacdo de ISAbal a montante blaapc nos isolados clinicos de A.

baumannii

A partir da eletroforese dos produtos provenientes das reacdes de PCR para
identificacdo de ISAbal/blaapc foi possivel observar que este elemento de insercéo
estava presente em todos os isolados clinicos representantes dos grupos ADC
previamente citados e avaliados neste estudo, incluindo Ab07 (ADC-A), Acb_37 (ADC-
B), Acb_16 (ADC-C) e Acb_41 (ADC-D), conforme evidenciado na Figura 9, sendo a
cepa de A. baumannii ATCC® 19606 ™ da American Type Culture Collection o Unico

isolado no qual essa correlacéo entre ISAbal/blaaoc ndo foi detectada pelos testes.

Figura 9 - Eletroforese dos produtos de PCR com oligonucleotideos utilizados para deteccao de
ISAbal/blaapc.

M 1 2 3 4 5 6

2kb —»

Fonte: O autor.

Legenda: M - Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); 1 - A. baumannii ATCC®
19606™; 2 - ABO7 (ADC-A); 3 - Acb_37 (ADC-B); 4 - Acb_16 (ADC-C); 5- Acb_41 (ADC-D); 6 - Controle
positivo da reagéo (Acb_40).

5.3 Predicdo da estrutura proteica terciaria e identificacdo de dominios

estruturais de interesse

As sequéncias de aminoacidos preditas para as quatro variantes alélicas de
ADC apresentaram de 96,4% a 98,4% e 96,7% a 98,6% de identidade com a ADC-1
(cefalosporinase) e ADC-68 (carbapenemase), respectivamente, e de até 99,2% de

identidade entre si, como observado para ADC-A e -B (Quadro 6).
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Quadro 6 - Identidade e divergéncia entre as sequéncias de aminoacidos das variantes enziméticas de

ADC do presente estudo.

Identidade (%)

ADC-A | ADC-B [ ADC-C | ADC-D | ADC-158 | ADC-68 | ADC-1
< 984 | 975 97,8 9,7 | 96,4
< | ADCB | 08 99,2 | 98,4 98,6 97,5 | 97,3
© | ADC-C | 06 0,8 97,8 98,1 97,0 | 96,7
S, | ADC-D 1,5 1,6 2,2 99,2
O [ ADC-158 | 1,2 1,4 1,9 0,8
O [ ADC-68 | 23 2,5 3,0 1,4

ADC-1 | 38 2,7 33 1,6

Fonte: O autor.
Legenda: Em azul, divisdo gréfica da area referente a divergéncia e identidade entre as sequéncias.

Considerando as principais substituicbes de aminoacidos entre as variantes de
ADCs estudadas e possivelmente envolvidas com a ampliagdo do espectro de
atividade de ADC, as principais regifes de interesse e importancia para o presente
estudo, como o dominio de ligacdo e Q-loop, foram identificadas e comparadas as
variantes ADC-1 e ADC-68 (Figura 10).

A variante da enzima ADC-68 apresenta 98% de identidade com a sequéncia
de aminoacidos da variante ADC-1. As principais substituicdes de aminoacidos
encontradas na sequéncia da enzima ADC-68 em comparagdo com a ADC-1 foram:
G77A, K128Q, S145P, T179l, P194A, G220D e R320G.

Demais substituicdes de aminoacidos na regiao do C-loop das variantes ADC-
A (N319T); ADC -B (N319T) e ADC -C (N319S) foram observadas nas enzimas ADC-

expressa pelos isolados clinicos de A. baumannii.
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Figura 10 - Alinhamento e principais alteracdes de aminoacidos das sequéncias preditas para cada
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Fonte: O autor.

variante enzimatica de ADC.

al o2 Bl p2 p3
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Legenda: Dominio 1 (verde); Dominio 2 (azul); P-loop (lilas); P2-loop (cinza); Q-loop (rosa); R2-loop

(amarelo); C-loop (preto). n - hélices 310. a-hélices exibidas como anotacdes. As fitas B estéo

representadas com setas e as voltas f com as letras TT.
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5.4 Efeito das diferentes substituicdes de aminoacidos na atividade enzimatica
de ADC

A investigagdo dos possiveis efeitos funcionais ocasionados pelas
substituicbes ndo sinbnimas nas variantes de ADC do presente estudo, bem como as
principais substituicbes de aminoacidos envolvidas a modificacbes e evolugéo
funcional de ADC, foi realizada pelo algoritmo PROVEAN (Protein Variation Effect
Analyzer) e estdo apresentados na Tabela 1.

A insercao de Pro-Ala-Ser (A221 _P222insPAS), presente na regiao do Q-loop
da variante enzimética ADC-A, mostrou-se como aquela modificagdo da proteina mais
provavel de resultar em alteracdo funcional dessas variantes de ADC analisadas,
apresentando score de até -10,30 para algumas variantes. As substituicdes P194A,
G320R e D220G também apresentaram efeito deletério nas variantes enzimaticas
avaliadas, apresentando scores de -7,89 e de até -7,95 e -5,80, respectivamente
(Tabela 1).

Demais substituicbes com potencial efeito de alteragao funcional de ADC e
identificadas no P2-loop incluiram F261R e G265N. A substituicdo T179l, apresentou
0 menor score dentre as substituicbes potencialmente causadoras de alteracbes
funcionais de ADC, com scores variando entre -3,59 e -3,29 (Tabela 1).

As substituicbes G77A, VI7E, Q128K, P145S, A214V, T242N, T248A, E300V,
T319N e S319N apresentaram-se como neutras, e assim, potencialmente né&o
causadoras de alteracfes funcionais significativas das variantes de ADC avaliadas no
presente estudo.

Para efeitos de comparacgéo, os possiveis efeitos funcionais ocasionados pelas
substituicbes de aminoacidos de ADC-68 estdo demonstrados isoladamente na
Tabela 2. As substituicbes simuladas de A77G, Q128K, P145S, 1179T e A194P foram
identificadas como ndo determinantes de alteracdo da atividade desta variante
enzimatica, sendo os motivos D220G e G320R da ADC-68 em comparac¢do com ADC-

1 as Unicas substituicbes com potencial efeito sobre sua atividade.
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Tabela 1 - Efeito potencial das modificagBes de aminoacidos para alteracéo funcional das variantes de ADC investigadas neste estudo.

Variante G77A  VI97E Q128K Q141K P145S  Ti1791 P194A A214V  D220G A221_P222insPAS T242N T248A F261R G265N  E300V  T/S319N  G320R

ADC-A -0.83 NA -0.58 1.06 -0.28 -3.48 -7.89 NA -5.80 NA 2.33 0.74 -4.70 -4.54 NA 3.9 -7.45
ADC-B -0.91 NA -0.55 0.79 -0.57 -3.34 -7.89 NA -5.46 -10.15 2.37 0.74 -4.70 -4.54 NA 4.10 -7.45
ADC-C -0.86 NA -0.55 0.62 -0.87 -3.29 -7.89 3.78 -5.46 -10.15 2.33 0.74 -4.70 -4.54 4.25 2.50 -7.44
ADC-D -0.99 1.78 -0.62 NA -0.28 -3.58 -7.89 NA -5.76 -10.30 NA NA -4.70 NA NA NA -7.95
ADC-158 -1.09 NA -0.58 NA -0.23 -3.48 -7.89 NA -5.46 -10.15 NA 0.74 NA NA NA NA -7.45

Fonte: O autor.

Nota: Potencial efeito que as modificagcdes nas sequéncias de aminoacidos preditas para as variantes de ADC exercem sobre sua funcdo. Analises realizadas
a partir do algoritmo PROVEAN. Mutacdes deletérias, com score menor que -2.5 e destacadas em vermelho, foram definidas como aquelas cujos efeitos
apresentam maior probabilidade de influenciar na fun¢éo e/ou conduzir a inativagéo da sua funcdo. Mutacdes neutras, com score maior que -2.5 e destacadas
em verde, foram definidas aquelas cujos efeitos provavelmente ndo influenciam na fungéo proteica. NA - ndo se aplica (aminoacidos provenientes da sequéncia
proteica naturalmente expressa).

Tabela 2 - Potencial efeito das modificacbes simuladas na sequéncia de aminoacidos predita para ADC-68 exercem sobre sua atividade enzimatica.

Variante A77G Q128K P145S 1179T A194P D220G G320R
ADC-68 0.50 -0.45 -0.61 3.51 7.89 -5.46 -7.45

Fonte: O autor.
Nota: Potencial efeito das alteracdes de aminoacidos simuladas para a ADC-68 em comparacédo a ADC-1 Andlises realizadas a partir do algoritmo PROVEAN.
Mutacdes deletérias, com score menor que -2.5 e destacadas em vermelho, foram definidas como aquelas cujos efeitos apresentam maior probabilidade de
influenciar na funcdo. Muta¢gBes neutras, com score maior que -2.5 e destacadas em verde, foram definidas aquelas cujos efeitos provavelmente néo
influenciam na atividade enzimatica.
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5.5 Expressdao das variantes de ADC em linhagem laboratorial de Escherichia

coli

A expressédo das variantes de ADC (A, B, C, D e ADC-158) e derivados
clonados em vetor de expressdo pET28a(+) pelas células hospedeiras E. coli
BL21(DE3) foi confirmada por eletroforese em gel de poliacrilamida de extratos
proteicos totais de culturas realizadas em mesmas condi¢gfes de cultivo na presenga
e auséncia de agente indutor. Os clones cuja expressao do fragmento clonado foi
induzido apresentou banda mais intensa na altura correspondente a 43 kDa, esperado
para o tamanho estimado de ADC, levando em consideracdo sua sequéncia de
aminoacidos primaria: ADC-A (43.38 kDa), ADC-B (43.12 kDa), ADC-C (43.11 kDa),
ADC-D (43.15 kDa) e ADC-158 (43.16 kDa). A Figura 11 ilustra a expressao proteica
total das cepas de E. coli BL21 (DE3) transformadas com os diferentes clones
pET28a(+)::blaaoc em SDS-PAGE.

Figura 11 - SDS-PAGE representativo do extrato proteico total das cepas de E. coli BL21 (DE3)
transformadas com os diferentes clones pET28a(+)::blaaoc.
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Fonte: O autor.

Legenda: 1 e 2: pET28a(+)::blaapca; 3 e 4: pET28a(+)::blaspcs; 5 € 6: pET28a(+)::blaaocc; 7 € 8:
pPET28a(+)::blaapcp; 9 e 10: pET28a(+)::blaapc-1ss; 11 e 12: pET28a(+). -: extrato proteico total antes da
adicdo de IPTG (pré-inducdo proteica); i: extrato proteico total apés a adigdo de IPTG (pds-indugdo
proteica); Seta preta: altura no gel de poliacrilamida correspondente a expressdo das variantes
enzimaticas de ADC com peso molecular aproximado de 43 kilodaltons.



