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RESUMO

A violaceina é um pigmento violeta produzido por algumas espécies bacterianas de origem
ambiental, tais como Chromobacterium violaceum e Janthinobacterium lividum. Esta molécula
apresenta vdrias propriedades biologicas incluindo antibacteriana, antiftingica, antiviral,
antiprotozodria e antitumoral, apesar de sua funcdo exata na fisiologia dos micro-organismos que
a produz, ainda € desconhecido. No presente trabalho, a atividade antimicrobiana da violaceina
produzida comercialmente, o extrato semi purificado e nanoparticulas de vanadato de prata foram
avaliados contra espécies de bacterianas gram-positivas e gram-negativas. A violaceina exibiu
efeito antimicrobiano contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE), que s@o micro-organismos frequentemente
relacionados com infeccdes adquiridas em hospitais. Os valores de MIC (concentragdo inibitdria
minima) e MBC (concentracdo bactericida minima) da violaceina produzida comercialmente
foram de 0,625 uM e 1,25 uM respectivamente e, andlise de curvas de crescimento e tempo-morte
revelaram um efeito antibacteriano durante 12 horas contra MRSA. A microscopia eletronica de
transmissdo mostrou os efeitos da violaceina com alteragcdes morfoldgicas e ultra estruturais,
incluindo alteragdes na parede celular e formagdo de septos de divisao anormais. Nos resultados
obtidos das anélises de protedmica e transcriptoma a violaceina afetou a expressao de vérias classes
funcionais de proteinas e genes em MRSA, incluindo processos bioldgicos em biossintese da
parede celular e divisdo celular que corroboram as alteragcdes ultra estruturais visualizadas. Em
conclusdo, a violaceina produzida comercialmente demonstrou atividade antimicrobiana para S.

aureus MRSA e pela primeira vez, os efeitos da violaceina sobre o metabolismo de S. aureus

foram descritos, indicando possiveis alvos e vias metabdlicas afetadas por esta droga. No seu
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conjunto, estes dados indicam a violaceina como uma droga potencial para o tratamento de
infec¢des provocadas por MRSA.
Palavras-chave: Agentes Antiinfecciosos, MRSA, Células - Ultraestrutura, Protedmica,

Transcriptoma.
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ABSTRACT

Violacein is a violet pigment produced by some bacterial species of environmental source, such as
Chromobacterium violaceum and Janthinobacterium lividum. This molecule has numerous
biological properties including antibacterial, antifungal, antiviral, antiprotozoal and antitumor
activity, although the exact role in the physiology of producing microorganisms is still unknown.
In this study, the antimicrobial activity of violacein produced commercially, semi purified extract
and silver vanadate nanoparticles were evaluated against several species of gram-positive and
gram-negative bacteria. Violacein exhibited antimicrobial activity against methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) and vancomycin-resistant Enterococcus (VRE), microorganisms
that are often related to hospital-acquired infections. MIC (minimum inhibitory concentration) and
MBC (minimum bactericidal concentration) values of violacein produced commercially were 1.25
uM mM and 0.625 uM respectively, and analysis of growth and time-kill curves showed an
antibacterial effect against MRSA for 12 hours. The transmission electron microscopy showed the
effects of violacein with morphological and ultra-structural changes, including changes in cell wall
formation and abnormal division septum. The results obtained from the analysis of proteomic and
transcriptomic revealed that violacein affects the expression of several functional classes of
proteins and genes in MRSA, including biological processes in cell wall biosynthesis and cell
division, supporting ultra-structural changes. In conclusion, violacein produced commercially
demonstrated antimicrobial activity against S. aureus MRS A and the effects on the metabolism of
S. aureus have been described, indicating possible targets and pathways affected by this drug.

These data indicate violacein as a potential drug for the treatment of infections caused by MRSA.

Keywords: Anti-infective Agents, MRSA, Cells - Ultrastructure, Proteome, Transcriptome.
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"A ciéncia humana de maneira nenhuma nega a existéncia de Deus. Quando considero quantas e
quado maravilhosas coisas 0 homem compreende, pesquisa e consegue realizar, entdo reconhego
claramente que o espirito humano € obra de Deus, e a mais notdvel."

(Galileu Galilei)
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1. INTRODUCAO
1.1. Resisténcia Bacteriana as Drogas

O desenvolvimento e utilizagdo de agentes antimicrobianos foi uma das mais importantes
medidas que conduziram ao controle e erradicacao de doencas bacterianas do século 20 (Cohen,
1992). Todavia, no inicio dos anos 1970, mesmo dada a variedade de agentes antimicrobianos
eficazes, muitas infec¢des bacterianas ainda ndo eram tratdveis. O otimismo foi abalado pela
descoberta de resisténcia a vdrios antibidticos entre patdgenos como Staphylococcus aureus,
Streptococcus pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Mycobacterium tuberculosis (Cohen,
1992; Lowy, 2003).

A selecdo de espécies bacterianas cada vez mais resistentes aos antimicrobianos resulta de
uma multiplicidade de fatores que incluem dentre outros, principalmente o uso nao racional e por
vezes inadequado de antimicrobianos, a exemplo do uso extensivo como agentes promotores do
crescimento na alimentagdo animal e, com o aumento do acesso ao deslocamento (local, nacional
e internacional) resultando na “facilidade” de bactérias resistentes a antimicrobianos atravessarem
barreiras geograficas. E possivel indicar uma correlagdo direta entre o uso de antimicrobianos e a
extensdo da resisténcia antimicrobiana. (Lowy, 2003).

O constante isolamento de bactérias multirresistentes a antibidticos € um assunto
amplamente estudado e apontado como importante problema de saide publica mundial (Rossi,
2011, Calfee et al., 2012). E apesar dos enormes progressos nos estudos e tratamentos clinicos,
seu impacto € particularmente acentuado nos paises em desenvolvimento devido a

indisponibilidade relativa dos medicamentos e a emergéncia de resisténcia as drogas (Okeke et al.,

2005). Esses micro-organismos sao frequentemente associados a infec¢des hospitalares, causando



quadros de pneumonia, infec¢des urindrias, feridas cirdrgicas, queimaduras, septicemia e infecgoes
associadas a cateteres (Lipsky et al., 2007)

Ao examinar infec¢des humanas por organismos resistentes as drogas, considera-se o
hospital e a comunidade como ecossistemas distintos. Embora um tanto arbitraria, essa divisdo
reflete diferentes populagdes, pressoes seletivas, reservatdrios e outros fatores que sao importantes
no aparecimento, persisténcia, e transmissao de organismos resistentes (Cohen, 1992).

Infec¢des adquiridas na comunidade, particularmente infec¢des respiratdrias e infecgdes
gastrointestinais, foram uma das principais causas de morte nos EUA antes do advento dos
antibidticos e ainda possuem altas taxas em paises em desenvolvimento (Okeke et al., 2005). Em
muitos casos, os dados disponiveis ndo sdo passiveis de avaliacio quantitativa precisa,
particularmente em paises cujos sistemas de vigilancia sao ausentes ou rudimentares (Okeke et al.,
2005).

A incidéncia de surtos bacterianos associada a taxas crescentes do isolamento de bactérias
multirresistentes a antibidticos, t€ém preocupado as autoridades da sadde, representando gastos
econdmicos. Este quadro levou a The Infectious Disease Society of America (IDSA) a langar a
‘10x20’ initiative, um programa que visa desenvolver 10 novos antibiéticos de uso sistémico até
2020 (Gould et al., 2012). Nesse contexto, pesquisas sobre novas substincias antimicrobianas
devem ser continuadas, bem como, t€m sido pesquisadas novas estratégias de terapias

antimicrobianas ja existentes associadas a novas drogas.

1.2. Caracteristicas de Staphylococcus aureus
Staphylococcus aureus é uma bactéria associada a humanos e outros animais, € comensal,

mas pode ser um patégeno oportunista versatil, capaz de causar diversas doencgas (dentre as



principais: sindrome do choque téxico, bacteremia, endocardites, infeccdes metastaticas e sepses).
Sao cocos da familia Staphylococcaceae e sdo caracterizados principalmente por apresentarem
parede de estrutura gram-positiva, fermentacdo de manitol e producdo das enzimas catalase e
coagulase, esta dltima que distingue S. aureus entre diferentes espécies do género Staphylococcus
(Lowy, 1998).

Em humanos, seu habitat primadrio € o trato respiratério superior, particularmente o epitélio
que recobre as fossas nasais (Foster, 2004), como também pode ser encontrado em outros locais,
a exemplo do trato gastrointestinal. Cerca de 30% da populacdo estd continuamente colonizada
por esta bactéria (20% colonizacio nasal) e cerca de 60% sdo carreadores intermitentes. A taxa de
infec¢do aumenta consideravelmente em pacientes internados e em profissionais de satde, como
médicos, enfermeiros e auxiliares de enfermagem (Foster, 2004; Gould et al., 2012).

A sua colonizacdo ndo é completamente compreendida e envolve o contato com o
hospedeiro. E capaz de produzir variados fatores de patogenicidade (mecanismos que permitem a
invasdo bacteriana e evasdo do sistema imune do hospedeiro), como produtos estruturais e
proteinas de superficie que sdo sintetizadas na fase exponencial de crescimento e proteinas
secretadas (a exemplo de toxinas) sintetizadas principalmente na fase estacionaria (Lowy, 1998).

Dentre os fatores de viruléncia, as proteinas de superficie promovem a aderéncia celular,
acoplando a moléculas como coldgeno, fibronectina e fibrinogénio, ¢ podem causar danos a
tecidos. Sdo estruturalmente semelhantes, e chamadas de Microbial Surface Components
Recognizing Adhesive Matrix Molecules ou pela sigla de MSCRAMMs, e podem ter funcoes
importantes nas infec¢des endovasculares, sseas e articulares (Lowy, 1998; Gordon & Lowy,

2008).



Uma vez aderida aos tecidos do hospedeiro, diversos sistemas de escape do sistema imune
sdo descritos para essa bactéria. A exemplo, a formacdo de biofilme no hospedeiro e superficies
protéticas, invasao e sobrevivéncia em células epiteliais, producido de microcdpsula antifagocitica
(isolados clinicos sao maioria de produtores dos tipos 5 e 8). Sdo capazes de formar pequenas
coldnias ou Small-colony variants (SCVs), que se escondem na célula hospedeira. Produzem a
MSCRAMM proteina A, que adere a porcao Fc de imunoglobulinas prevenindo a opsonizacao,
também secretam proteinas inibidoras de quimiotaxia interferindo na acio de neutréfilos nos sitios
de infec¢do e produzem leucocidinas que formam poros nas membranas celulares de leucdcitos
(Lowy, 1998; Foster, 2004; Gordon & Lowy, 2008; van Belkum et al., 2009; Tong et al., 2012).

Durante o processo infeccioso, é capaz de sintetizar uma série de invasinas (proteases,
lipases e elastases) que auxiliam na invasao, causam danos e destroem células e tecidos, atuando
como enzimas citoliticas. Esse micro-organismo pode produzir superantigenos (ativando vias de
coagulacdo e sistema imune), ou choque séptico (TSST-1), resultando em sindrome do choque
toxico. Também citados na patogénese bacteriana, encontram-se: peptideoglicano, &acido
lipoteicéico e a-toxinas. (Lowy, 1998; Foster, 2004; Gordon & Lowy, 2008; van Belkum et al.,
2009; Tong et al., 2012).

A expressdo dos fatores de viruléncia pode ser geneticamente coordenada por genes
regulatérios globais, com destaque para os genes reguladors acessorios agr, em um sistema
quorum-sensing com importante papel na viruléncia estafilocécica confirmado por testes com
cepas mutantes. agr é um operon complexo de aproximadamente 3,5 kb em tamanho, e atua ao
nivel da transcri¢do. Resumidamente, o pré-péptido PAI, que € processado e secretado por AgrB
liga-se a um loop extracelular do receptor de AgrC, ativando autofosforilagao (ou desfosforilagcao),

seguida por fosforilacdo ou a desfosforilacdo do regulador de resposta, AgrA, que em conjunto



com SarA, ativa os dois promotores agr (P2 e P3), levando a producao de RNA III, que reprime a
expressao de genes envolvidos na formacao do biofilme e ativa a expressao de fatores de viruléncia
secretados (incluindo hemolisinas, TSST-1 e as enterotoxinas) (Hao et al., 2012; Arya & Princy,
2013). Ainda, existem outros genes reguladores: arlR, arlS, saeRS, rot e mgr (Lowy, 1998; Gordon
& Lowy, 2008).