83

5.6 Teste fenotipico-colorimétrico de hidrélise enzimatica dos carbapenémicos

Para a avaliacdo da capacidade de hidrélise aos carbapenémicos, o
CarbAcineto foi utilizado para testar as variantes de ADC expressas pelas cepas de
E. coli BL21(DE3) quanto a sua capacidade de degradar imipenem, no entanto os
testes resultaram negativos para presenca de carbapenemase expressas pelas cepas
de E. coli BL21(DE3) transformadas com as diferentes variantes alélicas de ADC
deste estudo, permanecendo inalterada a coloracéo da solu¢cdo com indicador teste.
Ainda que fracamente, quando os isolados clinicos de A. baumannii foram testados
pelo CarbAcineto pode-se observar conversao da coloracdo do indicador de pH da
solucéo, indicando acidificacdo pela hidrdlise do imipenem. Vale ressaltar que todos
os isolados clinicos de A. baumannii listados estudados nesse estudo carregavam
também genes adquiridos para outras betalactamases do tipo OXA-carbapenemase

responsavel pela hidrdlise do imipenem.

5.7 Teste fenotipico da hidrolise enzimatica de betalactamicos: CIMplus

O teste fenotipico de hidrdlise enzimatica ClMplus foi realizado a partir do
extrato proteico total das cepas de E. coli BL21(DES3) transformadas com o pET28a(+)
contendo as variantes blaapc e suas respectivas correspondentes modificadas com os
possiveis motivos observados em ADC-68, estando os resultados descritos na Tabela
3.

Os resultados foram sugestivos da atividade de betalactamase de espectro
estendido e carbapenemase presente no extrato proteico total de todas as cepas de
E. coli BL21(DE3) que expressavam as variantes ADC-A, -B, -C, -D, -68 e -158, além
de suas variantes construidas ADC-158-T179Il, -P194A e -T1791/P194A (Tabela 3 e
Figura 12) evidenciado pela redugéo do didametro do halo de inibicdo de crescimento
da cepade E. coli ATCC® 25922™ desprovida de betalactamases, em relacdo a todas
as cefalosporinas de 12 32 e 42 geracao testadas, penicilina de largo espectro,
Imipenem e meropenem.

O extrato proteico total da cepa E. coli BL21(DE3) transformada somente com
o0 vetor de expressdo pET28a(+), desprovida de blaapc permitiu a inibicdo do
crescimento de E. coli ATCC® 25922™ resultando em formacdo de halos com

didmetro que variaram de 17 a 34 mm pela cefalotina (17 mm), ceftriaxona (32 mm),
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ceftazidima (28 mm), cefepima (34 mm), imipenem (30 mm), meropenem (30 mm) e
piperacilina/tazobactam (26 mm), enquanto os extratos proteicos de culturas que
expressavam as variantes ADC-A, -B, -C, -D, -68 e -158, além de suas variantes
construidas ADC-158-T179l, -P194A e -T1791/P194A foram capaz de inibir os
mesmos betalactamicos testados e permitiu o crescimento da E. coli ATCC® 25922™
sem a formacédo de halo de inibicdo (6 mm de didmetro correspondente ao diametro
do disco). (Tabela 3 e Figura 12).

As substituicdes D220G ou G320R de forma isoladas ou combinada
D220G/G320R, em todas as variantes naturais de ADC (ADC-A, -B, -C, -D, -158 e -
68) resultou em incapacidade em inibir a maioria dos betalactamicos testados pela
metodologia CIMplus. Com excecdo da cefalotina (6 mm), os halos de inibicdo do
crescimento da E. coli ATCC® 25922™ produzidos pela ceftriaxona (30-32 mm),
ceftazidima (25-31 mm), cefepima (30-36 mm), imipenem (29-31 mm), meropenem
(26-31 mm) e piperacilina/tazobactam (24-29 mm) testadas com o extrato total de cada
uma dessas variantes de ADC modificadas na posi¢cao 220 e 320 (D220G, G320R e
D220G/G320R) apresentaram dimensfes comparaveis aqueles produzidos pela cepa
E. coli BL21(DE3) transformadas somente com o pET28a(+) e utilizada como controle
negativo neste teste. Essas observagdes indicam a perda e/ou reducédo da capacidade
de hidrdlise desses betalactamicos por essas variantes enzimaticas modificadas
frente a todas as cefalosporinas de 32 e 42 geracdes testadas, penicilina de largo
espectro e carbapenémicos, ressaltando a importancia desses motivos para a
atividade enzimatica de ADC contra esses antimicrobianos, conforme demonstrado

na Tabela 3.
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Tabela 3 - Teste fenotipico para deteccéo de hidrélise e inativacao in vitro de antimicrobianos da
classe dos betalactamicos pelo método CIMplus realizado para os transformantes de E. coli BL21
(DE3) com as diferentes variantes alélicas de blaaoc (pET28a(+)::blaaoc).

Cepade E.coli BL21(DES3) CFL  CRO CAZ CPM IPM MER  PIP/TAZ

pET28a(+) 17 32 28 34 30 30 26
ADC-A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-A T179I 6 6 6 6 6 6 6
ADC-A P194A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-A T1791/P194A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-A D220G 6 32 28 35 29 29 28
ADC-A G320R 6 33 29 36 29 29 27
ADC-A D220G/G320R 6 32 28 34 30 30 26
ADC-B 6 6 6 6 6 6 6
ADC-B T179I 6 6 6 6 6 6 6
ADC-B P194A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-B T179I/P194A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-B D220G 6 31 30 32 30 30 29
ADC-B G320R 6 30 31 31 30 29 28
ADC-B D220G/G320R 6 30 29 33 29 31 28
ADC-C 6 6 6 6 6 6 6
ADC-C T179I 6 6 6 6 6 6 6
ADC-C P194A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-C T1791/P194A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-C D220G 6 31 29 34 29 29 28
ADC-C G320R 6 32 30 33 30 29 29
ADC-C D220G/G320R 6 32 29 34 29 31 27
ADC-D 6 6 6 6 6 6 6
ADC-D T179l 6 6 6 6 6 6 6
ADC-D P194A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-D T1791/P194A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-D D220G 6 30 30 33 30 29 27
ADC-D G320R 6 31 29 32 29 30 26
ADC-D D220G/G320R 6 31 29 33 29 30 26
ADC-68 6 6 6 6 6 6 6
ADC-68 G320R 6 31 26 30 29 29 26
ADC-68 D220G 6 30 26 31 28 28 25
ADC-68 D220G/G320R 6 30 25 31 29 26 24
ADC-158 6 6 6 6 6 6 6
ADC-158 T179I 6 6 6 6 6 6 6
ADC-158 P194A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-158 T1791/P194A 6 6 6 6 6 6 6
ADC-158 D220G 6 31 27 31 30 29 26
ADC-158 G320R 6 30 28 30 31 29 27
ADC-158 D220G/G320R 6 30 26 30 29 29 25

Fonte: O autor.

Nota: CFL: Cefalotina (30 pg); CRO; ceftriaxona (30 pg); CAZ: ceftazidima (30 pg); CPM: cefepima
(30 pg); IPM: imipenem (10 pg); MER: meropenem (10 pg); PIP/TAZ: piperacilina/tazobactam (100/10
Hg). Resultados expressos em milimetros (mm) representam a leitura do diametro do halo medido no
teste de sensibilidade aos antimicrobianos pela técnica de Kirby-Bauer (disco-difusdo). A total inibicdo

do crescimento da cepa teste € medido como 6 mm, correspondente ao diametro do disco de
antimicrobiano.
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Figura 12 - Teste CIMplus para deteccéo de atividade de carbapenemase das linhagens de E. coli
BL21(DES3) transformadas com pET28a(+)::ADCs ap0s inducéo de sintese proteica.

A B

Fonte: O autor.

Legenda: Teste CIMplus para deteccdo de atividade de carbapenemase das linhagens de E. coli
BL21(DE3) transformadas com pET28a(+)::ADCs ap6és inducdo de sintese proteica. Os discos foram
incubados com o extrato proteico total de cada linhagem transformante e incubados por 3 horas
(temperatura ambiente), sendo testados frente cepa ndo produtora de carbapenemase (E. coli ATCC®
25922™). Crescimento da cepa em contato com o disco representa atividade enzimatica. A- E. coli
BL21(DE3)/pET28a(+)::ADC-A; B- E. coli BL21(DE3)/pET28a(+)::ADC-B; C- E. coli
BL21(DE3)/pET28a(+)::ADC-C; D- E. coli BL21(DE3)/pET28a(+)::ADC-D; E- E. coli
BL21(DE3)/pET28a(+)::ADC-158; F- E. coli BL21(DE3)::pET28a(+) (controle negativo de expressao de
ADC). IPM- Disco-teste contendo imipenem (10ug); CFL- Disco-controle contendo cefalotina (30ug)
(cefalosporina de 12 geracgéo, substrato de ADC betalactamase).

5.8 Concentracdao inibitoria minima de betalactdmicos contra linhagens

transformantes de Escherichia coli expressando as variantes de blaapc

Os testes de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos foram realizados em
triplicata nas cepas de E. coli BL21(DE3) transformadas com o pET28a(+) contendo
as variantes naturais de blaaoc e aquelas modificadas com os respectivos motivos
observados em ADC-68. Os valores obtidos de concentracéo inibitéria minima (CIM)
para cada um dos antimicrobianos testados estdo apresentados na Tabela 4.

Os resultados evidenciaram que as cepas de E. coli expressando as diferentes
variantes enziméticas de ADC apresentaram elevada resisténcia as cefalosporinas de
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12 geracdo quando comparadas as cepas de E. coli desprovidas de blaapc, obtendo
valores de CIM maior que 64 pg/mL para cefalotina.

As cepas expressando as variantes enzimaticas ADC-A, -B e -68 apresentaram
mesma CIM para a maioria das cefalosporinas de 12 32 e 42 geracbes e
carbapenémicos avaliados, com excecdo de ceftazidima e ceftriaxona, cuja cepa
produtora de ADC-A apresentou CIM ligeiramente mais elevado para estes
antimicrobianos.

A cepa expressando a variante enzimética ADC-A apresentou aumento da CIM
em 32, 16, e 4 vezes em relagdo a ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona,
respectivamente, além do aumento de pelo menos 2 vezes o valor da CIM para
imipenem quando comparado a cepa de E. coli BL21 (DE3)/pET28a(+)::blaapc-1ss.

A substituicdo de T1791 em ADC-A foi capaz de reduzir em pelo menos 128 e
16 vezes os valores de CIM para cefotaxima e ceftazidima, respectivamente, enquanto
a substituicdo P194A na mesma variante reduziu em 4 vezes os valores de CIM para
as mesmas cefalosporinas de 32 geracao anteriormente citadas. Quando presentes
concomitantemente em ADC-A, as substituicdes T1791 e P194A reduziram em pelo
menos 128 e 32 vezes a CIM para cefotaxima e ceftazidima, respectivamente.
Nenhuma das substituicdes presentes de maneira isolada ou simultanea provocou
alteracbes na MIC para ceftriaxona e meropenem, no entanto, discretas alteracdes
foram evidenciadas em relacdo a cefepima e imipenem.

A substituicao isolada ou combinada de D220G e G320R em ADC-A reduziu
consideravelmente a CIM das cepas transformantes de E. coli para todas as
cefalosporinas avaliadas, com excecado da cefalotina (12 geracédo), demonstrando
reducdo de pelo menos 128, 16, 64 e 2 vezes os valores da CIM para cefotaxima,
ceftazidima, ceftriaxona e cefepima, respectivamente. Discretas alteragcbes no valor
da CIM foram também evidenciadas em relagdo ao imipenem considerando ambas ou
cada uma das substituicdes isoladamente.

A ADC-158, codificada pela cepa de A. baumannii ATCC® 19606™ conferiu
valores CIM iguais a ADC-A e ADC-68 para cefalotina e cefepima nas cepas de
transformantes de E. coli, no entanto, apresentou variacdes de 16, 32 e 4 vezes em
relacdo a cefotaxima, ceftazidima e ceftriaxona, respectivamente, além de CIM pelo

menos duas vezes menor em relacdo ao imipenem (Tabela 4).



Tabela 4 - Valores de concentracao inibitéria minima de antimicrobianos da classe dos betalactamicos para as cepas de Escherichia coli BL21(DE3)
expressando as variantes de ADC.

E.coli BL21(DE3) AMP/SUB CFL CTX CAZ CFX CPM MER IPM
pPET28a(+) 0,5 2 <0,0625 <0,0625 <0,0625 0,125 <0,312 <0,0625
ADC-A 2 >64 8 2 4 0,125 <0,312 0,125
ADC-A T179I 2 >64 <0,0625 0,125 4 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-A P194A 2 >64 2 0,5 4 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-A T1791/P194A 2 >64 <0,0625 0,0625 4 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-A D220G 2 >64 <0,0625 0,6 <0,0625 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-A G320R 2 >64 =0,0625 0,125 <0,0625 <=0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-A D220G/G320R 1 >64 <0,0625 0,125 <0,0625 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-B 2 >64 2 0,5 1 0,125 <0,312 <0,0625
ADC-B T179I 2 >64 <0,0625 <0,0625 0,5 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-B P194A 2 >64 0,5 0,125 1 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-B T1791/P194A 2 >64 <0,0625 <0,0625 0,5 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-B D220G 2 >64 <0,0625 <0,0625 <0,0625 =<0,0625 =<0,312 <0,0625
ADC-B G320R 2 >64 <0,0625 <0,0625 <0,0625 =<0,0625 =<0,312 <0,0625
ADC-B D220G/G320R 0,5 >64 <0,0625 <0,0625 <0,0625 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-68 2 >64 8 1 4 0,125 <0,312 0,125
ADC-68 D220G 2 >64 <0,0625 <0,0625 <0,0625 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-68 G320R 2 >64 <0,0625 <0,0625 <0,0625 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-68 D220G/G320R 0,5 >64 <0,0625 <0,0625 <0,0625 <0,0625 <0,312 <0,0625
ADC-158 2 >64 0,5 <0,0625 1 0,125 <0,312 <0,0625

Fonte: O autor.
Nota: AMP/SUB: Ampicilina/sulbactam; CFL: cefalotina; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; CFX: ceftriaxona, CPM: cefepima,
MER: meropenem; IPM: imipenem. Resultados expressos em pg/ml.
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5.9 Hidrdlise enzimatica de imipenem pelas variantes de ADC

Os testes espectrofotométricos de hidrélise do imipenem pelas variantes
enzimaticas de ADC foram realizados para o extrato proteico bruto das cepas de E.
coli BL21(DE3) transformadas com pET28a(+) que expressam as variantes alélicas
de blaabc-a, blaabc-s, blaapc-1s8, blaapc-ss € aquelas derivadas por modificadas com os
motivos relativos a variante ADC-68.

As variantes ADC-A e ADC-68 apresentaram as mais pronunciadas diferencas
entre a absorbancia final e inicial do imipenem no decorrer do tempo de
monitoramento da hidrolise da droga em espectrofotbmetro. Quando comparadas
entre elas, a variante enzimatica ADC-A apresentou maior velocidade no declinio da
absorbéancia do imipenem, indicando uma capacidade aumentada em degradar o
imipenem quando comparada com a variante ADC-68, dita carbapenemase e capaz
de hidrolisar este antimicrobiano. As substituicées de aminoacidos de ADC-A T179lI,
P194A, T1791/P194A testadas resultaram em atenuacao na variacao de absorbancia
do imipenem e possivelmente diminuicdo de sua capacidade de hidrélise (Grafico 2).

O maior impacto na diferenca de absorbancia no teste de hidrélise do imipenem
foi observado para as substituicbes D220G, G320R e D220G/G320R de ADC-A, bem
como de ADC-68. A variante enzimatica ADC-68, apresentou decaimento significativo
em sua capacidade de hidrdlise quando as substituicdes D220G e G320R foram feitas,
de maneira isolada ou em combinacao, indicando papel chave desses residuos na
hidrélise de imipenem e que alteragbes em qualquer um dos dois sdo suficientes para
reverter a capacidade de hidrélise do imipenem.

A variante enzimatica natural ADC-B provocou um decaimento da absorbancia
do imipenem de velocidade intermediaria quando comparada as demais testadas, e
andloga a variante ADC-158. Nestas duas variantes, as substituicdes T1791/P194A
isoladas ou em combinacgao resultaram em significativa diminuicdo na velocidade de

decaimento da absorbancia do imipenem.
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Grafico 2 - Degradacao do imipenem e decaimento de sua absorbancia em funcdo do tempo de exposicdo as variantes enzimaticas de ADC selecionadas.
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Fonte: O autor.

Legenda: Representacao grafica da correlagdo entre a degradacéo do imipenem (% absorbancia, eixo Y) realizada com os extratos proteicos totais das cepas
transformantes de E. coli BL21(DE3) ap0s indugéo proteica em funcao do tempo (em segundos, eixo X).
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5.10 Ponto isoelétrico tedrico (pl) das variantes enzimaticas de ADC

A determinacdo do ponto isoelétrico das variantes enzimaticas de ADC
demonstrou que as variagfes de aminoacidos presentes nessas enzimas, bem como
as diferentes substituicdes isoladas e combinadas de T1791 e P194A e D220G e
G320R, produzem sutis variagdes no ponto isoelétrico enzimatico, conforme
demonstrado na Tabela 5.

As substituicbes T1791 e P194A nédo foram capazes de alterar os valores de
ponto isoelétrico estabelecidos em nenhuma das variantes enzimaticas de ADC
avaliadas neste estudo, enquanto as substituicbes D220G e G320R foram
responsaveis pelo aumento de até 0,07 e 0,06 nestes valores, respectivamente,
guando presentes de maneira isolada, e de até 0,12 quando presentes de maneira
simultanea nestas variantes (Tabela 5).

Tabela 5 - Ponto isoelétrico (pl) das variantes enzimaticas de ADC.

Va-rla,nt.e Nativa T1791 P194A T1791/P194A D220G G320R D220G/G320R
enzimatica
ADC-A 8,61 8,61 8,61 8,61 8,66 8,66 8,71
ADC-B 8,61 8,61 8,61 8,61 8,66 8,66 8,71
ADC-C 8,54 8,54 8,54 8,54 8,61 8,60 8,66
ADC-D 8,70 8,70 8,70 8,70 8,75 8,75 8,80
ADC-158 8,70 8,70 8,70 8,70 8,75 8,75 8,80

Fonte: O autor.

Nota: Ponto isoelétrico (pl) das variantes enziméticas de ADC obtidos a partir do algoritmo IPC -
Isoeletric Point Calculator a partir da equacdo de Henderson-Hasselbach, utilizando diferentes
conjuntos de pKa. As principais betalactamases utilizadas como controle de acurécia do teste e
respectivos valores de pl calculados incluiram: ADC-68 (9,40), TEM-1 (5,49), TEM-2 (5,62), SHV-1
(7,63).

Outras pequenas alteracdes nos valores de ponto isoelétrico obtidos para cada
uma das variantes enzimaticas avaliadas no presente estudo foram observadas
guando comparados as 237 variantes enzimaticas de ADC depositadas no banco de
dados Beta-Lactamase Data Base (http://www.bldb.eu), cujo ponto isoelétrico (pH)
variou entre 8,39 e 8,84 (Grafico 3).
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Grafico 3 - Representacado dos valores de ponto isoelétrico das variantes enzimaticas de ADC do
presente estudo e aquelas depositadas no banco de dados Beta-Lactamase Data Base.
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Fonte: O autor.
Legenda: Os pontos de diferentes coloracdes representam as diferentes variantes de ADC, distribuidas
graficamente considerando os valores de focalizacdo isoelétrica das variantes enziméticas de ADC em
funcéo do peso molecular das mesmas em kDa. Os pontos isolados e destacados em azul claro, azul

escuro, verde e lilas representam as ADC-C21, -33, -P1 e -69 e -71, respectivamente, cujas apenas
sequéncias parciais foram depositadas na base de dados Beta-Lactamase Data Base.

5.11 Modelagem estrutural e ensaio in silico de interacdo de ADC com ligantes

betalactamicos

Diante a diferenca na capacidade de hidrélise do imipenem demostrada em
teste espectrofotométrico e da estreita relacdo e semelhanca entre as variantes ADC-
A e ADC-B, que diferem unicamente quanto a inser¢cao Pro-Ala-Ser
(A221_P222insPAS), essas variantes foram selecionadas para estudo de modelagem
computacional de suas estruturas e quando a capacidade de interacdo com 0s

carbapenémicos imipenem e meropenem.

5.11.1 Caracteristicas e propriedades estruturais

A predicdo da estrutura geral de ADC-A e -B apresentou semelhancas

tridimensionais as demais AmpCs, compreendendo os dominios caracteristicos a-



93

helicoidal em um lado da molécula (Figura 13, & esquerda) e o dominio a/f no outro
(Figura 13, a direita). O sitio ativo enzimatico encontra-se no centro da enzima,

localizado na borda esquerda da fita 8 (Figura 13).

Figura 13 - Representacao da estrutura proteica geral de ADC de Acinetobacter baumannii.

Fonte: O autor.

Legenda: Estrutura proteica geral tercidria de ADC de Acinetobacter baumannii. a-hélices
representadas em vermelho; folhas B representadas em azul e a regido do sitio ativo enzimatico
destacada em amarelo. A superficie proteica estd representada em lilas. Dominio a-helicoidal
localizado a esquerda da imagem e o dominio a/p a direita.

A predicdo do tamanho médio da cavidade do sitio ativo enzimético demonstrou
mudancgas consideraveis no tamanho da cavidade do sitio ativo predito para as
diversas variantes enzimaticas de ADC, além de mudancas conformacionais que
podem estar relacionadas a uma melhor acomodacédo da molécula de imipenem na
ADC-A em relacdo as demais variantes enzimaticas de ADC.

As substituicbes T1791 e P194A foram responsaveis pela variagdo de até 13 A
do tamanho da cavidade do sitio ativo em ADC-A, reduzindo esta de 537 A para 531
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e 524 A, respectivamente, quando presentes de maneira isolada. A dupla substituicéo
T1791/P194A reduziu o tamanho da mesma cavidade para 523 A. As substituicdes
D220G e G320R foram as que mais alteraram o tamanho cavitario, compreendendo
variacdes de até 310 A em relacdo & mesma enzima em sua constituicdo nativa
(Tabela 6).

A mesma relacdo entre as substituicbes de aminoacidos e diminuicdo do
volume cavitario foi observada também para ADC-B. A dupla substituicao
T1791/P194A reduziu o tamanho da cavidade do sitio ativo de 353 A para 347 A,
enguanto a dupla substituicdo D220G/G320R foram as que mais alteraram o tamanho
da cavidade do sitio ativo para esta variante, compreendendo alteracfes de até 157
A (Tabela 6).