Em resumo, S. aureus possui diversos mecanismos para evadir a resposta imune e causar
diferentes doencas em humanos caracterizadas por infec¢oes localizadas ou disseminadas. Isso faz
deste um dos principais agentes causadores de infec¢cdes nosocomiais e na comunidade, sendo que
alguns fatores do hospedeiro podem afetar a suscetibilidade a doenca estafiloc6cica, mas nao
existem dados suficientes para comprovar tal sugestdo (van Belkum et al., 2009; Gould et al.,

2012; Tong et al., 2012).

1.3. Resisténcia de Staphylococcus aureus aos Agentes Antimicrobianos

Historicamente, S. aureus vém escapando a acdo dos antimicrobianos, pela capacidade de
sobrevivéncia e multiplicacio em wuma diversidade de ambientes. A introdu¢do da
(benzil)penicilina em 1944 ofereceu uma oportunidade de tratar infec¢des estafilocdcicas severas.
O mecanismo de ac@o da penicilina se deve a inibi¢do de proteinas de ligacao (PBPs- Penicilin
Binding Proteins) da bactéria, que tem alta afinidade por antibiéticos B-lactdmicos, e atua nas
etapas finais da formacdo da parede celular das bactérias (ligagdes cruzadas do peptideoglicano)
(Lowy, 2003).

Peptideoglicano (ou mureina) é um dos principais componentes da parede celular de
bactérias. Trata-se de um complexo de heteropolimero composto por cadeias longas de glicano

que sdo reticulados por peptideos curtos. As cadeias de glicano s@o compostas por residuos



alternados de N- acetilglicosamina (GIcNAc) e dcido N-acetilmuramico (MurNAc). O grupo D-
lactoyl de cada residuo de MurNAc € substituido por uma haste de peptideo com a composic¢ao:
L-Ala-y-D-Glu-meso-A2pm (ou L-Lys)-D-Ala-Dala (A2pm, &4cido 2,6-diaminopimélico) nas
etapas iniciais do peptideoglicano, e o tltimo residuo de D-Ala serd removido na molécula madura.
As cadeias cruzadas de glicano geralmente ocorrem entre o grupo carboxil de D-Ala e o grupo
amino do dcido diamino, diretamente ou através de uma ponte de peptideo curto. A biossintese do
peptideoglicano € um processo complexo que envolve 20 reagdes, ocorre no citoplasma (sintese
dos precursores de nucledtideos), na lateral interna (sintese de intermedidrios de lipidos) e do lado
exterior (reagdes de polimeriza¢do) da membrana citoplasmadtica (Barreteau et al., 2008).

No mesmo ano em que o sucesso clinico no tratamento com penicilina foi relatado, seria
descrita também uma enzima produzida por S. aureus, a penicilinase, hoje denominada [-
lactamase, produto do gene blaZ, que apresenta atividade proteolitica, quebrando o anel (-
lactamico de antibidticos deste grupo (Lowy, 2003; Hardy et al., 2004). O gene blaZ é localizado
em um plasmideo de alta massa molecular que geralmente contém genes de resisténcia a outras
classes de antibidticos (Lowy, 2003). A partir disto, na década de 1960, penicilinas semi-sintéticas
estdveis as betalactamases, como a meticilina e oxacilina comecaram a ser utilizadas no tratamento
de infeccodes causadas por essas linhagens. No entanto em 1961, um ano apds sua introdugdo, o
primeiro caso de S. aureus meticilina resistente (MRSA — sigla mundialmente utilizada) seria
detectado e a primeira falha clinica com meticilina para o tratamento de S. aureus descrita (Lowy,
2003; Hardy et al., 2004; Grundmann et al., 2006; Gould et al., 2012).

Amostras MRSA sdo caracterizadas pela aquisicio de um elemento genético mével
conhecido como cassete mec cromossomico estafilocécico (SCCmec - staphylococcal cassette

chromosome mec), composto por trés elementos essenciais: (i) o complexo génico mec, (ii) o



complexo génico ccr (cassette chromosome recombinase), que codifica recombinases para
mobilidade e, (iii) a regido J (junkyard) que codifica resisté€ncia para antibiéticos nao p-lactamicos
e metais pesados. Os cassetes SCCmec carregam o gene codificador de uma proteina ligadora de
penicilina (PBP) conhecida como PBP2a (produto do gene mecA), que apresenta afinidade
reduzida para antibidticos B-lactamicos, incluindo penicilinas semissintéticas e cefalosporinas
(Lowy, 2003; Hardy et al., 2004; Grundmann et al., 2006; Gould et al., 2012).

O SCCmec estd inserido em um locus especifico do cromossomo (attBc) localizado
proximo a origem de replicagdo. A mobilidade deste elemento é mediada por recombinases
especificas codificadas por genes localizados dentro do elemento e por isso denominadas
recombinases do cassete cromossdmico (ccrA/ccrB ou ccrC) (Grundmann et al., 2006). Até o
momento, baseado no complexo de genes mec, ccr e genes adicionais, foram descritos oito tipos
de SCCmec, designados de I a VIII e alguns variantes (IWG-SCC; 2009; Turlej et al., 2011; Gould
et al., 2012). Recentemente, um novo homoélogo de mecA que também confere resisténcia a
meticilina foi descrito em amostras de S. aureus isoladas de humanos e bovinos na Dinamarca.
Este gene, denominado mecAiga2s1, apresenta identidade de 70% com o gene mecA (Garcia-
Alvarez et al., 2011).

Na pratica clinica, principalmente no Brasil, a oxacilina (doxacilina) € utilizada com maior
frequéncia que a meticilina. Assim, alguns autores utilizam a designacdo ORSA ao invés de MRS A
para amostras de S. aureus resistentes a estes antibidticos. No presente texto, utilizaremos a
designacio MRSA. Cepas MRSA geralmente sdao multirresistentes (multiplas classes de
antibidticos), apresentam resisténcia a varios antibioticos B-lactamicos de uso clinico, além de
outras marcas de resisténcia que podem também estar presentes no SCCmec (Lowy, 2003;

Grundmann et al., 2006; Gould et al., 2012). Além da classificagdo dos tipos de SCCmec, que



auxiliam nas andlises epidemioldgicas, ja foram descritas linhagens clonais MRSA altamente
epidémicas, descritas a seguir: (i) Ibérico, ST247-1A; (ii) Brasileiro/Huingaro, ST239-1II/IITA; (iii)
Pediétrico, ST5-IV/VI; (iv) Nova lorque/Japao, ST5-1I; (v) EMRSA-15, ST22-1V; (vi) EMRSA-
16, ST36-11; e, (vii) Berlim, ST45-1V. (Oliveira et al., 2001; Gordon & Lowy, 2008).

MRSASs antes associadas predominantemente com infec¢des hospitalares, atualmente sao
também isoladas de infec¢des adquiridas na comunidade (Lowy, 2003; Skov et al., 2012) e, por
isso, receberam a denominagdao CA-MRSA para S. aureus meticilina resistentes adquiridos na
comunidade e geralmente apresentam SCCmec tipos IV e V. Observacdes clinicas e
epidemioldgicas indicam que cepas MRSA, particularmente as hospitalares, mas também amostras
CA-MRSA, geralmente sdo mais virulentas que amostras sensiveis a meticilina (MSSA) (Lowy,
2003; Grundmann et al., 2006; Skov et al., 2012). Dados recentes indicam que amostras CA-
MRSA também tem sido descritas como causas de infec¢des hospitalares (Skov et al., 2012).

A vancomicina, um antibiético do grupo dos glicopeptideos, descoberta em 1958, comecou
a ser empregada com frequéncia, e em alguns casos como a ultima op¢do no tratamento de
infeccdes causadas por amostras MRSA, caracterizadas por sua multirresisténcia a drogas.
Contudo, alguns estudos a partir do ano de 1997, relataram amostras isoladas com resisténcia
intermedidria a vancomicina (VISA), com heterorresisténcia (hVISA) e com menos frequéncia,
amostras completamente resistentes a esta droga (VRSA) (Lowy, 2003; Hardy et al., 2004;
Grundmann et al., 2006; Gould er al., 2012). No Brasil, amostras VISA foram isoladas como
demonstrado por Oliveira et al. (2001).

O mecanismo de resisténcia a vancomicina exibido por amostras VISA envolve o
espessamento da parede celular (Lowy, 2003). Mwangi et al. (2007) utilizaram metodologia de

sequenciamento high-throughput para estudar a evolugao da resisténcia a antimicrobianos em S.



aureus. Esses autores isolaram periodicamente linhagens isogénicas de S. aureus de um paciente
com endocardite cronica em tratamento com vancomicina e outros antibiéticos. A comparagio do
genoma da primeira linhagem isolada (sensivel a vancomicina) com a tltima (sensibilidade
diminuida) indicou a ocorréncia de 35 muta¢des de ponto em 31 loci. Mutacdes foram associadas
ao operon vraR, que regula a sintese da parede celular em S. aureus, com diminuicdo da
suscetibilidade a vancomicina e o aparecimento do fendtipo VISA. A exposi¢do de S. aureus a
inibidores da parede celular induz a superexpressdo de genes, desde que o sistema de dois-
componentes VraSR estd intacto (Gardete et al., 2006).

A capacidade para responder as alteracdes ambientais € em parte regulado por sistemas de
dois-componentes, que compreendem um sensor de histidina quinase e um regulador de resposta.
Ap6s a percepcdo do estimulo externo, que pode ser fon, molécula e outros, pelo dominio sensor
periplasmdtico da histidina quinase, ocorre a autofosforilacio de um residuo conservado de
histidina no dominio quinase citoplasmatico. O grupo fosforil € entdo transmitido para um residuo
aspartato conservado no dominio receptor do regulador de resposta, induzindo sua alteracdo
conformacional. O regulador de resposta ativado liga-se entdo ao promotor de um gene alvo ou
para induzir ou reprimir a expressao de genes (Scott et al., 2013). A inativacao de vraS do sistema
VraSR, bloqueia a resposta transcricional e também provoca uma reducao dréstica dos niveis de
resisténcia aos antibidticos beta-lactamicos e vancomicina (Gardete et al., 2006).

Howden et al. (2008) utilizando desenho experimental parecido, observaram associagcao
entre mutacdes de ponto no gene graS e diminui¢do da sensibilidade a vancomicina. Os
reguladores GraRS (também conhecidos por ApsRS) codificam um sistema regulatério de dois-
componentes, que positivamente regulam rot e mgrA, proteinas reguladoras globais que por sua

vez controlam a expressdo de muitos genes que codificam determinantes de viruléncia e outros



produtos génicos reguladores. Controlam também, o operon ditABCD, conhecido pela alanilagdo
de 4cidos teicoicos de parede em resposta ao desafio antimicrobiano (Howden et al.,, 2010).
Diversos estudos recentes indicam que os genes reguladores walKR (regulador da sintese do
peptidoglicano durante a hidrélise das ligagdes cruzadas), vraRS e graRS, bem como o gene que
codifica a RNA-polimerase subunidade B (rpoB) sdo frequentemente implicados no fendtipo
VISA (Howden et al., 2013).

A resisténcia exibida por amostras VRSA envolve a presenca de elemento transferivel
contendo o operon vanA de Enterococcus faecalis. O operon vanA esta envolvido na alteracdo de
sintese de um precursor da parede, mais precisamente no peptideo terminal D-Ala-D-Ala que é
substituido por D-Ala-D-Lac com afinidade muito menor a vancomicina, quando comparado a D-
Ala-D-Ala (Lowy, 2003). A transferéncia de um plasmideo conjugativo de 57,9 kb foi associada
a resisténcia a vancomicina em amostras MRSA (Weigel et al., 2003; Périchon & Courvalin,
2009).