A insercao de Pro-Ala-Ser (A221_P222insPAS), presente na regiao do Q-loop
da variante enzimética ADC-A, foi responsavel pelo aumento do tamanho da cavidade
do sitio ativo em 184 A, considerando os dados preditos e observados em ADC-A e

ADC-B em suas constituicdes nativas (Figura 14).
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Tabela 6 - Predi¢cdo do tamanho médio da cavidade do sitio ativo enzimético entre as diferentes

variantes de ADC

Variante enzimatica Tamanho estimado da Energiat

ADC cavidade (A) (kcal/?nol) Coordenadas (X;Y;2)
A 537 -6,8 -19,622; 9,612; 33,345
A (T179l) 531 -6,6 -20,610; 8,972; 33,691
A P194A 524 -6,3 -16,431; 13,244; 30,491
A (T1791/P194A) 523 -5,7 -14,492; 13,512; 28,420
B 353 -5,8 -8,480; -16,365; 1,572
B (T179I) 352 -5,5 -9,316; -12,203; 3,660
B P194A 348 -5,5 -9,137; -12,190; 3,616
B (T1791/P194A) 347 -5,3 -9,106; -12,190; -3,478
A G320R 272 -4,6 -10,202; -13,009; 5,285
A D220G/G320R 229 -5,4 -10,237; -12,771; 10,744
A D220G 227 -4.4 -11,064; -12,683; 5,908
B D220G 214 -4,2 -8,150; -12,790; 10,893
B G320R 199 -4,6 7,912; -16,309; -1,723
B (D220/G320R) 196 -5,1 -8,672; -14,052; 2,0542

Fonte: O autor.

Nota: Tamanho médio da cavidade enzimatica predito a partir do algoritmo CB-dock apés identificacéo
das coordenadas espaciais mais provaveis de ligacdo entre os modelos proteicos .pdb preditos por
algoritmo Swiss-Model e a molécula de imipenem (DB01598), considerando os complexos de menor
energia livre e classificados como de mais provavel ocorréncia, determinados em AutoDock Vina
(http://vina.scripps.edu/). t - energia livre de ligagdo, considerando o modelo de estrutura molecular
predita que apresentou interacdo mais favoravel com a molécula de imipenem.
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Figura 14 - Sobreposicéo das estruturas e superficies proteicas de ADC-A e ADC-B.

Fonte: O autor.
Legenda: A: sobreposicdo geral das estruturas terciarias e superficies proteicas das variantes enziméaticas ADC-A (em azul) e ADC-B (em vermelho). B:

sobreposicao das estruturas e superficies proteicas de ADC-A e ADC-B com destaque para a insercdo de Pro-Ala-Ser (A221_P222insPAS) em ADC-A
(localizada entre aminoéacidos destacados em amarelo) e variagdo conformacional da cavidade formada. C: sobreposicéo das superficies proteicas de ADC-A
e ADC-B com destaque para variagao conformacional da cavidade formada. Esfera amarela representa cavidade do sitio ativo enzimatico.
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5.11.2 Ensaios in silico de interacdo molecular de ADC-A e ADC-B com

carbapenémicos

Os resultados dos ensaios de interagao in silico predizem um padrédo de
diferentes estabelecidas de forma distinta entre os residuos presentes nas variantes
enzimaticas de ADC-A e -B em relacdo ao meropenem e imipenem, considerando os
modelos receptor-ligante com menor energia livre de ligacdo preditos para cada uma
destas.

Ainsercdo de Pro-Ala-Ser (A221_P222insPAS) na regiao do Q-loop da variante
enzimatica ADC-A apresentou-se como responsavel por alteracdes significativas em
sua estrutura proteica tridimensional. Para esta variante, foi observado que a presenca
adicional de Pro-Ala-Ser causa a interrupcao de formacgao da hélice a9, resultando em
uma ampliada conformacé&o da cavidade de seu sitio ativo e favorecendo a interacédo
de diferentes aminoacidos com a molécula dos carbapenémicos imipenem e
meropenem aqui testados, quando comparada a ADC-B, que difere de ADC-A pela
auséncia dessa inser¢ao de aminoacidos (Figura 15 A e B).

Observa-se que a molécula de imipenem interage com ADC-A através da
formacdo de sete possiveis ligagbes de hidrogénio envolvendo Ser66, GInl22,
Asnl54, Asn215, Asp220, Thr319, Arg342 (Figura 15 C). O residuo Asp220
demonstrou carga molecular atrativa ao radical R2, enquanto Arg342 estabeleceu
ligacdo de hidrogénio com o atomo de oxigénio ligado ao carbono 7 do anel
betalactamico, alvo para o ataque nucleofilico pela Ser64 desprotonada de acordo
com o0 mecanismo candnico de hidrdlise do anel betalactamicos o mediada por serino-
betalactamases. As demais interacdes observadas incluem a ligacao entre o radical
R1 do imipenem e GIn122, além de interac6es do tipo van der Waals preditas para
importantes residuos como Lys69, Leul21, Val214, Pro216, Gly217, Tyrl52 e Ser317
(Figura 16).

Diferencas entre residuos de interacdo foram evidenciados em ADC-A
contendo as modificacbes T1791 e P194A isolada ou simultaneamente. A ligacao de
hidrogénio entre o residuo Ser66 e a molécula de imipenem manteve-se conservada
em ADC-A T179l, ADC-A P194A e ADC-A T1791/P194A. Alteragdes no perfil de
interacdo foram observadas em relacdo ao residuo Arg342, para o qual, em ADC-A
contendo as modificacdes T179l e P194A isoladas ou simultdneas, 0 mesmo perde

interag@o com o oxigénio ligado ao carbono 7 do anel betalactamico e passa a formar
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ligacdo de hidrogénio com os atomos de oxigénio ligados ao carbono 3 da molécula
de imipenem.

Em ADC-A D220G, Glu291 apresentou-se como o principal residuo de
interagdo com o sitio R2 de imipenem, enquanto Arg342, assim como predito para
ADC-A T1791 e P194A, é posicionado distante o oxigénio ligado ao carbono 7 do anel
betalactamico que possivelmente perde essa interacédo e passa a formar ligacdo com
0 atomo de oxigénio ligado ao carbono 3 da molécula de imipenem. Ligacdes
convencionais de hidrogénio foram observadas unicamente para o residuo Ser317
com o oxigénio ligado ao carbono 6 da molécula de imipenem. Demais residuos como
Ser66, GInl122, Tyrl52 e Asnl54 foram observados exercendo ligacdo de van der
Waals. A substituicdo simultdnea de D220G e G320R em ADC-A reduziu
significativamente o numero e intensidade de ligacdes estabelecidas entre esta
variante enzimética e a molécula de imipenem. Ligac6es de hidrogénio foram
observadas exclusivamente para Arg342 com o atomo de oxigénio ligado ao carbono
3 da molécula de imipenem, enquanto Glu346 apresentou-se como unico residuo de
interag@o com a porgédo R2 do antimicrobiano, conforme observado também em ADC-
A G320R.

Em ADC-B, os resultados da simulac&o de interacdo molecular com o imipenem
sugerem que esta interage com a molécula de imipenem através da formacao de cinco
ligacbes de hidrogénio principais formadas por Ser66, GIn122, Tyr224, Arg342 e
Ser317, sendo este Ultimo estabelecendo interacdo com o oxigénio ligado ao carbono
7 do anel betalactamico (Figura 15 D). O residuo Tyr244 apresentou-se como residuo
de interacdo com a cadeia R2 do imipenem. Gly65, Lys69, Tyrl52 e Asnl54
demonstraram interacéo a partir de ligacdes de hidrogénio em diferentes regifes da
molécula do antimicrobiano. Adicionalmente, interacdes do tipo van der Waals foram
observadas nos residuos Gly65, Lys69, Tyrl52, Asnl54, Thr319, dentre outros,
conforme representado na Figura 16.

Em ADC-B T179I, ligacGes de hidrogénio foram preditas para o modelo de
menor energia livre em Ser66, GInl22, Asnl54 e Glu291, estando este ultimo
interagindo com o radical R2 do antimicrobiano e GIn122 estabelecendo interagéo
com o0 oxigénio ligado ao carbono 7 do anel betalactamico de imipenem.
Diferentemente do observado em ADC-B T179l, em ADC-B P194A o residuo Asnl154
exerce interacdo com a molécula de imipenem através ligacées de van der Waals. Em

ambos os modelos ADC-B T179I1 e P194A, Ser317 aparece estabelecendo ligacéo de
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hidrogénio com o carbono 5, de localizagcdo oposta ao carbono 3. Os principais
residuos de interacdo entre imipenem e ADC-B contendo ambas as modificacdes
T1791 e P194A foram Ser66, Tyrl52, Asnl54, Ser317 e Arg342, para os quais foram
preditas interacbes a partir de diferentes ligac6es de hidrogénio, estando Ser317
estabelecendo interagcdo com o oxigénio ligado ao carbono 7 do anel betalactamico.
Em ADC-B D220G, ligacdes de hidrogénio foram observadas para Arg342 com
0 atomo de oxigénio ligado ao carbono 3 da molécula de imipenem, enquanto, em
ADC-B G320R, este mesmo residuo foi predito com possivel interagdo com o oxigénio
ligado ao carbono 7 do anel betalactamico. Os residuos conservados de Ser66,
Asnl154 demonstraram-se exercendo interacdes de van der Waals, enquanto Ser317
foi predita como realizando ligacdo com o oxigénio relacionado ao carbono 6 da
molécula de imipenem. Em ADC-B contendo ambas as substituicdes D220G/G320R
citadas, Tyrl52 e Asn289 foram os Unicos residuos que apresentaram interagdo com
o radical R2 de imipenem. Residuos cataliticos conservados como Ser66 e Asnl54

apresentaram as mesmas interacdes preditas e descritas para ADC-B G320R.
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Figura 15 - Representacao grafica das caracteristicas estruturais do sitio ativo de ADC-A e ADC-B.
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Fonte: O autor.

Legenda: Comparacdo entre as caracteristicas estruturais do sitio ativo de ADC-A e ADC-B
demonstrando as diferencas significativas preditas para estas variantes enzimaticas. A: Representacao
grafica do Q-loop de ADC-A (lilas) em docking realizado com molécula de imipenem. Aminoacidos
Ala221 e Pro222 destacados em amarelo demonstrando ponto de inser¢do de Pro-Ala-Ser
(A221_P222insPAS). B: Representagéo grafica do Q-loop de ADC-B (lilds) em docking contendo
molécula de imipenem. Aminoéacido Ala221 destacado na cor amarela. Os principais aminoacidos que
apresentam interacéo direta com a molécula de imipenem em ADC-A e ADC-B estédo destacados em
azul e demonstrados em C e D, respectivamente. Molécula de imipenem (C12H17N304S) representada
em bastdes verdes, com destaque para os atomos de oxigénio (vermelho), hidrogénio (branco-
acinzentado), nitrogénio (lilds) e enxofre (amarelo). Interagdes eletroquimicas entre os respectivos
aminoacidos e a molécula de imipenem representadas por linhas pontilhadas. Ligacdes de hidrogénio
destacadas em verde, cargas atrativas em laranja, ligacdes do tipo hidrogénio-carbono destacadas em
azul claro e liga¢des pi-alquil em rosa.
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Figura 16 - Principais aminoacidos determinantes da formacao de complexos proteina-ligante localizados no sitio ativo de ADC-A e ADC-B.