O tratamento de infec¢des causadas por amostras MRSA, VISA e VRSA pode ser
alcancado com outras drogas, tais como quinupristin-dalfopristin, daptomicina e linezolide
(revisado por Gould et al., 2012). No entanto, a aquisi¢cao de resisténcia a linezolide j4 foi descrita
(Lowy, 2003), assim como resisténcia intermedidria a daptomicina (Gould et al., 2012) colocando
em risco a eficiéncia de tais drogas e impondo a necessidade urgente na busca de novos
antimicrobianos e novos alvos terapéuticos.

No Brasil, em estudo multicéntrico recente, S. aureus foi responsavel por aproximadamente
20% das infeccdes hospitalares de corrente circulatdria, o primeiro em causa de infeccoes de pele
e tecido mole e o segundo mais frequente em casos de infecc@o do trato respiratorio inferior (Gales

et al., 2009). Drogas antimicrobianas tais como clindamicina, sulfametoxazol-trimetroprim,



ciprofloxacin e gentamicina sdo ativos para menos de 10% das amostras MRSA (Oliveira et al.,

2001).

1.4. Desenvolvimento de Novas Drogas Antimicrobianas

Diante do quadro de resisténcia apresentado por S. aureus, particularmente considerando o
que a histdria descreve de potencial desta bactéria em desenvolver resisténcia as drogas utilizadas
em terapia, a pesquisa € o desenvolvimento de novas drogas antimicrobianas tornam-se
imperativos, visto que se estima que a descoberta de novas moléculas que possam ser
disponibilizadas para uso em hospitais € na comunidade tem levado em média vérios anos para
ocorrer (Lewis, 2013).

Atualmente, a tigeciclina (tetraciclina), foi recentemente langada no mercado pela industria
Wyeth. Os derivados glicopeptidicos dalbavancina, telavancina e oritavancina ainda estao sendo
submetidos a estudos clinicos. A telavancina e oritavancina atuam na terminacdo D-ala-D-ala,
precursores do peptideoglicano da parede celular bacteriana. O antibiético B-lactamico ceftobiprol
estd em estudos clinicos fase III. Dois novos macrolideos, telitromicina, lancada no mercado, e
cetromicina, em estudos clinicos fase III, sdo antibi6ticos que atuam no dominio V da regido 23S
do rRNA. O iclaprim estd em fase III de estudos clinicos e atua na inibi¢do da di-hidrofolato
redutase (Guimardes et al., 2010).

Apesar da grande diversidade de estruturas quimicas e variados mecanismos de ac¢do dos
antimicrobianos que sdo encontrados disponiveis para o tratamento de infeccdes causadas por
bactérias resistentes, ndo somente para S. aureus, como também Streptococcus pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e Mycobacterium tuberculosis; nao ha,

atualmente, um tnico antimicrobiano em uso clinico, contra o qual ndo exista pelo menos uma



cepa a ele resistente. Com isto, novas fontes para a descoberta de protétipos de antimicrobianos,
sejam esses de origem vegetal, animal ou sintética, sdo de grande interesse para a comunidade

mundial (WHO, 2010).

1.4.1. Nanotecnologia

A nanotecnologia tem sido uma drea de intensa pesquisa nos ultimos dez anos,
apresentando como um dos seus objetivos a otimizagdo do efeito dos farmacos. Utilizacdo de
técnicas de nanotecnologia para gerar novas formula¢des antimicrobianas no intuito de diminuir
sua dosagem e consequentemente, diminuir possiveis efeitos téxicos, otimizando sua atividade, €
uma alternativa que pode e deve ser considerada para melhoria de tratamento das infecgdes
causadas por bactérias multirresistentes. Como também, a pesquisa relacionada com novos
materiais a base de prata ressurgiu como um campo ativo devido a sua atividade antimicrobiana
contra varios micro-organismos relatada hd mais de 3.000 mil anos. Assim, explorar novos
mecanismos de atividade antimicrobiana baseados na interag@o entre a prata (Ag) e nanoparticulas
(NPs) tornou-se uma alternativa plausivel. Alguns estudos ja adiantam que a nanobiotecnologia
no geral e com prata também podem ser influenciadas pela morfologia, tamanho das NPs, nivel de
oxidacdo parcial e superficie disponivel para interacdo, sendo que quanto maior a drea de superficie

maior atividade antimicrobiana (Holtz et al., 2012; Seil & Webster, 2012).

1.4.2. Antibiéticos
Os principais antibidticos utilizados na pratica clinica s@o produzidos por bactérias e
fungos. As actinobactérias (ou actinomicetos) sdo bactérias gram-positivas de solo, e como

principal representante tem-se o género Streptomyces que produzem antibidticos como



a estreptomicina, eritromicina, vancomicina, rifamicina, daptomicina e cloranfenicol. Dos fungos
produtores de antibidticos os principais representantes sao Penicillium spp., produtor de penicilina
e Cephalosporium spp., produtor de cefalosporina.

Todavia, nos ultimos 50 anos, o desenvolvimento de novos antibidticos baseou-se
essencialmente em mudancas estruturais daquelas moléculas que ja haviam sido descobertas
principalmente durante os anos de 1940 e 1950, conhecidos como “anos de ouro da descoberta de
produtos antimicrobianos naturais” (Lewis, 2013). Porém, esforcos também devem ser
concentrados no sentido de retomar o isolamento de produtos naturais com atividade antibidtica,
principalmente a partir de fontes bacterianas. A principal vantagem destas novas descobertas seria
a ampliacdo da possibilidade destas moléculas apresentarem mecanismos de acdo diferentes
daqueles atualmente conhecidos, o que contribui para o aumento nas chances de combate as
bactérias multirresistentes (Clardy et al., 2006; Stanton, 2013).

Tendéncias convergentes de gendmica microbiana e estudos de protedmica continuam a
impulsionar novos insights sobre a capacidade biossintética de bactérias e fungos, bem como o
reconhecimento de moléculas com alvos macromoleculares especificos. Também, pode-se revelar
novos pontos de intervencdo em vias metabdlicas bacterianas (geralmente pelo auxilio de vias
conhecidas em diferentes pontos por antibidticos existentes). Desta maneira, esforcos para
descobrir (ou redescobrir) familias de produtos naturais provavelmente complementardo a
tendéncia repetitiva de modificac¢ao semissintética de velhos antibidticos, a0 mesmo tempo, muitos
destes novos antibidticos podem fornecer pistas valiosas sobre alvos ainda inexplorados do

metabolismo bacteriano (Clardy et al., 2006; Lewis, 2013).



1.5. Violaceina

A violacefna é um pigmento roxo formado a partir da condensacio de duas moléculas de
triptofano. Este pigmento é produzido por algumas espécies bacterianas ambientais, tais como
Chromobacterium violaceum (Duran & Menck, 2001), Janthinobacterium lividum (Pantenella et
al., 2007), Pseudoalteromonas luteoviolacea (Yang et al., 2007), Collimonas sp (Hakvag et. al.,
2009) e Duganella spp (Aranda et. al., 2011). Tal composto € insolivel em dgua, mas solivel em
dimetilsulféxido (DMSOQ), acetona, etanol, n-butanol e tetrahidrofurano, com massa molar de 343,
34 g/mol! (Duran & Menck, 2001).

Os principais estudos da violaceina sdo relacionados principalmente a C. violaceum,
bactéria Gram-negativa, pertencente a familia Neisseriaceae, formato de bastonetes, anaerébia
facultativa, encontrada em abundancia no Rio Negro — Amazonas, Brasil. Esta bactéria é
considerada saprofitica e apresenta ampla distribuicao, sendo encontrada na dgua e solos de regides
tropicais (Duran & Menck, 2001). Os primeiros relatos da bactéria e o seu pigmento foram
descritos em 1881 por Curzio Bergonzini, mas sua férmula quimica e estrutura foram descritas por
Ballantine e colaboradores em 1960. A violaceina é um derivado inddlico caracterizado como
3(1,2-dihidro-5-(5-hidroxi- 1 H-indol-3-il)-2-ox0-3H-pirrol-3-ilideno)- 1,3-dihidro-2H-indol-2-ona
e pode ser visualizada na Figura 1.

O papel exato da violaceina na fisiologia de C. violaceum e outras bactérias produtoras nao
¢ totalmente elucidado. O genoma completo dessa bactéria foi descrito pelo Brazilian National
Genome Project Consortium em 2003 (Vasconcelos et al., 2003), demonstrando vias de geracao
de energia alternativas, regides codificantes de proteinas de transportes, complexos sistemas de

adaptacgdo ao estresse e mobilidade e amplo uso de sistema de quorum-sensing para adaptabilidade



e versatilidade do organismo, sendo a produg¢do da violaceina induzida por moléculas sinalizadoras

N-hexanoil homoserina lactona (HHL).

(A)

Figura 1. Estrutura quimica da violaceina (C20H1303N3) com trés unidades estruturais: (A) 5-

hidroxindol, (B) 2-pirrolidona e (C) oxindol (Adaptado de Rettori & Duran, 1998).

Estudos de Shinoda et al. (2007) e Balibar & Walsh (2006) elucidaram os genes e proteinas
necessarios para a sintese de violaceina em C. violaceum. Os genes estdo organizado em 5 CDSs
(Coding Sequences) que compdem o operon vioABCDE, e estudos com a expressao heteréloga em
E. coli contribuiram para a caracterizacdo da via biossintética da violaceina. Resumindo, VioA ¢é
uma enzima L-triptofano oxidase que sintetiza dcido-3 indol pirdvico através de moléculas de L-
triptofano. VioB (policetideo sintase) gera um intermedidrio de 4cido cromopirrélico, seguido por
VioE que sintetiza entdo a prodeoxiviolaceina. VioD € uma enzima monoxigenase que hidroxila
um dos anéis inddlicos da prodeoxiviolaceina e finalmente tem-se a atuacdo de VioC, também
monoxigenase, que atua no outro anel indolico, sintetizando violaceina (Balibar & Walsh, 2006).

Mesmo sem fungdes esclarecidas na fisiologia de C. violaceum e outras bactérias
produtoras, acredita-se que a violaceina seja um metabolito secundario com possivel fungdo de

inibi¢do da predacdo bacteriana por protozodrios. De qualquer forma, esse pigmento vem sendo

15



amplamente estudado por seu amplo espectro de agdes biolégicas. Dentre as agdes bioldgicas
conhecidas da violaceina, destacam-se as agOes antiulcerogénica (Duran et al, 2003),
antiparasitaria (Tripanosoma, Leishmania e Plasmodium) (Duran & Menck, 2001; Leon et al.,
2001; Lopes et al., 2009), antioxidante (Konzen et al., 2006), antiviral (Andrighetti-Frohner et al.,
2003), antitumoral (de Azevedo et al., 2000) e indutora de apoptose em linhagens de células
eucarioticas tumorais tais como HL60 (Duran et al., 2005) e HT-29 (de Carvalho et al., 2006).
Nao existem muitos trabalhos na literatura envolvendo a atividade antibacteriana da
violaceina. Os primeiros dados de potencial antibiético foram observados ao notar-se que lesoes
de pele ou sepse (casos raros) causados por C. violaceum nao continham outros micro-organismos
contaminantes. Lichstein & Van de Sand (1945) demonstraram que a violaceina possui efeito
inibitério sobre bactérias gram-positivas (B. anthracis, S. aureus, Streptococcus salivarius e S.
pyogenes), € com menor efeito sobre gram-negativas (E. coli, P. aeruginosa e Shigella
paradysenteriae). Também foi demonstrada atividade antibacteriana para Mycobacterium
tuberculosis, com uma concentracdo inibitéria minima (MIC) de 64 ug/mL e concentragdo
bactericida minima (MBC) de 128 ug/mL (de Souza et al., 1999; Duran & de Souza, 2001).
Nakamura et al. (2003) produziram uma mistura de violaceina e deoxiviolaceina isolada
de Janthinobacterium lividum com atividade antimicrobiana contra Bacillus licheniformis,
Bacillus subtilis, Bacillus megaterium, Staphylococcus aureus, € Pseudomonas aeruginosa, com
concentragdes de aproximadamente 15 ug/mL. Aranda ef al. (2011) avaliaram violaceina extraida
de Duganella spp e demonstraram atividade inibitéria sobre bactérias Gram-positivas.
Recentemente, Cazoto et al. (2011), analisaram a suscetibilidade a violaceina de cepas de S. aureus
e E.coli isoladas de mastite bovina, obtendo valores de MIC entre 6.25 e 25 uM, dependendo da

linhagem testada de S. aureus.