Fonte: O autor.

Legenda: Comparacéo entre as caracteristicas estruturais do sitio ativo de ADC-A e ADC-B demonstrando os principais residuos de amino4cidos que
estabelecem interacdes eletroquimicas de van der Waals, determinantes da formacao de complexos proteina-ligante, destacados em cinza. Representacdes
gréficas dos amino4cidos de ADC-A e ADB-B em docking realizado com imipenem (C12H17N304S) estdo detalhadas em A e B, respectivamente. Molécula de
imipenem representada em bastdes verdes, com destaque para os atomos de oxigénio (vermelho), hidrogénio (branco-acinzentado), nitrogénio (lilas) e enxofre
(amarelo).
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Com relacdo ao meropenem, observa-se que a molécula do antimicrobiano
interage com ADC-A através da formacéo de cinco possiveis ligacdes de hidrogénio
envolvendo GInl122, Tyr224, Asn289, Thr319, Arg342. Os residuos GIn122, Tyr224 e
Thr318 interagem com o radical R2, enquanto Arg342 estabeleceu ligacdo de
hidrogénio com o &tomo de oxigénio ligado ao carbono 5 do anel betalactamico.
Residuos como Ser66, Tyrl52, Asnl54, Val214, Ser317 e Thr319 foram preditos
realizando interagdes do tipo van der Waals.

Diferencas entre residuos de interacdo foram evidenciados em ADC-A
contendo as modificagcdes T179] e P194A isolada ou simultaneamente. Em ADC-A
T179Il, Ser66, GIn122, Tyrl52, Ser317 e Arg342 foram preditos realizando ligacbes de
hidrogénio com a molécula de meropenem, sendo Ser66 estabelecendo ligagdo com
0 &tomo de oxigénio ligado ao carbono 7 do anel betalactamico, enquanto para ADC-
A P194A, os principais residuos preditos realizando ligacdes de hidrogénio foram
GInl122, Tyr224 e Arg342, sendo este ultimo com o carbono 7 do anel betalactamico
de meropenem. Para ADC-A T1791/P194A, Asn154, Asp220, Ser66 e GIn122 foram
preditos formando ligacdes de hidrogénio, sendo os dois ultimos com o grupo OH"
ligado ao carbono 6.

Em ADC-A D220G, ligagbes de hidrogénio foram preditas para Aspl30,
GIn128, Pro216 e Pro222, no entanto, nenhuma interacéo foi evidenciada em relacao
ao oxigénio ligado ao carbono 7 do anel betalactamico, local tipico de hidrolise
molecular do antimicrobiano quando mediada por betalactamases. Interacdes do tipo
Van der Waals foram preditas para Gly217, Ala221 e Pro225.

A substituicdo simultanea de D220G e G320R em ADC-A reduziu o niumero e
intensidade de ligacdes preditas entre esta variante enzimatica e a molécula de
meropenem. Ligagbes de hidrogénio foram observadas para Glu346, Asn345 e
Arg342, estando este ultimo, assim como predito para ADC-A G320R, interagindo com
0 atomo de oxigénio ligado ao carbono 3 da molécula de meropenem. Demais
residuos como Leul21, Val294 e Ser317 foram observados exercendo ligacédo de van
der Waals.

Em ADC-B, ligagdes de hidrogénio foram preditas para GInl122, Tyr224,
Ser317, Arg342 e Asn345. Neste modelo, GIn122 foi predita realizando ligacdo de
hidrogénio com o &4tomo de oxigénio ligado ao carbono 7 do anel betalactamico,

engquanto Arg342 parece interagir com o atomo de oxigénio ligado ao carbono 3 da
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molécula de meropenem. Ser317 e Asn345 foram os principais residuos de interacao
da enzima com o radical R2 da molécula de antimicrobiano.

Diferengas entre residuos de interacdo foram evidenciados em ADC-B
contendo as modificagcdes T1791 e P194A isolada ou simultaneamente. Em ADC-B
T179I1, GIn122, Ser317, Arg342 e Asn345 foram os principais residuos para os quais
ligacdes de hidrogénio foram preditas, sendo GIn122, assim como em ADC-B,
realizando ligacéo de hidrogénio com o &tomo de oxigénio ligado ao carbono 7 do anel
betalactamico, enquanto em ADC-B P194A, Arg342 foi predito realizando esta ligagao
ao anel betalactamico. GIn122, Asn289, Arg342 foram os principais residuos com
predicdo de ligacdes de hidrogénio em ADC-B T1791/P194A.

Diferencas entre residuos de interacdo foram preditas também em ADC-B
contendo a substituicdo simultanea de D220G e G320R em ADC-B e a molécula de
meropenem. Ligacdes de hidrogénio foram observadas para GIn122, Ser317, Arg342
e Asn345, no entanto, o residuo GIn122 perde interacdo com o oxigénio ligado ao
carbono 7 do anel betalactamico e passa a formar ligacdo de hidrogénio com os
atomos de oxigénio ligados ao carbono 3 da molécula de meropenem, conforme
observado individualmente também em ADC-B D220G e G320R.

O Quadro 7 mostra a comparacgéo entre 0 numero e residuos de interagédo que
formam ligacGes de hidrogénio entre as variantes de ADC e as moléculas dos

carbapenémicos imipenem e meropenem.
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Quadro 7 - Comparacgédo entre o nimero e residuos de interagdo que formam ligacdes de hidrogénio entre as variantes de ADC e diferentes

carbapenémicos.

Variante enziméatica

Imipenem

Meropenem

ADC-A

ADC-A T179I

ADC-A P194A

ADC-A T179I/P194A
ADC-A D220G
ADC-A G320R
ADC-A D220G/G320R
ADC-B

ADC-B T179Il

ADC-B P194A

ADC-B T179I/P194A
ADC-B D220G
ADC-B G320R
ADC-B D220G/G320R
ADC-68

7 Ser66, GIn122, Asn154, Asn215, Asp220, Thr319, Arg342

4 Ser66, Asn154, Asp220, Arg342

5 Ser66, GIn122, Asp220, Ser317, Arg342
5 Ser66, GIn122, Asn154, Asp220, Arg342
3 Ser66, Arg342, Ser317

3 GIn122, Glu291, Arg342

3 Arg342, Glu346

5 Ser66, GIn122, Tyr224, Ser317, Arg342

4 Ser66, GIn122, Asn154, Glu291

4 Glul77, Prol82, Leul86, Tyr190

5 Ser66, Tyrl52, Asn154, Ser317, Arg342
3 Ser317, Arg342, Arg348

3 Glul77, Leul86, Arg342

3 Glul77, Lys178, Leul86

7 Ser66, GIn122, Tyr152, Asn289, Thr315, Ser317, Asn345

5 GIn122, Tyr224, Asn289, Thr318, Arg342

5 Ser66, GIn122, Tyrl52, Ser317, Arg342
3 GInl122, Tyr224 e Arg342

4 Ser66, GIn122, Asnl154, Asp220

4 Aspl130, GIn128, Pro216, Pro222

4 GIn122, GIn128, Pro218, Arg342

3 Arg342, Glu346, Asn345

5 GIn122, Tyr224, Ser317, Arg342, Asn345

4 GIn122, Ser317, Arg342, Asn345

4 GIn122, Ser317, Thr319, Arg342

3 GIn122, Asn289, Arg342

3 GIn122, Ser317, Arg342

3 GIn122, Thr318, Arg342

4 GIn122, Ser317, Arg342, Asn345

6 GIn122, Tyr224, Thr318, Ser317, Asn319, Arg342

Fonte: O autor

Legenda: Em negrito, nimero de interagdes que formam ligagBes de hidrogénio entre as variantes de ADC e diferentes carbapenémicos.
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6 DISCUSSAO

As enzimas da classe C sédo as mais frequentes entre as betalactamases e
representam importantes problemas terapéuticos uma vez que conferem resisténcia
as cefamicinas (cefoxitina e cefotetan), penicilinas e cefalosporinas, além de néo
serem significativamente inibidas pelos principais inibidores clinicamente disponiveis,
como o acido clavulanico (LEE et al., 2015).

De maneira geral, esta classe de enzimas pertence a um grupo mais
homogéneo no que diz respeito ao comportamento cinético quando comparadas as
da classe A, sendo capazes de reconhecer uma vasta gama de antimicrobianos, mas
normalmente descritas como cefalosporinases (GUTKIND et al., 2013), possuindo
elevada afinidade para cefalosporinas (baixos valores de Km), mas também baixos
valores de eficiéncia catalitica (kcat), sendo menos eficientes na desacilacdo, etapa
limitante da reac&o de hidrélise (GALLENI; FRERE, 1988; GUTKIND et al., 2013).

A disseminacdo de A. baumannii multidroga resistentes (MDR) € impulsionada
principalmente pela disseminagéo de linhagens clonais. Elevadas frequéncias de A.
baumannii MDR sé&o relatadas na América do Sul, sendo os complexos clonais CC1,
CC15, CC79 e CC25 predominantes (CAMARGO et al., 2020).

O perfil de complexos clonais observado nos isolados de A. baumannii do
presente estudo agrupam-se em STs e CCs previamente associados a cepas com
perfil de multirresisténcia relacionadas a infec¢des hospitalares em diversos paises
(GIRLICH et al., 2014; KARAH et al., 2012; VILLALON et al., 2011; VILLAR et al.,
2014), ressaltando a importancia que estes isolados possuem no contexto clinico e
epidemiolégico nacional e internacional.

O alelo blaapc-a (blaabc-182) se apresentou como o mais amplamente distribuido
nas cepas utilizadas como referéncia no presente estudo, estando presente em cinco
dos seis STs de A. baumannii identificados, incluindo ST1 e ST881 (CC1), ST15
(CC15), ST79 (CC79) e ST113 (CC113), sendo o unico alelo descrito entre esses
isolados do ST113 e ST881. No Brasil, a ocorréncia de A. baumannii MDR é
considerada endémica e os mais importantes complexos clonais (CCs) disseminados
no pais e relacionados a resisténcia aos carbapenémicos sao CC1, CC15, CC25 e
CC79, sendo o este ultimo descrito também na Croacia, Canada, Espanha e Estados
Unidos, e o CC15 identificado em pelo menos nove Estados brasileiros, incluindo

Pernambuco, Sao Paulo, Sergipe e Espirito Santo, além de paises como Argentina,
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Turquia e Republica Tcheca, estando ambos os CCs relacionados a elevadas taxas
de mortalidade (AZEVEDO et al., 2019; CHAGAS et al., 2014; KURIHARA et al., 2020;
WEI et al., 2015).

Em nosso estudo, o alelo blaapc-s foi 0 segundo mais frequente observado entre
os isolados clinicos analisados, sendo encontrado principalmente em cepas
pertencentes a ST1 e ST15 (LEAL, et al., 2020; ROCHA et al., 2017), comumente
identificadas na América do Sul e frequentemente isoladas no Brasil.