Nosso grupo de trabalho realizou sondagem para a sensibilidade de diferentes linhagens e
isolados bacterianos frente a violaceina. O interesse nesta molécula surgiu apds a participacdo de
nosso grupo no sequenciamento do genoma de Chromobacterium violaceum (Vasconcelos et al.,
2003). Os resultados prévios indicaram que bactérias pertencentes ao género Staphylococcus sao
particularmente sensiveis a violaceina, incluindo linhagens algumas tipo ATCC (American Type
Culture Collection) e cepas isoladas MRSA. Esses dados abrem novas perspectivas no sentido de
se explorar o uso da violaceina no tratamento das infec¢des causadas por S. aureus. No entanto,
ainda ndo existem estudos sobre possiveis alvo(s) e mecanismo(s) de acdo da violaceina em células
procaridticas. A compreensdo desta atividade € importante para o uso efetivo desta ou andlogos

desta molécula na terapia antimicrobiana.
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2. OBJETIVOS
Os objetivos desse estudo foram:
2.1. Rastreamento da Atividade Antimicrobiana:
1. Avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) e concentragcdo bactericida minima
(MBC) do extrato de C. violaceum e de nanoparticulas de vanadato de prata;
2. Avaliacdo da concentracdo inibitéria minima (MIC) e concentragcdo bactericida minima

(MBC) da violaceina (composto puro);

2.2. Estudos da Atividade Antimicrobiana da Violaceina:
1. Padronizacgdo de curvas de crescimento e curvas de tempo-morte;
2. Avaliar o efeito da violaceina sobre a morfologia de S. aureus através de Microscopia
Eletronica de Transmissao (MET);
3. Awvaliar a expressdo génica diferencial em S. aureus na presenca de violaceina através de

estudos de protedmica e transcriptoma.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANTIMICROBIANOS
3.1.1. Violaceina

Todas as amostras de violaceina (composto puro) utilizadas neste trabalho foram obtidas da
empresa Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA), que a purifica a partir da bactéria Jantinobacterium
lividum, lote nimero 118K4041 com pureza > 98%. O certificado de andlise deste lote pode ser

visualizado no Anexo 1.

3.1.2. Extrato de Chromobacterium violaceum

O extrato de C. violaceum foi feito com base na metodologia de Rettori & Duran (1998)
no laboratério do Prof. Dr. Nelson Duran do Instituto de Quimica da UNICAMP, este foi diluido
em dimetil-sulféxido (DMSQO) absoluto para a concentragao de 20 mM (milimolar), mantido sob

a prote¢do da luz e sob congelamento (-20°C).

3.1.2.1. Producio Microbiana de Violaceina

A cepa de C. violaceum CCT3468 foi utilizada para este procedimento. Para a producdo
microbiana de violaceina, o meio de cultura foi composto por 0,5% de D-glicose anidra, 0,5% de
peptona bacterioldgica, 0,2% de extrato levedura e 0,03% de L-triptofano em &4gua destilada
(massa/volume). Desta forma, inoculou-se 1,0 mL do pré-in6culo de cultura de manutengdo de C.
violaceum para cada 100 mL de meio de cultura para producao e incubou-se a 30°C por 18 horas em

agitador orbital a 120 rpm. A seguir, em oito garrafas de Roux colocaram-se tapetes de algodao com
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aproximadamente 10 x 20 x 0,5 cm (um tapete por garrafa), apds isso, inoculou-se 90 mL da cultura
de 18 horas de C. violaceum em cada tapete de algodao (Rettori, 1996).

As oito garrafas de Roux foram incubadas a 33° C por 72 horas no biorreator de prateleiras
ligado com fluxo constante de Oxigénio puro, com intuito de causar estresse oxidativo, levando
assim a producdo da violaceina. Ao término dessa etapa os algoddes apresentavam uma coloragdo

violeta intensa indicando a produgdo intracelular de violaceina pela bactéria.

3.1.2.2. O Biorreator “BPS” e as Garrafas de Roux

Foi utilizado um biorreator de aluminio do tipo “BPS” (biorreator de prateleiras para
superficies) de quatro prateleiras, com uma janela de vidro, dobradigas de latdao e um tubo de ago-
inox, que permite a aeracdo do sistema (Rettori, 1996). O biorreator € projetado para comportar duas
garrafas de Roux por prateleira, e suas dimensdes foram calculadas para poder ser autoclavado e
incubado em estufa. Foram utilizadas Garrafas de Roux modificadas para facilitar a manipulagdo.
Na superficie superior de cada uma, foi feito um orificio de 10 cm de didmetro, a fim de poder

introduzir e retirar material com facilidade e auxiliar na oxigenacdo da cultura.

3.1.2.3. Extracao da Violaceina

Os oito tapetes de algodao foram retirados das garrafas de Roux e lavados duas vezes com
dgua destilada (250 mL) para eliminar o excesso de meio de cultura existente. Colocaram-se os
algoddes em equipamento Soxhlet (que utiliza refluxo de solvente em um processo alternado para
extracdo de materiais s6lidos) com etanol comercial regulado para funcionar abaixo de 100°C, para
que ndo ocorresse degradacdo da violaceina, de tal forma a permitir que ocorresse o ciclo varias

vezes, até extrair todas as substancias do algodao.
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Ap0s isso, foi rotaevaporado todo o etanol comercial presente no baldo a pressdo reduzida, e
o extrato de violaceina foi congelado em nitrogénio liquido a -198°C e liofilizado por 36 horas para
retirar todo o excesso de liquido presente. Apds, raspou-se o baldo para retirar toda a violaceina
interligada com compostos presentes que ndo sio de interesse, e colocou-se o raspado em cartucho
(filtro de papel) para poder separar a violaceina desses compostos, que passou por trés fases de
extragdo de violaceina utilizando-se trés solventes diferentes.

Adicionou-se esse cartucho ao Soxhlet utilizando-se o cloroférmio como solvente para extrair
a fase organica do meio e para romper as células bacterianas, liberando-se assim a violaceina
intracelular. Esse processo levou aproximadamente 36 horas, tempo necessdrio para extrair a fase
oleosa do meio. Em seguida foi feito o mesmo processo utilizando-se éter etilico como solvente para
extrair as impurezas do meio como oxiviolaceina e dioxiviolaceina. Foram necessarias 24 horas para
extrair todos esses compostos. Apds, realizou-se 0 mesmo processo, utilizando-se etanol (95%)
como solvente para extrair a violaceina restante do cartucho (filtro), pois o etanol € especifico para
a violaceina, sendo que os demais solventes utilizados nao sdo especificos para a mesma. Feito isso,
a preparacao foi rotaevaporada para eliminacdo do etanol e em seguida liofilizada por 24 horas.

Ap6s a liofilizacdo, a preparagdo contendo violaceina foi recuperada.

3.1.2.4. Produto Final

O produto da extracdo da violaceina foi liofilizado e colocado em béquer para solubilizacao
em metanol. Apés esta etapa adicionou-se lentamente dgua destilada, até que ocorresse turvacao do
meio e posterior separacio das fases, uma de extrato de violaceina (precipitado) e outra de dgua e
metanol; assim espera-se que impurezas presentes que nao haviam sido removidas pelos solventes

organicos, se liguem a dgua, ja que a violaceina € insolivel a mesma.
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Logo apdés formar essa dupla camada, o extrato contendo violaceina precipitou € o
sobrenadante foi retirado. Para recuperar o precipitado fez-se uma centrifugacio a 11.500 x g, 10°C
por 20 minutos, o sobrenadante (4gua e metanol) foi desprezado e o precipitado contendo violaceina

liofilizado ou colocado em estufa a 70°C por 24 horas para sua secagem.

3.1.2.5. Analise do Extrato por Espectrometria de Massas (MS)

Para confirmar a presenca de violaceina no extrato final, a amostra foi diluida 100x em
H>O/MeOH 1:1 contendo 0,1% de 4cido férmico e injetada por infusdo direta em espectrometro
de massas Waters Synapt HDMS (Manchester, UK), equipado com fonte de ionizacdo por
electrospray (ESI) e analisador do tipo quadrupolo-tempo de voo (QTOF). Dentre os principais
parametros instrumentais estdo fluxo do capilar a 10 uL min™!, voltagem (Kilovolts) do capilar de
3,0 kV (ESI+, positivo) ou 2,5 kV (ESI—, negativo), voltagem do cone a 30 V (Volts), voltagem
das celas Trap e Transfer respectivamente em 6 e 4 V, temperatura da fonte de 100°C, temperatura
do gas de dessolvatagio a 200°C, fluxo do gis do cone a 30 L h'!, fluxo do gds de dessolvatacdo a
900 L h*!, voltagem do tubo de vdo em 9,1 kV e voltagem do detector (MCP) em 1600 V.

Os espectros no modo QTOF-MS foram adquiridos de m/z (m = massa e z = carga de fons)
100 a 1000, a uma taxa de 1 Hz (Hertz), de forma a se observar a presenca de fons referentes a
violaceina ou derivados. Uma vez observados tais fons, foram feitos experimentos de MS/MS do
tipo espectro de fons fragmentos, de forma a fragmentar os ions precursores de violaceina e
derivados e obter informagdes estruturais a respeito dos mesmos. Para os experimentos de QTOF-
MS/MS, o quadrupolo foi configurado para isolar o ion precursor de interesse, € a energia da cela

Trap foi aumentada até obter-se fragmentagdo suficiente, empregando-se argdnio como gas de
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colisdo. Previamente as andlises, o instrumento foi calibrado com solu¢do de H3PO4 (0,05%) em

H>O/MeCN 1:1, de m/z 99 a 980.

3.1.2.6. Analise do Extrato e Composto Puro por RMN (Ressoniancia Magnética Nuclear)

A ressonancia magnética nuclear foi realizada em colaboracdo com o Prof. Dr. Alvicler
Magalhaes do Instituto de Quimica da UNICAMP. A técnica € observada quando se incide ondas
de radiofrequéncia em uma amostra que tem spin nuclear maior que zero (ex: 'H e 13C) na presenca
de um campo magnético. Seu sinal reflete 0 ambiente quimico em que o ntcleo se encontra, em
uma molécula (deslocamento quimico). Os experimentos foram realizados em um espectrometro

Varian INOVA (Palo Alto, CA, USA), operando na frequéncia de 100 MHz (MegaHertz).

3.1.3. Nanomateriais de Vanadato de Prata

A sintese e caracteriza¢do dos nanomateriais de vanadato de prata aqui analisados, foram
realizadas com base na metodologia de Holtz et al., (2012), e fornecidos em colaboracdo com o
laboratério do Prof. Dr. Oswaldo Luiz Alves do Instituto de Quimica da UNICAMP.

Para realizacdo dos testes antimicrobianos, as amostras foram diluidas em salina 0,9% e as
concentracdes foram baseadas em concentracdes proximas da qual a violaceina e extrato atuam

com atividade bacteriocida/bacteriostatica.

3.2. MICRO-ORGANISMOS

Para o rastreamento da atividade antibacteriana da violaceina, foram selecionadas cepas

padrdes (linhagem tipo ATCC - American Type Culture Collection) recomendadas para testes com
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antimicrobianos pelo CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institutes), cepas de interesse

médico e/ou académico e linhagens ou isolados clinicos com resisténcia a antibiéticos (Tabela 1).

Tabela 1. Linhagens e isolados bacterianos utilizados no presente trabalho.

Linhagem Procedéncia
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 Fiocruz!
Enterococcus faecalis ATCC 21814 Colegio’
Enterococcus faecalis ATCC 29212 Fiocruz!
Enterococcus faecalis ATCC 51299 Fiocruz!
Enterococcus faecium ATCC 6569 Fiocruz!
Enterococcus Vancomycin Resistent 105 Isolado clinico VRE?
Enterococcus Vancomycin Resistent 130 Isolado clinico VRE?
Enterococcus Vancomycin Resistent 73 Isolado clinico VRE?
Enterococcus Vancomycin Resistent 77 Isolado clinico VRE?
Enterococcus Vancomycin Resistent 81 Isolado clinico VRE?
Escherichia coli ATCC 25922 Colegio?
Escherichia coli ATCC 35218 Fiocruz'
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 Fiocruz!
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 Fiocruz!
Salmonella LT2 Zinder & Lederberg (1952)*
Staphylococcus aureus ATCC 25923 Colegio?
Staphylococcus aureus ATCC 29213 Fiocruz!
Staphylococcus aureus BEC 9393 Clone Epidémico Brasileiro MRSA?®
Staphylococcus aureus N315 Kuroda et al. (2001) MRSA®
Staphylococcus aureus Rib 1 Isolado clinico MRSA’
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 Fiocruz!
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 Fiocruz'

1. ATCC — American Type Culture Collection. Todas as amostras foram cedidas pela Funda¢do Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

2. Amostras da colegdo de culturas do Prof. Marcelo Brocchi (Depto. de Genética, Evolugdo e Bioagentes, Instituto de Biologia,
Unicamp).

3. Amostras pertencentes a cole¢do de culturas da Profa. Dra. Maria Luiza Moretti (Depto. de Clinica Médica, Faculdade de
Ciéncias Médicas, Unicamp).

4. Amostra gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Roy Curtiss III (Arizona State University, USA).

5. Linhagem gentilmente cedida pela Profa. Dra. Agnes Marie Sa Figueiredo (Instituto de Microbiologia “Paulo de Goes”,
Universidade Federal do Rio de Janeiro).

6. Linhagem gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Keiichi Hiramatsu (Department of Bacteriology, Faculty of Medicine, Juntendo
University, Toquio, Japan).

7. Linhagem gentilmente cedida pelo Prof. Dr. Wanderley Dias da Silveira (Depto. de Genética, Evolugdo e Bioagentes, Instituto
de Biologia, Unicamp).
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3.3. DETERMINACAO DO MIC (CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA) E MBC

(CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA)

O método de microdiluicao foi utilizado para determinar a concentracao inibitéria minima
(MIC) e concentracao bactericida minima (MBC) conforme padronizado pelo Clinical Laboratory
Standards Institute (http://www.clsi.org), visando controlar a atividade das preparacdes de
antimicrobianos.

As bactérias foram cultivadas inicialmente em placas de meio Miieller-Hinton (MH) agar
(s6lido) a 37°C durante 24 horas, e posteriormente diluidas em MH liquido (caldo) até obter-se a
concentracdo de 10° células/mL. Em placas de microdiluicdo, foram adicionados 50 pL das
suspensoes bacterianas e os antimicrobianos de escolha em concentra¢des decrescentes, diluidos
em 50 pL de meio MH liquido. A cultura foi entdo incubada a 37°C por 24 horas e o crescimento
bacteriano avaliado em espectrofotdometro, sob o comprimento de onda de 600 nm. Todos estes
experimentos foram realizados em triplicata, € como controle positivo, po¢os somente com a
cultura microbiana, po¢os com a cultura microbiana adicionados de DMSO ou solugdo salina 0,9%
e controle negativo com pocos com antibidticos que inibem o crescimento do micro-organismo
estudado e pogos apenas com meio de cultura (branco da amostra).

Para a determinacao da concentracdo bactericida minima (MBC), aliquotas dos tratamentos
(suspensdes bacterianas tratadas com os antimicrobianos) foram plaqueadas (25 uL.) em meio MH
agar para posterior determinacdo de Unidades Formadora de Coldnias (UFC). Como controle
positivo, plaqueou-se a cultura pura nas mesmas condi¢des e como controle negativo foi utilizado
DMSO ou solugdo salina 0,9% na concentracao utilizada para a suspensao do antimicrobiano. A

MBC foi definida como a concentragdao da droga que resultou na morte de > 99,9% da cultura
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bacteriana em relacdo a concentragdo de bactéria que estava presente nos pogos no tempo 0, ou

seja, sem crescimento detectado.

34. ATIVIDADE COMBINADA DA VIOLACEINA E EXTRATO COM
NANOFORMULACOES DE VANADATO DE PRATA

Para avaliar possiveis acdes combinadas do extrato da violaceina, violaceina (composto
puro) com formulacdes de nanomaterial de vanadato de prata, foi utilizada a metodologia de ensaio
de determinacdo da concentragdo inibitdria fracionada letal ou FLIC, como descrito por Low et
al., (2013). Inicialmente, os MIC de todos os antibidticos testados foram determinados
separadamente, de acordo com os procedimentos descritos na se¢do 3.3. Posteriormente, foram
realizados os ensaios de interacdo construindo-se um gradiente de violaceina ou extrato e, em
seguida, um segundo gradiente (localizado perpendicularmente ao primeiro) do nanomaterial a ser
testado em placas de 96 pocos. Os resultados foram interpretados como concentracio minima
inibitéria da combinagdo, ou seja, a concentracdo minima de violaceina ou extrato que, quando
combinada com uma concentragdo minima do segundo (nanomaterial), promove inibicdo do

crescimento bacteriano. Por fim, o indice de FLIC foi calculado de acordo com a férmula:

FLIC = MIC(Vc)/MIC(Vs) + MIC(Nc)/ MIC(As);

Onde MIC (Vc) € a concentragdo minima inibitéria da violaceina usada em combinacdo com o

nanomaterial, MIC (Vs) € a concentracdo inibitéria da violaceina, MIC (Nc) € a concentragdo

minima inibitéria do nanomaterial usado em combinagdo com violaceina, MIC (Ns) é a
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concentracdo minima inibitéria do segundo antimicrobiano. A mesma equagao se aplica em testes
com o extrato contendo violaceina.

Os valores de FLIC foram interpretados da seguinte forma: FLIC < 0.5 = interagdo
sinérgica; 0.5 < FLIC < 1.0 = interacdo aditiva; 1.0 < FLIC < 4.0 = indiferente; FLIC > 4.0 =

interacao antagdnica (Low et al., 2013).

3.5. CURVA DE CRESCIMENTO BACTERIANO

A linhagem S. aureus N315 (Kuroda et al., 2001) foi escolhida para andlise de protedmica,
transcriptoma e microscopia. Para tanto, realizou-se a curva de crescimento desta linhagem para
otimizacao dos experimentos citados, utilizando-se como padrao inicial estoques da cepa mantidos
a -80°C em glicerol. Este ensaio foi realizado de acordo com as normas de padronizagao CLSI
(2003). Resumidamente, 1 mL de cultura crescida por 18 horas, 37°C e 150 rpm foi inoculada em
25 mL de meio MH liquido e a absorbancia acompanhada por leituras em espectrofotometro
(Eppendorf, Hamburg, Germany) no comprimento de onda 600 nm. De hora em hora, apds aferir
a densidade Optica, aliquotas da cultura foram diluidas em solucdo salina esterilizada 0,9%
(dilui¢do seriada) e plaqueadas (25 pL) em MH agar para contagem de UFC/mL (Westergren &
Krasse, 1978). Estes experimentos foram realizados em triplicata e serviram para padronizac¢ao do
inéculo bacteriano inicial ajustado para a quantidade de 1078 UFC/mL (apés aproximadamente 03
horas de crescimento e fase log de crescimento). A adi¢do de diversas concentragdes de violaceina
serviu para verificar a obtencao de sedimento celular suficiente para as andlises, mesmo apds o

tratamento com o antimicrobiano.
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3.6. CURVAS DE TEMPO-MORTE

A fim de avaliar a atividade antimicrobiana da violaceina obtida da Sigma-Aldrich, foram
feitos experimentos de curva de Tempo — Morte (time-kill) com as cepas S. aureus N315 e S.
aureus BEC 9393. Inicialmente, as bactérias foram cultivadas a partir de estoque congelado a
em MH dagar a 37°C para obter colOnias isoladas.

Posteriormente, as colonias foram suspensas em solu¢do salina 0,9% e a concentracdo
bacteriana ajustada ao indice 0,5 da escala Mac Farland (correspondente 1,5 x 108
unidades formadoras de colonia UFC/mL). Esta suspensao foi diluida em caldo MH liquido para
uma concentracdo de 10° UFC/mL. Cada cultura foi tratada com concentracdes correspondentes
ao MIC (concentracao inibitéria minima de crescimento), sub-MIC (concentra¢do 1/2 menor que
o MIC), supra-MIC (concentracao 2x maior que o MIC) de violaceina, e uma cultura sem o
antimicrobiano foi utilizada como controle. As culturas foram cultivadas a 37°C com agitacao
a 150 rpm.

Aliquotas de 0,7 mL foram retiradas nos tempos 0, 01, 02, 03, 04, 05,
06, 07, 08, 09, 10, 11, 12, 24 e 48 horas de cada tubo. A densidade O6ptica a 600 nm foi
medida para avaliar a concentracdo de bactérias nas amostras. Paralelamente, nos tempos 0, 04,
08, 12 e 24, aliquotas da cultura foram diluidas em salina esterilizada 0,9% (diluicdo seriada) e
plaqueadas (25 pL) em MH &gar para contagem de UFC/mL em triplicata. Todos os experimentos

de curva Tempo - Morte foram realizados em duplicata.

3.7. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
Este ensaio foi realizado para verificar se as células da linhagem de S. aureus N315, na

presenca de violaceina, sofrem alteragdes ultra-estruturais visiveis.
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A cultura de S. aureus foi cultivada como descrito no item 3.5. Apds periodo de incubagio
de 03 horas, nas culturas foi adicionada a violaceina na concentracdo de 0,625 uM. Neste caso,
considerando que a quantidade de células bacterianas foi maior que a utilizada no experimento em
microplacas, a concentracdo de violaceina nessas condi¢des torna-se sub-inibitdria. Para cada
experimento, uma das amostras nao foi tratada com a violaceina representando assim o controle.
Ap0s os periodos de 01 e 02 horas de tratamento, as culturas foram centrifugadas a 11.500 x g por
10 minutos a 25°C. O precipitado celular foi fixado por 02 horas, em gelo, com 1 mL de
glutaraldeido a 3% em tampao fosfato 0,1 M (pH 7,4). Apdés a fixacdo, as amostras foram
centrifugadas novamente (mesmas condicdes) € o sobrenadante desprezado. O precipitado foi
lavado 3 vezes com tampado fosfato 0,IM. Em seguida, o material foi tratado por 1 hora, a
temperatura ambiente, com OsOj4 (tetr6xido de 6smio) a 1% em tampao fosfato 0,1M. Apds esse
tratamento, o OsQs foi retirado e o material lavado 2 vezes com tampao fosfato. Apods a fixacdo, o
material foi centrifugado e o sedimento misturado em gotas de solucdo de agarose 1,5% em édgua
destilada em superficie de laminas. Apds solidificagdo, o material foi desidratado com etanol em
concentracdes crescentes (50%, 70%, 90% e etanol absoluto por 3 vezes por 15 minutos cada
banho). Iniciou-se entdo um tratamento com 6xido propileno. Etapas: a) Etanol/Oxido Propileno
(1:1) por 15 minutos; b) Oxido Propileno puro por 15 minutos; ¢) Oxido Propileno/Resina (1:1)
durante 04 horas e d) Resina pura durante a noite (Resina Epon 812, Electron Microscopy Science).

As amostras foram incluidas em resina pura por 72 horas em estufa. Apds trimagem do
material, os cortes foram feitos em ultramicrotomo com cortes de 0,5 pm e ultrafino com 600 nm.
Os cortes foram contrastados em acetato de uranila (4%) por 30 minutos e em citrato de chumbo

(0,3%) por 03 minutos. As imagens foram obtidas em microscopio eletronico de transmissao
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marca LEO modelo 906 no Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia,

Unicamp.