A resisténcia aos carbapenémicos, tem sido identificada cada vez mais em
hospitais em todo 0 mundo, comprometendo as op¢des disponiveis para o tratamento
das infeccdes bacterianas (INGTI et al., 2020; KYRIAKIDIS et al., 2021), desta
maneira, a disseminacdo de diferentes CCs de A. baumannii com perfil de
multirresisténcia, como as do presente estudo, atenta para a possivel evolugcao que
as linhagens clonais epidémicas de A. baumannii possam ter sofrido, se tornando
linhagens resistentes aos carbapenémicos pela aquisicdo dos varios genes de
resisténcia antimicrobiana durante ou apos sua disseminacgao.

De maneira geral, as ADCs ndo s&o consideradas como possuidoras de
atividade de carbapenemase, sendo a resisténcia aos carbapenémicos geralmente
atribuida como derivada da capacidade de cepas que combinam permeabilidade de
membrana reduzida (ocasionada por perda de porinas ou mutacbes) com a
superexpressdo dessas enzimas de classe C, que atuam no sequestro dos
carbapenémicos presentes no espaco periplasméatico destes microrganismos antes
que possam atingir seus alvos (GOESSENS et al., 2013; TOOKE et al., 2019).

Por outro lado, diversas substituicdes de aminoacidos em enzimas do tipo ADC
foram descritas previamente (JEON et al., 2014; PEREZ et al., 2014; RODRIGUEZ-
MARTINEZ et al., 2010; TIAN et al., 2011) e, com o passar dos anos, novas variantes
enzimaticas com atividade ampliada de hidrélise para as diversas geracfes de
cefalosporinas e carbapenémicos tém sido continuamente identificadas (JEON et al.,
2014; RODRIGUEZ-MARTINEZ et al., 2010; TIAN et al., 2011; ZHOU et al., 2012).

Embora na maioria das vezes a resisténcia as cefalosporinas e
carbapenémicos em A. baumannii seja atribuida as enzimas que compreendem o
grupo OXA (classe D), a capacidade de ADC em hidrolisar os principais
carbapenémicos disponiveis na pratica clinica foi recentemente reportada, como
observado em ADC-68 em relacéo ao imipenem, ertapenem e meropenem (JEON et

al., 2014), possivelmente em ADC-57, cuja hidrélise de ertapenem foi prevista com
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base no calculo da energia livre de ligacdo em experimentos de docking molecular
(ZHOU et al., 2012), e mais recentemente em ADC-30, que confere resisténcia ndo
apenas as cefalosporinas, mas também aos carbapenémicos e sulbactam (KUO et al.,
2015), ressaltando a importancia e contribuicdo de ADC para o desenvolvimento e
manutencdo da resisténcia contra cefalosporinas de espectro estendido e
carbapenémicos em A. baumannii.

A expressao do gene blaapc-ss em linhagens isogénicas de E. coli TOP10 foi
capaz de elevar a concentragdo inibitéria minima (CIM) de imipenem e meropenem
para essa cepa de 0,5 e 0,015 pg/mL para 8 e 4 pg/mL, respectivamente, em sua
transformante E. coli TOP10 pHSG398-blaapc-es (JEON et al., 2014). Em nosso estudo,
embora a atividade contra os carbapenémicos tenha sido evidenciada em todas as
variantes enzimaticas de ADCs naturalmente expressas pelos isolados clinicos de A.
baumannii pelo teste CIMplus, apenas elevag¢des sutis da concentragdo inibitoria
minima para imipenem foram observadas nas cepas transformadas com as
construgcdes pET28a(+)-blaapoc-a € 68, cuja CIM de E. coli BL21 (DE3) expressando
estas enzimas aumentou de <0,0625 para 0,125 pg/mL. Estudos semelhantes
realizados em E. coli DH5a abrigando pBGS18-pCTX e expressando blaabcs
(portadora dos mesmos motivos G220D e R320G identificados em ADC-68 em
relacdo a ADC-1) demonstraram também um discreto aumento do valor da CIM para
imipenem de 0,125 pg/mL em comparacao a E. coli DH5a abrigando pBGS18-pCTX
sem qualquer gene blaaoc (PEREZ et al., 2014), fato possivelmente associado as
diferencas de permeabilidade de membrana existentes entre as diferentes linhagens
laboratoriais de E. coli ou ainda em decorréncia dos diferentes niveis e condi¢des de
expressao proteica existentes entre os diferentes plasmideos comumente utilizados
em experimentos dessa natureza.

No presente estudo, as substituicbes de aminoacidos que mais alteraram a
atividade de ADC em relacao as cefalosporinas de 32 e 42 geragdes e carbapenémicos
testados foram D220G e G320R e, embora todas as mutagdes realizadas de maneira
isolada ou simultanea tenham alterado a velocidade de suas respectivas variantes
enzimaticas em relacdo ao imipenem, as substituicbes D220G e G320R, localizadas
respectivamente no Q-loop e relativamente proxima do sitio ativo e do motivo KTG,
foram suficientes por si s para reverter ou diminuir a atividade enzimatica em relacéo
a penicilina de largo espectro, cefalosporinas de 32 e 42 geracdes e carbapenémicos

testados.
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Curiosamente, as modificacbes D220G e G320R introduzidas em ADC-A, -B e
suas derivadas, cujas interacdes eletroquimicas foram preditas por docking molecular,
resultaram na diminuicdo do numero de ligacGes de hidrogénio entre estas variantes
enzimaticas e as moléculas de imipenem e meropenem, sugerindo que o0s residuos
de Asp220 e Arg320 influenciam, ainda que de maneira indireta, na afinidade de ADC
aos carbapenémicos e demais betalactamicos.

Estudos anteriores realizados em ADC-5 reportaram os mutantes D220G e
G320R como os mais afetados em relacao a hidrdlise de cefoxitina e, embora demais
mutac¢des Unicas levassem a uma diminuicdo geral na CIM da cefoxitina, a
substituicdo G320R foi suficiente por si s6 para reverter a resisténcia a cefoxitina
(PEREZ et al., 2014), enquanto uma ligeira diminuicdo nas CIMs de ceftazidima foi
observada para todos os mutantes, exceto para D242G e G342R, que foram 0s menos
afetados. Curiosamente, a substituicdo do residuo D240G foi previamente associada
a hidrdlise de ceftazidima também em enzimas do tipo CTX-M (CARTELLE et al.,
2004), pertencente ao grupo de betalactamases da classe A.

As substituicdes T179I e P194A realizadas isolada ou simultaneamente foram
capazes de reduzir significativamente a velocidade de hidrélise de imipenem por ADC,
bem como os valores de CIM determinados para cefotaxima e ceftazidima em todas
as cepas transformadas com as construcbes pET28a(+)::blaaoc de nosso estudo,
sugerindo a influéncia destes aminoacidos, ainda que indiretamente, na atividade de
ADC frente as cefalosporinas e carbapenémicos. Interessantemente, variacdes
consideraveis nos valores de CIM para cefotaxima e ceftazidima foram também
observadas em E. coli TOP10 pHSG398-blaapc-6s, cuja variante enzimatica expressa
possui naturalmente ambas as substituicoes referidas (JEON et al., 2014), reiterando
a importancia dos aminoacidos Thr179 e Pro194 na atividade de ADC, ainda que estes
estejam distribuidos ao longo da sequéncia de aminoacidos e néo localizados em
hotspots.

Além das substituicdes T179] e P194A, a ADC-158 difere de ADC-68 também
pela presenca de Gly77 e Thr248, localizadas na hélice a3 e a11, respectivamente e,
embora potenciais alteragcdes funcionais provocadas por estas modificacdes de
aminoacidos ndo tenham sido preditas pelo PROVEAN (score maior que -2.5), a
possibilidade destas em influenciar indiretamente os parametros cinéticos de ADC nao

deve ser descartada.
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Embora a elucidacdo dos mecanismos das betalactamases da classe C
permaneca incompleta, avangos recentes na area tém explorado as varias estruturas
cristalizadas de alta qualidade para aplicar algoritmos computacionais na avaliacao
de possiveis mecanismos moleculares de resisténcia (TOOKE et al., 2019).

A estrutura das betalactamases da classe C é semelhante a de outras serino
betalactamases e DD-peptidases, sendo aproximadamente 100 vezes maior que seus
substratos. De maneira geral, a atividade das betalactamases AmpC é mediada por
aminoacidos com grupos polares ndo carregados tais como Ser, Thr e Asn, e
aminoacidos com grupos alifaticos ndo polares como Gly, Ala e Val, possuindo
cavidade capaz de acomodar a volumosa cadeia lateral das cefalosporinas e sitio
ativo enzimatico localizado na posicdo 64 (Ser64), além de outros residuos
importantes para a atividade catalitica como Ser66, Lys67, Lys69, Tyrl52, Asnl154,
Lys315 e Ala318 (BHATTACHARYA et al., 2014; CHEN et al., 2006; VERMA et al.,
2016).

Embora as estruturas gerais de ADC sejam relativamente conservadas,
mudancas na atividade catalitica de ADC sao geralmente associadas a substituicoes
e/lou delecdes/insercbes de aminoacidos em regides estruturais especificas
apresentadas por essas enzimas (JEON et al., 2014; NORDMANN, MAMMERI, 2007).
Diferencas estruturais perceptiveis ja foram determinadas no sitio ativo enzimatico e
hélices H2 e H10 de variantes ADC, no entanto, as principais existentes entre enzimas
com perfil de carbapenemase em relacdo a exemplares nao-carbapenemase se
concentram especialmente no Q-loop e no C-loop (JEON et al., 2014; SANTIAGO et
al., 2016), conforme observado nas variantes enzimaticas do presente estudo.

Substituicdes adicionais de aminoacidos localizadas no P2-loop de diferentes
enzimas da classe C foram previamente descritas e capazes de alterar a funcéo de
ADC (CRICHLOW et al., 2001; JACOBY, 2009; KIM et al., 2006). Dessa maneira,
embora as substituicdes F261R e G265N, identificadas em nosso estudo em ADC-
158 e -D, respectivamente, ndo tenham sido avaliadas de forma aprofundada, estas
podem estar relacionadas a importantes fungées em ADC.

Andlises realizadas a partir da superposicao de diferentes enzimas da classe C
mostram que as maiores variagdes estruturais entre elas ocorrem nas regides N e C
terminais, P-loop, P2-loop e Q-loop, além dos loops compreendidos entre as hélices
a8, a9 e a10. Adicionalmente, mudangas estruturais em Q-loop resultam no aumento

da atividade destas enzimas da classe C em relacdo também as cefalosporinas de
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espectro estendido (BHATTACHARYA et al., 2014; CRICHLOW et al., 2001; JACOBY,
2009; KIM et al., 2006; SANTIAGO et al., 2016).

A sequéncia de aminoacidos predita para ADC-A varia da ADC-B
exclusivamente pela insergcédo de Pro-Ala-Ser (A221_P222insPAS) na regido do Q-
loop enzimético da primeira, sendo esta responsavel por altera¢des significativas em
sua estrutura proteica tridimensional através da interrupgcao de formacgao da hélice a9
e resultando em uma ampliacdo do volume de seu sitio ativo.

Os resultados obtidos a partir do docking molecular sugerem que a ampliacao
da cavidade ativa em ADC-A permite uma melhor flexibilizagdo e acomodacéo da
cadeia lateral R2 da molécula de imipenem, facilitando a interacdo de diferentes e
mais numerosos aminoacidos a partir de uma série de ligacdes de hidrogénio entre os
grupos amina carregados positivamente e os grupos hidroxila negativos, favorecendo
0 mecanismo de hidrdlise.