3.8. MODELOS ANIMAIS (TESTES IN VIVO)

Anteriormente em nosso laboratorio, testamos um modelo de infec¢do sist€émica por S.
aureus utilizando camundongos BALB/c, C3H Nude e a linhagem Ribl de S. aureus. Utilizando
este modelo, dados preliminares indicaram atividade antimicrobiana da violaceina sobre esta
linhagem. Como continuidade neste estudo, propomos avaliar o efeito da violaceina sobre uma
linhagem tipo de S. aureus, tal como N315.

Para padronizacdo deste experimento, camundongos Balb/C e C3H Nude (CEMIB-
UNICAMP) de 5-6 semanas foram infectados por via intraperitoneal com 107 2 10! UFC/mL da
linhagem N315 para determinacdo da DLso (correspondente a dose capaz de matar 50% dos
individuos de uma populagdo em teste).

Paralelamente, testou-se a citotoxidade da violaceina em camundongos Balb/c (CEMIB-
UNICAMP) de 5-6 semanas, com média de peso de 25 gramas. A violaceina nas concentragdes de
0,1 mg/Kg; 0,2 mg/Kg e 0,5 mg/Kg foi injetada via intraperitoneal (uma dose). O grupo controle

foi tratado com DMSO (v/v 15%) (veiculo diluente da violaceina) em PBS.

3.9. ANALISE PROTEOMICA
3.9.1. Extracao de Proteinas de S. aureus

A extrac@o de proteinas da linhagem de S. aureus N315 foi realizada na auséncia e na
presenca de violaceina com 1 hora de tratamento. O ensaio foi feito baseado na metodologia

descrita por Skaar et al. (2004), com algumas modificacoes.
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Culturas de S. aureus foram cultivadas como descrito no item 3.5. Apds periodo de
incubagdo de 03 horas, foi adicionada nas culturas a violaceina na concentracdo de 0,625 uM
verificada em microplacas (testes de MIC). Novamente, é importante salientar que neste caso,
considerando que a quantidade de células bacterianas foi maior que a utilizada no experimento em
microplacas, a concentragdo de violaceina torna-se sub-inibitéria. Apds 01 hora de tratamento, as
culturas (tratado e controle) foram resfriadas a 4°C e as células sedimentadas por centrifugacio
(800 x g, 4°C por 05 minutos). As células foram lavadas 3 vezes em tampao Tris-EDTA e no final
da terceira lavagem o precipitado celular foi ressuspenso com tampao Tris-HCI (1 M, pH 8,8)
contendo 5 U DNAse e 20 uL. de coquetel de inibidores de proteases. Estas suspensdes foram
incubadas a 37°C durante 01 hora na presenca de 100 pg de lisostafina para a quebra da parede
celular. Terminada a incubacdo, as preparagcdes foram centrifugadas nas mesmas condig¢des
descritas anteriormente e o sedimento ressuspenso em tampao de lise (Tris-HCI 1M, pH 8.8,
CHAPS 2%, DTT 1M) contendo 20 pL. do coquetel de inibidores de proteases PMSF, DNAse (5
U) e 4gua deionizada adicionada para completar 2 mL. Estas preparacdes foram incubadas a
temperatura ambiente por 01 hora e posteriormente submetidas a centrifugacao (800 x g, a 4°C por
05 minutos). O sobrenadante foi entdao recuperado, transferido para novo tubo e armazenado a -
80°C no tampao Destreak (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden) e posterior limpeza
com o uso do Kit 2D Clean-up (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden) e futuras andlises.
A concentracdo de proteinas em cada extrato foi determinada através do método de Bradford
(Bradford, 1976) e as proteinas separadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE e gel

bidimensional).
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3.9.2. SDS-PAGE

Os extratos protéicos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE), para separar as proteinas de acordo com a massa molecular e observar os padrdes obtidos
de cada extracdo. Para tal, foi utilizado um gel de separacdo a 12% e um gel de empacotamento a
5%. A preparacao do gel e do tampao de corrida foram feitas segundo a metodologia descrita por
Sambrook & Russel (2001). Proteinas extraidas da linhagem de S. aureus N315 tratadas e ndo-
tratadas com violaceina, foram corridas lado a lado no gel para comparagdo dos perfis de proteinas.
A corrida eletroforética prosseguiu até o corante marcador ter alcancado a extremidade inferior do
gel. As bandas protéicas foram visualizadas apds coloragdo por Comassie Blue R-250 (Sambrook

& Russel, 2001).

3.9.3. Eletroforese Bidimensional

A eletroforese bidimensional foi realizada de acordo com a metodologia descrita por
Smolka et al. (2003). Anteriormente a corrida, 100 pg de cada extrato protéico foi diluido para um
volume final de 250 pL em tampao de dilui¢do (8 mM uréia, 4% CHAPS, 2% anf6litos de tampao
IPG, pH 4-7, 70 mM DTT). Apés centrifugacio (11.500 x g por 02 minutos), o sobrenadante foi
usado para a primeira corrida.

Na primeira dimensao as amostras foram aplicadas nas fitas de IPG com a capacidade de
separacdo por ponto isoelétrico (pI) em gradiente de pH 4-7, aplicando-se um gradiente de
voltagem, utilizando-se o aparato IPGphor (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden). Apds
12 horas de hidratagio, a corrida foi conduzida a 20°C, por 200V (Volts) em 200Vhr (Volts/hora),
a 500V por mais 500Vhr e gradiente de 1000V por 750Vhr, 8000V por 13.500Vhr e finalmente

8.000V por 20.000Vhr, mantendo uma corrente limite de 50 pA (microampere) por fita.
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Ap0s a corrida em primeira dimensao, as fitas foram submetidas a tratamentos de reducdo
e alquilacdo antes da corrida eletroforética de segunda dimensao. As fitas foram submersas por 20
minutos em tampao (50 mM Tris pH6,8, 6 M uréia, 30% glicerol, 2% SDS e 2% de DTT) e por
20 minutos adicionais em mesmo tampao contendo 2,5% de iodoacetoamida. Apds os passos de
equilibrio, as fitas foram lavadas com dgua destilada, submersas por alguns minutos em tampao
de corrida (Laemmli, 1970) e imediatamente submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida
na presenca de SDS 7% (SDS-PAGE). A visualizagdo e comparacdo dos “spots” protéicos
diferencialmente expressos foram feitas apds coloracdo com com Comassie Blue G. As imagens
dos géis foram capturadas e digitalizadas no Image Scanner III com o uso do software

Imagemaster™ 2D Platinum v. 6.0 (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden).

3.9.4. Analise dos Dados dos Géis

No software Imagemaster 2D Platinum v. 6.0 (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala,
Sweden) separou-se os falsos positivos através das andlises dos géis em ferramenta 3D, como
também fez-se os matches (correlacdes entre os géis) e andlises intra-classes averiguando a
intensidade dos spots (expressdao protéica com auxilio de ferramenta estatistica do proprio
programa) entre as amostras tratada e controle.

Os valores obtidos das expressdes proteicas foram analisados pelo software SAM —
Significance Analysis of Microarrays (Stanford University), para definicdo dos spots a serem
enviados para espectrometria de massas. O programa calcula a diferenca relativa da expressao com
base na andlise de permutacdes dos dados de expressdo (amostras de duas classes ndo pareadas,

teste-T, 1,5 fold change como base de corte e p< 0.05).
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3.9.5. Digestao in gel: Identificacao dos Spots Protéicos por Espectrometria de Massas

As proteinas totais (spots) extraidas do gel foram digeridas com tripsina (trypsin grade
modified — Promega, Madison, WI, USA), como descrito em Shevchenko et al. (1996) (com
modificacdes) e os peptideos analisados por LC-MS/MS. Esses experimentos foram realizados no
LnBio (Laboratério Nacional de Biociéncias) no LNLS (Laboratério Nacional de Luz Sincrotron)
em colaboracdo com a pesquisadora Dra. Adriana Franco Paes Leme.

Os peptideos foram separados por gradiente de hidrofobicidade em coluna C18 (100 um x
100 mm) (Waters) em nano Acquity Ultra Performance LC (Waters, USA) acoplado a uma
interface de ESI nanospray em um espectrometro de massas do tipo Q-TOF Ultima
(MicroMass/Waters). O volume de 4,5uL dos peptideos foi injetado automaticamente e eluido da
coluna com gradiente de 0-90% de acetonitrila contendo 4cido férmico a 0,1%, durante 20 minutos
sob fluxo de 0,6 uL/minuto. Os arquivos de dados gerados pelo Q-TOF foram processados em
programa Mascot Distiller v.2.3.2.0, 2009 (Matrix Science Ldt.). Para a identificacdo das proteinas
foi utilizado o programa Mascot Server v.2.3.01.0 (Matrix Science Ltda.). As buscas foram
realizadas utilizando o banco de dados NCBInr_092011 092011 (15270974 sequences;
5234858139 residues). Todas as proteinas identificadas e utilizadas nesse trabalho obtiveram
cobertura da sequéncia com porcentagem igual ou maior a 10% e Mascot Score superior a 67 (p

<0,05) (pontuacao baseada em probabilidade, e valor de corte sugerido pelo proprio programa).

3.10. TRANSCRIPTOMA: SEQUENCIAMENTO DE RNA
3.10.1. Extracio de RNA e Sequenciamento
O transcriptoma de S. aureus foi avaliado por RNA-Seq (Westermann et al., 2012). Para

isso, a linhagem de S. aureus N315 foi cultivada a 37°C (150 rpm) por 18 horas, e posteriormente
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diluida na propor¢ao 1/50 em 50 mL de meio MH liquido. As novas culturas foram cultivadas
até atingir a fase logaritmica de crescimento (item 3.5). Apds este periodo, a violaceina foi
adicionada nas concentracdes do MIC (0,625 uM) e sub-MIC (0,312 uM). Para cada tratamento,
foram feitas culturas controle onde a violaceina nio foi adicionada. Apds 15 minutos, 01 hora e 3
horas, as culturas foram resfriadas a 4°C e as células sedimentadas por centrifugacdo (800 x g, a
4°C, por 05 minutos) e os sedimentos celulares foram armazenados a -80°C. O RNA total foi
extraido com o kit de extragdo de RNA (RNeasy kit, Qiagen, Austin, TX, USA), seguindo as
instrugdes do fabricante. O RNA total foi entdo tratado com DNase I. Apds esse tratamento,
as preparacdes foram submetidas a reacdes de PCR com um dos primers MLST
(http://saureus.mlst.net/) para controle da digestdo do DNA. As concentragdes e pureza do RNA
foram determinadas por espectrofotometria a 260 nm e 280 nm e a integridade confirmada por
eletroforese em gel de agarose (Sambrook & Russell, 2001).

O RNA total foi enriquecido com o kit MicrobExpressTM Bacterial mRNA Enrichment
(Life Technologies, Austin, TX, USA) para isolamento de RNA mensageiro (RNAm). Este, foi
utilizado para a sintese de cDNA e posterior sintese de bibliotecas para sequenciamento, utilizando
metodologia padronizada no laboratério do Prof. Dr. Piotr Mieczkowski (The University of North
Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill, North Carolina, USA) com o Kit TruSeq RNA Sample Prep
Kits version 2 (Illumina, San Diego, CA USA), de acordo com normas do fabricante. O
sequencimento foi realizado utilizando-se a plataforma HiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA)
com corridas de 50 bp single-end multiplex e lllumina pipeline (v.1.8.2) para processamento de

dados iniciais.
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3.10.2. Analises dos Dados de RNA-Seq

a. Filtragem das Leituras (fragmentos)
Utilizando um script em PERL as leituras obtidos foram filtrados por qualidade (foram

aceitos somente leituras com qualidade média > 20) e leituras com “N”’s foram descartados.

b. Alinhamento das Leituras
As leituras filtradas de cada biblioteca (amostra) foram alinhadas contra o genoma
(http://www .ncbi.nlm.nih.gov/genome/154?project_id=57837) e os genes (2.700 genes) de S.
aureus N315. Para o alinhamento foi utilizado o programa Bowtie (Langmead et al., 2009)
permitindo no maximo 2 mismatches (desalinhamentos). O uso de mismatches garante que leituras
com alguma base errada (em Illumina a taxa de erro varia entre 1 e 2,5%) continuem alinhando no

genoma de referéncia.

¢. Calculo de Expressao dos Genes (RPKM - Reads Per Kilobase per Million Mapped

Reads)

O célculo de expressdo de cada transcrito foi baseado no nimero de leituras que alinhou
em cada um deles de acordo com a férmula abaixo e foram consideradas somente leituras com
alinhamento tnico contra as CDSs (Coding Sequences). O célculo de expressao e a férmula estao
de acordo com o artigo de Mortazavi, et al. (2008) que segue: RPKM = Fragmentos por kilobase
por milhdo de leituras mapeadas, em que RPKM = (N * 10%) / S * T. Sendo, N = Ndmero de
leituras (fragmentos) mapeados em um transcrito; S = tamanho do transcrito; T = Total de leituras

mapeadas da biblioteca (amostra). O resultado desta equacdo mede a densidade de leituras
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especificas de uma regido génica de interesse, normalizando a contagem da leitura com o tamanho

original do gene. Valores de RPKM zerados foram substituidos por 1.

d. Identificacao de CDSs (Coding Sequences) Diferencialmente Expressas
A identificacdo de CDSs diferencialmente expressas foi baseada no ndmero de leituras que
alinhou em cada uma delas. Para isto foram considerados somente as leituras com alinhamento
tnico contra as CDSs. A andlise estatistica foi feita usando o pacote DESEQ (Anders & Ruber,

2011).
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4. RESULTADOS

4.1. ANTIMICROBIANOS
4.1.1. Extrato de Chromobacterium violaceum

O método que foi utilizado de produgdo e extracdo consiste na utilizacdo de um biorreator
de aluminio do tipo “BPS” e extragdo pelo método so6lido-liquido e aproximadamente 100 mg de
extrato foram obtidos nesse processo de um total de aproximadamente 04 litros de cultura de C.

violaceum.

4.1.2 Analise do Extrato por Espectrometria de Massas (MS)

Atualmente, a espectrometria de massas (MS) é uma técnica micro analitica utilizada para
obter informacio da massa molecular e de caracteristicas estruturais da amostra. E uma das mais
importantes ferramentas analiticas disponiveis, ja que € capaz de fornecer informagdo sobre: 1) a
composi¢do elementar de amostras; ii) a estrutura molecular; iii) a composicdo qualitativa e
quantitativa de misturas complexas; iv) a estrutura e a composi¢do de superficies sélidas e as
proporcdes isotépicas de dtomos em amostras.

A andlise da amostra do extrato contendo violaceina produzida no IQ/UNICAMP por
espectrometria de massas (ESI-QTOF-MS) foi realizada nos modos positivo (ESI+) e negativo
(ESI-). Em ambos, foi possivel observar fons referentes a violaceina (343 Daltons) e
deoxiviolaceina (327 Daltons), nas formas monoprotonada ([M+H]*) e monodesprotonada ([M-
H]"), respectivamente para os modos ESI+ e ESI-. Os espectros obtidos foram dispostos na Figura
2, juntamente com brancos de solvente (HO/MeOH 1:1 com 0,1% de &cido férmico) para

comparagao.
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Figura 2. Espectros de massas de ESI-QTOF nos modos positivo (ESI+, Figura superior) e
negativo (ESI—, Figura inferior), de forma comparativa entre as amostras de extrato contendo
violaceina e brancos de solvente (HO/MeOH 1:1, 0,1% acido férmico). As anotagdes [M+H]*
ou [M—H]™ demonstram respectivamente os ions monoprotonados ou monodesprotonados da

violaceina (343 Daltons) e deoxiviolaceina (327 Daltons).
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E possivel observar nos espectros das amostras a presenga de outros sinais ndo-
identificados, que ndo estdo presentes no branco de solvente, como por exemplo, em m/z 215, 279,
437, 454 e 637, no modo ESI+; e m/z 147, 170, 452, 681 e 761, no modo ESI-. A observacdo
destes sinais nos espectros da amostra indica a presenca de outros compostos na mesma, além dos
jé identificados violaceina e deoxiviolaceina.

Para efeito de certificagcdo da presenga de violaceina nas amostras, na Figura 3 foram
comparados os padrdes isotOpicos e massas exatas obtidas entre os sinais de violaceina nos
espectros experimentais e em predicdes tedricas para as respectivas composi¢des moleculares dos
ifons (C20H14N303 para a violaceina monoprotonada, [M+H]* em m/z 344; e C20H12N303 para a
violaceina monodesprotonada, [M—H] em m/z 342). Pela similaridade entre os padrdes isotopicos
observados e pelos erros de massa (< 3 ppm), € possivel confirmar a presenca de violaceina nas
amostras, todavia, a presenca de diversos outros picos com massas ndo atribuidas a outros
compostos, demonstrou-se necessiria a procura por um composto de pureza garantida para

elucidarmos os demais objetivos do presente trabalho.

4.1.3. Analise da Violaceina do Extrato e Violaceina Composto Puro por RMN (Ressonancia
Magnética Nuclear)

Para uma anélise mais criteriosa do processo de extracdo do antimicrobiano em estudo,
realizaram-se corridas comparativas por RMN entre o extrato produzido no IQ-UNICAMP e
violaceina (composto puro) purificada pela Sigma-Aldrich para confirmacio do seu espectro de
pureza. Ambos os resultados podem ser visualizados nas Figuras 4 e 5 em ppm (partes por milhdo)

pelo deslocamento quimico.
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Figura 3. Comparagdes de padrdes isotOpicos e massas exatas entre os sinais obtidos para fons da
violaceina experimentalmente e predicdes tedricas para as respectivas composi¢des elementares
(C20H14N303 para a violaceina monoprotonada, [M+H]* em m/z 344; e C20H12N303 para a

violaceina monodesprotonada, [M—H]™ em m/z 342), com respectivos erros de m/z em ppm.
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Figura 4. Espectro de RMN: A. Violaceina sintetizada pela Sigma-Aldrich. B. Extrato de
Chromobacterium violaceum contendo violaceina. Andlises realizadas em colabora¢do com o

Prof. Dr. Alviclér Magalhaes (Instituto de Quimica da UNICAMP).

O extrato demonstra bandas mais largas em todas as regides, que indicam uma preparacao
nao purificada com relagdo ao controle (4A), dentre outros picos de contaminantes nao
identificados. A regido entre 5 a 10 ppm foi ampliada e seu espectro pode ser observado na Figura
5.

A violaceina purificada e vendida pela empresa Sigma-Aldrich, ndo apresenta nenhum
interferente na sua composi¢cdo analisada pela presente técnica, assegurada pelo fabricante como

tendo 98% de pureza.
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Figura 5. Espectro de RMN e ampliacdo entre as faixas de 5 a 10 ppm. A. Violaceina sintetizada
pela Sigma-Aldrich. B. Extrato de Chromobacterium violaceum contendo violaceina. Anélises
realizadas em colaboracdo com o Prof. Dr. Alviclér Magalhaes (Instituto de Quimica da

UNICAMP).

4.1.4. Nanomateriais de Vanadato de Prata
Em colabora¢do com o grupo de pesquisa do Prof. Dr. Oswaldo Luiz Alves e o pesquisador

Dr. Raphael Dias Holtz, ambos do laboratério de Quimica do Estado Sélido do IQ-UNICAMP,
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recebemos 11 amostras de nanomateriais de vanadato de prata (AgVO3) que se diferenciavam

apenas na temperatura de tratamento das amostras e todas com massa molecular de 206,61 g/mol.

4.2. DETERMINACAO DO MIC (CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA) E MBC

(CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA)

Afim de confirmar a resisténcia a vancomicina, para o inicio dos testes de MIC e MBC
com o0s antimicrobianos estudados, todas as amostras de Enterococcus selecionadas no presente
trabalho foram analisadas frente a diversas concentracdes de vancomicina. Os resultados podem

ser observados na Tabela 2.

Tabela 2. Determinacdo do MIC e MBC da vancomicina em concentragdes uM para linhagens

bacterianas do género Enterococcus. Os resultados foram baseados em anélises de triplicatas.

Linhagens Bacterianas MIC MBC
Enterococcus faecalis ATCC 21814 5uM 5uM
Enterococcus faecalis ATCC 29212 5uM S5uM

Enterococcus Vancomycin Resistent 73 168 uM 336 uM
Enterococcus Vancomycin Resistent 77 336 uM 336 uM
Enterococcus Vancomycin Resistent 81 168 uM 336 uM
Enterococcus Vancomycin Resistent 105 168 uM 336 uM
Enterococcus Vancomycin Resistent 130 168 uM 336 uM

Os valores de MIC indicados para resisténcia a vancomicina sao > 86 uM ou > 128ug/mL
(Lowy, 2003), confirmando que as linhagens selecionadas sdo resistentes, como também, para

controle do teste, utilizou-se linhagens padrdes sensiveis ao antibidtico (linhagem ATCC).
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As preparagdes do extrato e do composto puro da violaceina foram mantidos em
concentracdo final de 20mM, todavia, devido a dificuldade de purificar o extrato bruto, a
necessidade de altos valores da violaceina purificada pela empresa Sigma-Aldrich e a necessidade
de replicatas bioldgicas, todos os testes de MIC foram mantidos até a concentracdo maxima de 100
UM. Assim, os resultados de MIC e MBC para ambos os antimicrobianos testados podem ser
visualizados na Tabela 3.

Todas as bactérias gram-negativas ndo demonstraram atividade antimicrobiana da
violaceina na maior concentragdo utilizada, com excecdo de Pseudomonas aeruginosa. Os valores
de MIC e MBC para gram-positivas foram varidveis de acordo com a linhagem e espécie avaliadas.
Para E. faecalis ATCC a atividade antimicrobiana foi de aproximadamente 100 uM. No entanto,
para os isolados clinicos de Enterococcus resistentes a vancomicina, os valores de MIC e MBC
foram de 25 uM e > 100 uM, respectivamente, com algumas excecdes. Algumas linhagens de
Enterococcus nao foram inibidas com a maior concentracao de violaceina utilizada.

Para todas as linhagens de S. aureus testadas, observa-se um aumento da atividade
antimicrobiana, com redugdes consideraveis nos valores de MIC e MBC, que para o extrato foram
em média 12,5 uM e 25 uM respectivamente, caindo para valores de em média 0,312 uM de MIC
e 0,625 uM de MBC para o composto puro. Provavelmente, a pureza do antimicrobiano pode ter
sido responsavel pela diferenca entre os testes.

Quanto as andlises com o nanomaterial, a triagem inicial foi feita com 11 preparacdes e 04
linhagens bacterianas tanto gram-positivas (duas linhagens de S. aureus) e gram-negativas (E. coli

e Samonella) e podem ser visualizadas na Tabela 4.
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Tabela 3. Determinacao do MIC e MBC do extrato de C. violaceum contendo violaceina e da
violaceina (composto puro) em concentracdes em uM (até 100 uM) para diferentes linhagens

bacterianas. Os resultados foram baseados em andlises de triplicatas.

Extrato Violaceina
Linhagem MIC MBC MIC MBC
Acinetobacter baumannii ATCC 19606 - - - -
Enterococcus faecalis ATCC 21814 - - - -
Enterococcus faecalis ATCC 29212 - - 100 >100
Enterococcus faecalis ATCC 51299 - - 100 >100
Enterococcus faecium ATCC 6569 - - 50 100
Enterococcus Vancomycin Resistent 73 - - - -
Enterococcus Vancomycin Resistent 77 - - 50 > 100
Enterococcus Vancomycin Resistent 81 - - 12,5 > 100
Enterococcus Vancomycin Resistent 105 - - - -
Enterococcus Vancomycin Resistent 130 - - 25 > 100
Escherichia coli ATCC 25922 - - - -
Escherichia coli ATCC 35218 - - - -
Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 - - - -
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 - - 25 > 100
Salmonella 1.T2 - - - -
Staphylococcus aureus ATCC 25923 25 25 0,312 0,625
Staphylococcus aureus ATCC 29213 25 50 0,625 1,25
Staphylococcus aureus BEC 9393 25 25 0,312 0,625
Staphylococcus aureus N315 12,5 12,5 0,625 1,25
Staphylococcus aureus Rib 1 12,5 25 0,312 0,625
Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 - - - -
Streptococcus pyogenes ATCC 19615 - - 6,25 100

Indice: - indica auséncia de atividade até¢ 100 uM.