O processo de acoplamento e hidrélise molecular envolve uma série de
importantes interacdes quimicas, incluindo a ligacdo de diversos grupos hidroxila com
uma variedade de grupos funcionais, geralmente aminas, dentro do sitio ativo
enzimatico (MEDEIROS, 1997), devendo o substrato betalactamico ser mantido no
lugar para que a serina do sitio ativo realize a quebra dessa ligacdo amida com
sucesso. Dessa maneira, modificacbes na estrutura do sitio ativo sdo de grande
importancia e podem resultar em ampliacdo, reducdo ou perca de atividade desta
frente a um determinado antimicrobiano.

Inser¢cdes de aminoacidos no Q-loop de representantes enzimaticos da classe
C foram inicialmente identificadas e reportadas na betalactamase GC1 de
Enterobacter cloacae (CRICHLOW et al., 1999). Estudos posteriores demonstraram
gue a insercdo do tripeptideo Ala211-Val212-Arg213 contribui para uma maior
flexibilidade conformacional e expansao do Q-loop, permitindo que diferentes
substratos ou inibidores de betalactamases com radicais mais volumosos sejam mais
bem acomodados, como previamente observado em relacdo a cefuroxima,
ceftazidima e aztreonam (BHATTACHARYA et al., 2014; CRICHLOW et al., 2001;
NUKAGA et al., 2003; NUKAGA et al., 2004).

Andlises comparativas realizadas a partir dos valores obtidos nos ensaios de
avaliacdo da capacidade de hidrdlise do imipenem e determinacdo dos valores de
concentracdo inibitéria minima entre as cepas de E. coli BL21(DE3) pET28a(+)

expressando cada uma destas variantes em questao, sugerem que a insercéo de Pro-
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Ala-Ser (A221 P222insPAS) na regiao do Q-loop de ADC-A estd diretamente
relacionada também a mudancas significativas nos parametros cinéticos e valores de
CIM estabelecidos em sua correspondente desprovida desta insergcédo, exercendo
influéncia positiva na velocidade de hidrolise e afinidade enzimatica relativa ao
imipenem, além de uma possivel otimizagéo do processo hidrolitico mediado por esta
variante enzimética também em relacdo as demais cefalosporinas e penicilinas de
largo espectro avaliadas.

Cabe ressaltar que as variantes enzimaticas ADC-A (A221_P222insPAS)
contendo as diferentes substituicbes T1791 e P194A testadas apresentaram atividade
enzimatica mais elevada que suas correspondentes em ADC-B. Além disso, as
variantes ADC-A contendo pelo menos uma das duas substituicdes isoladas de
G320R ou D220G, consideradas deletérias e suficientes por si sé para reverter ou
diminuir a atividade em relacdo a penicilina de largo espectro, cefalosporinas de 32 e
43 geracbes e carbapenémicos testados, apresentaram maior variagdo ha
absorbancia relativa ao imipenem do que aqueles observados em ADC-68 contendo
ambas as substituicbes D220G/G320R, ADC-B T179I/P194A, ADC-A D220G/G320R,
ADC-68 D220G e ADC-68 G320R, reiterando a importancia que esta insergao possui
no comportamento bioquimico de ADC.

Comparado com Arg320 em ADC-1, as variantes enzimaticas descritas no
presente estudo possuem um residuo muito menor no C-loop: Gly320. Em ADC-1, o
residuo mais volumoso Arg320 interfere com a formacao estavel do C-loop devido ao
impedimento estérico, causando deslocamento do C-loop para o sitio R2 da enzima e
criando uma regido abaulada e sobressalente, impedindo a acomodac¢éo da molécula
de imipenem no sitio ativo enzimatico de ADC-1 (LEE et al., 2015). Desta maneira, a
presenca de Gly320 em nossas variantes enzimaticas e, a presenca simultanea de
Gly320 e Pro-Ala-Ser (A221_P222insPAS) na regiao do Q-loop enzimatico de ADC-
A, podem explicar a atividade de carbapenemase dessas variantes, além de uma
possivel maior afinidade ao imipenem.

Os resultados de docking molecular para ADC-A-imipenem sugerem a
interacdo de diferentes residuos com a molécula de antimicrobiano, estando Arg342
formando ligac&o de hidrogénio com o atomo de oxigénio ligado ao carbono 7 do anel
betalactdmico em ADC-A e suas variantes T1791, P194A e T1791/P194A, cuja hidrdlise
molecular de imipenem foi evidenciada por espectrofotometria. Para meropenem, 0s

principais residuos de interacdo de ADC-A compreenderam GIn122, Tyr224, Asn289,
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Thr318 e Arg342, estando este ultimo também interagindo com o atomo de oxigénio
ligado ao carbono 7 do anel betalactamico. Interacdes entre carbapenémicos e ADC-
1 foram previamente sugeridas para GIn122, Asn154, Asn289, Asn319 e Glu274, no
entanto, nenhuma destas parece exercer ligagcdo com o atomo de oxigénio do carbono
7 do anel betalactamico e a atividade contra os carbapenémicos ertapenem,
meropenem e imipenem testados nao foi evidenciada (BHATTACHARYA et al., 2014;
JEON et al., 2014; VERMA et al., 2016). Nossos resultados sugerem, portanto, que a
participacdo de Arg342 pode ser fundamental para a atividade desta variante contra
imipenem e meropenem. Em ADC-68, embora o ataque nucleofilico ao carbono 7 do
anel betalactamico de imipenem pareca ser mediado por Ser66 e Ser317 (JEON et
al., 2014), resultados de docking molecular realizados com meropenem sugerem que
o residuo Arg342 também participa da reacao de hidrélise deste antimicrobiano.

Para ADC-B, os resultados de docking molecular com meropenem sugerem
ligacdes de hidrogénio para GIn122, Tyr224, Ser317, Arg342 e Asn345, sendo GIn122
predita realizando interacdo com o atomo de oxigénio ligado ao carbono 7 do anel
betalactamico, a medida em que perde esta interacdo nas variantes contendo a
substituicbes isoladas e simultdnea de D220G e G320R. Em ADC-1, GIn122 foi
previamente reportado como elemento constituinte do sitio ativo de betalactamases
da Classe C. Para esta variante, estima-se que GInl122 interaja com Asnl54 e,
juntamente com os residuos da fita B8 e do Q-loop, participem da formacgé&o do subsitio
R1, ancorado por ligagbes de hidrogénio as cadeias laterais de GInl122
(BHATTACHARYA et al., 2014).

A participacdo do residuo de GIn122 em ADC-1 foi previamente observada
também através de ligaces de hidrogénio em interacdo com penicilina, ceftazidima e
imipenem (HARGIS et al., 2014; VERMA et al., 2016).

Conforme descrito, diversos modelos tém sido desenvolvidos e aprimorados
como tentativa de elucidar os mecanismos relacionados a resisténcia mediada por
ADC em A. baumannii, incluindo tanto modelos genéticos baseados em analises das
variantes alélicas quanto aqueles realizados a partir de estruturas moleculares
complexas atraveés de cristalografia de alta resolugéo por raios-X, espectroscopia por
ressonancia magnética nuclear e docking molecular (INGTI et al., 2020; JEON et al.,
2014; KUO et al., 2015; KYRIAKIDIS et al., 2021).

Recentemente, estudos de fosfoprote6mica demonstraram que a fosforilacéo

do residuo ativo de Ser de AmpC regula negativamente a atividade da betalactamase
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e a capacidade de neutralizar os efeitos antibiéticos do imipenem em ADC,
ocasionando resisténcia em isolados clinicos de A. baumannii, enquanto a AmpC
apresentando Ser desfosforilada esta relacionada a maior atividade enzimética,
exibindo valores de atividade quase duas vezes maior em comparacgao a primeira (LAI
et al., 2016).

De maneira geral, a reacao hidrolitica catalisada por AmpC inclui duas etapas
béasicas de acilacao e desacilacdo. Inicialmente, o residuo de Ser ataca o carbono do
anel betalactamico e forma um complexo acil-enzima covalente. Posteriormente, na
etapa de desacilacdo, a agua reage com a ligagdo covalente no complexo, levando a
liberac&o do produto hidrolisado (JEON et al., 2015; LAI et al., 2016).

Em betalactamases da classe C, o imipenem atua como inibidor enzimatico a
partir da formacao de um complexo covalente AmpC-imipenem. Apos a formacéo do
complexo acil-enzima, a volumosa cadeia lateral do antimicrobiano forga seu centro
eletrofilico a girar para o lado oposto ao ponto de ataque nucleofilico, reduzindo
simultaneamente a atividade destas e a eficacia do antimicrobiano (BEADLE;
SHOICHET, 2002; LAI et al., 2016). Assim, sugere-se que as modificacdes relatadas
no Q-loop das variantes enzimaticas de ADC do presente estudo, sobretudo a
insercdo de Pro-Ala-Ser (A221_P222insPAS) em ADC-A, possam também exercer
influéncia na estabilidade do complexo ADC-imipenem atraves da formacdo de maior
namero de residuos de interacdo que formam interacdes com a molécula de
antimicrobiano, contribuindo simultaneamente para uma melhor acomodacgédo da
droga e favorecendo a atividade enzimética contra este antimicrobiano, ou ainda o
sequestro da molécula do antimicrobiano, covalentemente ligado a esta.

Os resultados obtidos a partir da expressao proteica das variantes enzimaticas
de ADC do presente estudo demonstraram que as substituicdes e/ou inser¢des de
aminoacidos sdo responsaveis por alteracfes na atividade desta aos diversos
betalactamicos testados, no entanto ndo estéo relacionadas a alteracdes significativas
do ponto isoelétrico destas proteinas, sugerindo que a interacdo destas com o meio
aguoso, bem como os mecanismos de protonacéo e desprotonacao na estrutura geral
dessas variantes enzimaticas, permanegam conservados.

Estudos de determinagédo do ponto isoelétrico foram largamente empregados
nas ultimas décadas e apresentavam-se bastante Uteis na deteccdo e identificacédo
presuntiva do tipo de enzima presente (BRADFORD, 2001). Até meados de 1980,

estimativas razoaveis do numero de betalactamases produzidas e informagdes sobre
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suas identidades presuntivas eram realizadas utilizando-se como base os dados de
focalizacéo isoelétrica (BUSH, 2018). No entanto, as diversas variantes de ADCs
descritas na atualidade e incluidas nas analises do presente estudo, apresentam
ponto isoelétrico idénticos ou pouco variaveis em relacao a betalactamases de mesma
classe ou classes distintas e previamente descritas em Acinetobacter sp., como CTX-
M e diversos exemplares da classe D, resultando a determinacéo do tipo enziméatico
presente apenas pela focalizacdo isoelétrica um processo pouco preciso (BUSH,
2018; GARCIA et al., 2010; NOGUEIRA, 2011).

Apesar dos extensos relatos de resisténcia de A. baumannii aos
betalactamicos, a natureza complexa dos sistemas regulatérios e de seus diversos
mecanismos de adaptacéo dificulta a exploracdo completa e detalhada do que diz
respeito a resisténcia aos carbapenémicos.

Na maioria dos casos, a presenca isolada de blaaoc e de genes codificadores
de betalactamases da classe D por si s6 ndo sdo suficientes para conduzir a
resisténcia as cefalosporinas ou carbapenémicos nos isolados de A. baumannii, no
entanto, a presenca de elementos de insercéao (IS) em regides génicas especificas
pode atuar como promotores fortes e adicionais, facilitando a superexpresséo destes
genes e conduzindo a resisténcia as cefalosporinas e carbapenémicos em A.
baumannii (POIREL et al., 2011; SARANATHAN et al., 2017; TURTON et al., 2006).

Embora os isolados de A. baumannii avaliados no presente estudo sejam
portadores de importantes genes codificadores de betalactamases nao-AmpC, a
presenca de ISAbal/blaapc foi detectada na totalidade destes microrganismos e pode
estar relacionada a superexpressdo de blaapc nestes isolados, ocasionando
consequentemente resisténcia as cefalosporinas de espectro estendido e também aos
carbapenémicos. A cepa de A. baumannii ATCC® 19606™ da American Type Culture
Colection apresentou-se como 0 Unico isolado no qual essa correlacdo entre
ISAbal/blaapc ndo foi detectada pelos testes no presente estudo. Embora a presenca
de genes codificadores de betalactamases como blaoxa-gs (OXA-51-like) e blaabc
tenham sido previamente identificada neste isolado (ZHU et al., 2020), os baixos
valores de CIM estabelecidos para os diferentes betalactamicos testados sugerem
gue estas betalactamases conferem apenas uma resisténcia de baixo nivel a
betalactdmicos ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefazolina e cefoxitina,

provavelmente devido a auséncia de um promotor forte para conduzir a expressao
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desses genes (SARANATHAN et al.,, 2017; TSUBOUCHI et al., 2020; ZHU et al.,
2020).

Além de ISAbal, diversos elementos de insercao tém sido identificados e
associados a hiperexpressao génica de variadas classes de betalactamases em A.
baumannii, incluindo ISAba4, 1ISAbal0, ISAbal6, ISAbal8, ISAbal25 e ISAba825,
desempenhando desta maneira um importante papel nha manutencéo e disseminacao
de genes de resisténcia aos antimicrobianos nestes isolados (HAMIDIAN et al., 2013;
SARANATHAN et al., 2017; TURTON et al., 2006).

Estudos de comparacédo da expressao génica de blaaoc mediada por diferentes
elementos de insercdo demonstram que esta é cerca de seis vezes maior quando
mediada por ISAbal25 em comparacdo a0 mesmo gene expresso em condicdes
basais, sem elementos de inser¢cao presentes a montante e de duas vezes maior em
comparacao aos niveis de expressdo mediado por ISAbal (LOPES; AMYES, 2012).
Embora ISAbal25 possua melhores promotores quando comparado ao ISAbal
(LOPES; AMYES, 2012), a capacidade deste ultimo em regular positivamente a
expresséo génica de blaapc também representa um fator importante na resisténcia de
A. baumannii as cefalosporinas e carbapenémicos (CORVEC et al., 2003; CORVEC
et al., 2007; FIGUEIREDO et al., 2009).

Ensaios conduzidos a fim de verificar a inducéo da expressao génica de blaapc
apos exposicao aos principais antimicrobianos betalactamicos evidenciaram aumento
da expressdo de ADC-30 mediada por ISAbal em resposta a exposicdo in vitro a
ticarcilina, ceftazidima e com o inibidor de betalactamases sulbactam, além de
promover o aumento dos valores da CIM estabelecidos para ceftazidima, ampicilina,
imipenem, meropenem, ticarcilina, e de até 16 vezes dos valores de CIM previamente
estabelecidos para sulbactam em A. baumannii ATCC® 15151™
(PYMAD2::ISAbal/blaapc-30) (KUO et al., 2015), desempenhando importante papel
para a resisténcia aos antimicrobianos nesta espécie bacteriana.

Demais estudos realizados a partir de isolados de Pseudomonas aeruginosa
revelaram a superexpressao de betalactamases da classe C também conferiu, ainda
gue fracamente, atividade de hidrdlise de carbapenemase e, portanto, contribuiu para
a resisténcia aos carbapenémicos em isolados com deficiéncia de porina
(LIVERMORE, 1992; ROSTAMI et al., 2018). No entanto, embora tais estudos tenham
sugerido relacao entre a superexpressao de AmpC a resisténcia aos carbapenémicos,

0Ss mecanismos regulatorios permanecem desconhecidos (ROSTAMI et al., 2018).
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Embora testes fenotipicos de hidrélise como o CarbAcineto sejam amplamente
utilizado como teste de screening para a producao de carbapenemases por isolados
Gram negativos inclusive na prética clinica, alguns estudos relataram dificuldades na
deteccdo de carbapenemases especialmente quando este método de deteccdo €
realizado a partir de isolados mucéides ou produtores de carbapenemases fracas
(VAN DER ZWALUW et al., 2015), além de se apresentar como um método eficiente
para deteccao de carbapenemases da classe A e B, mas com sensibilidade reduzida
de deteccdo de carbapenemases das classes C e D (MOREY et al., 2017,
OSTERBLAD et al., 2014; TIJET et al., 2013).

Os isolados de A. baumannii representantes dos principais grupos de ADC do
presente estudo s&do portadores de importantes genes codificadores de
betalactamases que, quando hiperexpressas, conferem resisténcia as cefalosporinas
de espectro estendido e carbapenémicos. No entanto, cabe ressaltar que o elemento
de insercéo ISAbal/blaapc foi detectado na totalidade dos isolados clinicos avaliados
no presente estudo, fato este que pode estar relacionado a uma hiperexpresséo de
blaaoc, ocasionando ndo apenas resisténcia as cefalosporinas de espectro estendido,
mas também aos carbapenémicos, positivando, ainda que discretamente, o teste
CarbAcineto desses isolados. Desta maneira, para uma melhor avaliacdo da
capacidade hidrolitica destas variantes enzimaticas a estes betalactamicos, testes de
inativacéo de carbapenémicos (do inglés, Carbapenem Inactivation Method - CIM) sdo
também empregados, sobretudo em ensaios colorimétricos aparentemente negativos
para a deteccéo de carbapenemases na pratica clinica (CAMELENA et al., 2018).

Este estudo apresenta algumas limitacdes. Embora a metodologia utilizada nos
ensaios de avaliacdo da degradacdo enzimatica do imipenem nao tenha permitido
calculos da estimativa do numero de eventos cataliticos (kcat) ou eficiéncia catalitica
enzimatica (kcat/Km), as variacdes observadas na velocidade de decaimento dos
valores de absorbancia nos ensaios sugerem diferencas no comportamento
bioguimico destas variantes enzimaticas em relacdo ao imipenem.

Discrepancias ocorridas entre os valores de CIM e dados provenientes da
avaliacdo da cinética enzimatica de ADC foram previamente descritos e alertam para
as limitacbes presentes nos testes de identificacdo de resisténcia enzimatica
fenotipica nos variados isolados (BECEIRO et al.,, 2009; DRAWZ et al., 2010;
ENDIMIANI et al., 2010; SKALWEIT et al., 2013, 2015), assim, apesar ndo terem sido

observadas diferengas exacerbadas nos valores de CIM estabelecidos para imipenem
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e meropenem entre as linhagens isogénicas de E. coli BL21(DE3) pET28a(+)
expressando as diferentes variantes enzimaticas de ADC deste estudo, as diferentes
substituicbes presentes em suas respectivas sequéncias de aminoacidos revelaram
diferengas nos parametros cinéticos avaliados e devem ser consideradas.

Assim, embora determinadas alteracdes de aminoécidos aparentem ter carater
de variacdo fenotipicamente neutro, elas podem estar associadas a mudancas na
eficiéncia catalitica ou nos parametros bioquimicos de ADC.

A resisténcia aos antimicrobianos se desenvolve como consequéncia natural
da habilidade de uma determinada populacéo bacteriana de se adaptar (WISTRAND-
YUEN et al., 2018) e, embora o grau de resisténcia bacteriana seja dependente de
uma seérie de fatores (BLANCO et al., 2018; SILVEIRA, 2018), a exposi¢cao continua e
0 uso indiscriminado de antimicrobianos no contexto clinico mundial favorece a
pressdo seletiva e acelera o surgimento de microrganismos MDR pelo
desenvolvimento dos mais variados mecanismos.

As variacfes observadas entre as sequéncias de aminoacidos preditas para
ADC e aqui detalhadas, podem ser derivadas de complexos e interrelacionados
processos adaptativos e mutacionais, surgindo provavelmente como consequéncia de
anos de exposicdo aos mais variados betalactdmicos, incluindo penicilinas,
cefalosporinas de 12, 22, 32, 42 e 52 geracOes, cefamicinas e os carbapenémicos.

Desta maneira, espera-se que 0s resultados aqui expressos acrescentem no
conhecimento dos mecanismos envolvidos no estabelecimento de A. baumannii como
patégeno emergente de sucesso no cenario clinico atual, bem como que estudos
adicionais sobre a bioquimica, atividade catalitica e potencial de inibicdo de ADC e
demais betalactamases sejam continuamente conduzidos de modo que contribuam
para o desenvolvimento de novas drogas inibidoras de betalactamases de uso clinico,
reduzindo o impacto ocasionado pela propagacdo e manutencdo de bactérias

multirresistentes no cenario clinico mundial.
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7 CONCLUSAO

a) As variantes alélicas de ADC expressas pelos isolados clinicos de A.
baumannii desse estudo possuem atividade de ESBL e contra os
carbapenémicos, sendo ativas contra penicilina de largo espectro,

cefalosporinas de 12, 32 e 42 geracdes, imipenem e meropenem;

b) A insercédo de Pro-Ala-Ser (A221_P222insPAS), na regidao do Q-loop de
ADC-A contribui para expansao significativa da cavidade do sitio ativo
enzimatico e pode estar relacionada a uma maior afinidade enzimatica

pelo imipenem e maior atividade contra 0 mesmo;

c) Os residuos de Arg342 e Ser317 em ADC-A e -B, respectivamente,
participam como elementos-chave para a interacdo destas com o carbono
7 do anel betalactamico de imipenem, enquanto GInl22 parece

desempenhar tal interacdo de ADC-B ao meropenem;

d) As substituicdes isoladas e simultanea dos aminoacidos T1791 e P194A
alteram a velocidade de hidrélise de ADC em relacdo ao imipenem,
embora ndo alterem por si s6 o espectro de hidrdlise das variantes

enzimaticas expressas;

e) As substituices isoladas e simultdanea dos aminoacidos D220G e G320R
causam grande influéncia no perfil de hidrolise de ADC, revertendo o perfil
de hidrélise para penicilina de largo espectro, cefalosporinas de 32 e 42

geracdes e carbapenémicos para todas as variantes testadas;

f) As variacfes de aminoacidos presentes nas ADC expressas pelos isolados
clinicos de A. baumannii desse estudo, bem como as substituicdes
isoladas e combinada de T1791 e P194A e D220G e G320R produzem

apenas sutis variagdes no ponto isoelétrico enzimatico (pl);
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g) O perfil de ESBL/carbapenemase observado nas variantes alélicas de
ADC presentes nos isolados clinicos desse estudo parecem ser

dependentes de superexpressao mediada por ISAbal.
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