49



Tabela 4. Triagem inicial para determina¢do do MIC e MBC dos nanomateriais de vanadato de
prata (AgVOs3) em concentracdo uM para diferentes linhagens bacterianas. Os resultados foram

baseados em anélises de triplicatas.

S. aureus S. aureus Salmonella E. coli
ATCC 29213 BEC 9393 LT2 ATCC 25922
Nanomaterial MIC MBC MIC MBC MIC MBC MIC MBC
P1P6 12,5 25 12,5 12,5 12,5 12,5 6,25 6,25
P6R10 12,5 25 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
P6R10A 12,5 25 12,5 12,5 6,25 12,5 6,25 12,5
P6R12 12,5 25 12,5 25 6,25 12,5 6,25 12,5
P6R12A 12,5 25 12,5 12,5 6,25 12,5 6,25 12,5
P6R14 6,25 12,5 6,25 6,25 6,25 12,5 6,25 12,5
P6R14A 12,5 25 12,5 25 12,5 12,5 12,5 12,5
P6R16 12,5 25 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5 12,5
P6R16A 12,5 25 12,5 25 12,5 12,5 12,5 12,5
P6R18 12,5 25 12,5 12,5 6,25 6,25 6,25 6,25

P6R18A 6,25 12,5 6,25 12,5 6,25 12,5 6,25 12,5

Os resultados semelhantes para todas as preparagdes mostraram que essas formulagdes tem
potencial aplicagdo como antimicrobianos. Prosseguimos com os testes com outras linhagens
bacterianas, diversificando as espécies, todavia, analisando apenas a preparacdo P1P6 que era
preparada em curto periodo de tempo por ndo passar por tratamento hidrotérmico. Os resultados
para essa formulagdo podem ser visualizados na Tabela 5. Nesta tabela pode-se observar que o
nanomaterial agiu em todas as espécies bacterianas analisadas, confirmando sua atividade
antimicrobiana, incluindo para todas as amostras de Enterococcus resistentes a vancomicina. No6s
nao observamos correlagdes entre os valores de MIC e MBC e o tipo de parede celular bacteriana

(gram-positiva ou gram-negativa).
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Tabela 5. Determinacdo do MIC e MBC do nanomaterial de vanadato de prata (AgVOs), amostra
P1P6, em concentracdes em uM (até 100 uM) para diferentes linhagens bacterianas. Os

resultados foram baseados em andlises de triplicatas.

AgVO; P1P6
Linhagem MIC MBC

Acinetobacter baumannii ATCC 19606 25 100
Enterococcus faecalis ATCC 21814 25 > 100
Enterococcus faecalis ATCC 29212 25 > 100

Enterococcus faecalis ATCC 51299 25 50
Enterococcus faecium ATCC 6569 25 > 100
Enterococcus Vancomycin Resistent 73 25 > 100
Enterococcus Vancomycin Resistent 77 25 > 100
Enterococcus Vancomycin Resistent 81 25 > 100
Enterococcus Vancomycin Resistent 105 25 > 100
Enterococcus Vancomycin Resistent 130 25 > 100
Escherichia coli ATCC 35218 50 > 100

Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 50 100
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 50 > 100
Staphylococcus aureus ATCC 25923 50 > 100

Staphylococcus aureus N315 12,5 12,5

Staphylococcus aureus Rib 1 12,5 25

Streptococcus pneumoniae ATCC 49619 25 100

Streptococcus pyogenes ATCC 19615 50 > 100

43. ATIVIDADE COMBINADA DA VIOLACEINA, EXTRATO COM

NANOFORMULACOES DE VANADATO DE PRATA.

Realizamos também alguns testes para avaliar a interacdo do vanadato de prata com a
violaceina com amostras e cepas de Staphylococcus aureus. Inicialmente, os testes de atividade
para determinacdo do MIC e MBC foram feitos com o extrato. A técnica utilizada foi a de

concentragdo inibitoria minima em duplo gradiente, descrita por Low et al. (2013) e os resultados
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podem ser visualizados nas Tabelas 6 e 7. De acordo com os valores observados quando

substituimos na equacgdo (item 3.4 — Materiais e Métodos), a FLIC foi de < 0.5, ou seja, estes

valores indicam sinergismo para todas as amostras analisadas.

Tabela 6. Determinacdo do MIC do extrato de C. violaceum + nanomateriais de AgVO3 em
concentracoes em UM (até 100 uM) para diferentes amostras e linhagens de S.aureus.

Os resultados foram baseados em andlises de triplicatas.

MIC
Extrato de C. violaceum + Nanomateriais de AgVO;

S.aureus  P1P6 P6R10 P6R10A P6R12 P6RI2A P6R14 P6RI1I4A P6R16 P6R16A P6R18 PORISA
ATCC 25923 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12
ATCC 29213 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12

BEC 9393 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12
N315 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12
Ribl 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12

Tabela 7. Determinacdo do MBC do extrato de C. violaceum + nanomateriais de AgVO3; em
concentracdoes em uM (até 100 uM) para diferentes linhagens de S.aureus. Os resultados foram

baseados em anélises de triplicatas.

MBC
Extrato de C. violaceum + Nanomateriais de AgVOs
S. aureus  P6P1 P6R10 P6RIOA P6R12 P6R12A P6R14 P6RI14A  P6R16 P6R16A P6R18 P6RISA

ATCC 25923 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12
ATCC 29213 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
BEC 9393 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25 6,25
N315 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12
Ribl 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12 3,12

Com relagdo a violaceina comercial, ao contrario do observado com o extrato, ndo foi
verificada atividade sinérgica com nenhuma preparacdo de nanomateriais ou qualquer atividade
de interacdo entre os antimicrobianos testados (dados ndo mostrados), surgindo a hipétese que a
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atividade sinérgica independe da violaceina. Este foi um resultado interessante dado o fato que o
extrato de Chromobacterium violaceum continha violaceina entre outras moléculas como
observado nas Figuras 2 a 5. No entanto, ndo foi vidvel analisar nesse estudo, quais eram essas

interagdes que promoviam o efeito sinérgico.

4.4. CURVA DE CRESCIMENTO MICROBIANO

A linhagem S. aureus N315 foi escolhida para ser utilizada nos testes de protedmica,
transcriptoma e microscopia, uma vez que o genoma desta linhagem foi sequenciado (Kuroda et
al., 2001). Para tanto, a curva de crescimento microbiano foi avaliada para otimizacdo e
padronizacdo dos experimentos a serem realizados.

Para os testes de MIC, todas as culturas iniciaram com uma densidade celular de
aproximadamente 10° UFC/mL, todavia, se adicionar a violaceina na concentracdo do MIC em
uma cultura com essa quantidade de células bacterianas, a populacdo diminui, inviabilizando a
obtencdo de sedimento celular suficiente para as andlises subsequentes. Diversas concentracdes de
violaceina foram testadas, e procurou-se uma concentra¢do que fosse suficiente para intervir no
crescimento bacteriano nessas condi¢des, sem no entanto observar um efeito bactericida. Os dados
podem ser visualizados na Figura 6A, medida em absorbancia (A 600 nm) e Figura 6B, em
Unidades Formadoras de Colonias (UFC/mL). Com base nos resultados obtidos, padronizamos a
adi¢do de violaceina aproximadamente apds 03 horas de crescimento (indicados pela setas na
Figura 6), quando a quantidade de células na cultura é de aproximadamente 107% UFC/mL.
Portanto, de acordo com os dados apresentados, a concentracdo escolhida de violaceina para os

testes subsequentes foi de 2x MIC (1,25 uM) ou supra-MIC.
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Figura 6. Curva de crescimento da linhagem S. aureus N315 com adigdo de violaceina apos 03
horas de crescimento. A seta indica a adi¢do da violaceina em diversas concentracdes em uM. Os
dados foram plotados por tempo de crescimento (horas) por A. absorbancia (D.O. A 600 nm) e B.

Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/mL. Cada ponto representa a média de trés

experimentos independentes.
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4.5. CURVAS DE TEMPO-MORTE

Apo6s a determinacdo da MIC e MBC e algumas padronizacdes, a acdo da violaceina foi
avaliada por experimentos de tempo-morte frente a 2 linhagens de S. aureus: N315 e BEC9393
(duas linhagens descritas como resistentes a meticilina de importancia clinica). As culturas foram
tratadas com diferentes concentracdoes: MIC (N315: 0,625 uM; BEC9393: 0,312 uM), sub-MIC
(N315: 0,312 uM; BEC9393: 0,156 uM), supra-MIC (N315: 1,25 uM; BEC9393: 0,625 uM)
de violaceina, e uma cultura controle sem o antimicrobiano. Os resultados estdo demonstrados nas
figuras 7 e 8 e foram todos realizados através de triplicatas.

O tratamento com violaceina promoveu uma reducdo na densidade 6ptica (absorbancia,
Figuras 7A e 8A) e celular (UFC/mL, Figuras 7B e 8B), de ambas as cepas de S. aureus, em
comparagdo com culturas controle durante 12 horas de crescimento, exceto para a linhagem N315
com violaceina na concentracdo sub-MIC (0,312 mM), que demonstrou valores de UFC/mL
constantes durante todo o experimento (24 horas), com valores médios de 1 x 10° UFC/mL (Figura
7B). Apé6s 12 horas, ambas as linhagens de S. aureus recuperaram a capacidade de crescimento
que foi observada através do aumento da densidade 6ptica celular e nimero de UFC/mL (Figuras
7e?8).

Para elucidar se o efeito do aumento de UFC/mL ap6s 12 horas de exposicdo a violaceina
foi devido a origem de mutantes de S. aureus resistentes a violaceina, as colOnias bacterianas
isoladas a partir destas culturas foram testadas novamente para os valores de MIC. Oscilagdes nos
valores de MIC nao foram observadas (dados ndo mostrados), sugerindo que este efeito nao é

devido a origem de mutantes resistentes.
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Figura 7. Curvas de tempo-morte da linhagem S. aureus N315 tratada com diferentes
concentracdes de violaceina (sub-MIC 0,312 uM; MIC 0,625 uM e supra-MIC 1,25 uM) e
controle sem tratamento. Os dados foram plotados por tempo de crescimento (horas) por A.
absorbancia (D.O. A 600 nm) e B. Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/mL. Cada ponto

representa a média de trés experimentos independentes.

56



3,000 ~

2,500
E 2,000
= —o— Controle
& 1,500
O: 0,156 uM
21,000 —4+—0,312 uM
==(0,625 uM
0,500
0,000 *
2 4 8 16 32
Tempo (hr) A
14 -
—
12 -
'é 10 -
O
% 8 - —&— Controle
S 6 - —8—0,156 uM
0 s
5 4 0,312 uM
0,625 uM
2 4
o+——n—p = ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Tempo (hr) B

Figura 8. Curva de tempo-morte da linhagem S. aureus BEC 9393 tratada com diferentes
concentracdes de violaceina (sub-MIC 0,156 uM; MIC 0,312 uM e supra-MIC 0,625 uM) e
controle sem tratamento. Os dados foram plotados por tempo de crescimento (horas) por A.
absorbancia (D.O. A 600 nm) e B. Unidades Formadoras de Colonia (UFC)/mL. Cada ponto

representa a média de trés experimentos independentes.
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4.6. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As andlises por microscopia eletronica de transmissdo foram feitas com a linhagem S.
aureus N315, ap6és 03 horas de crescimento, na fase logaritimica de crescimento (para
conseguirmos obter uma quantidade suficiente de células). Os tratamentos com violaceina (1,25
uM) (valor escolhido apds andlises de curvas de crescimento, visualizados na Figura 6) foram
realizados nos tempos de 01 e 02 horas. As imagens foram obtidas em microscépio eletronico de
transmissdo no Laboratério de Microscopia Eletronica do Instituto de Biologia, UNICAMP e
podem ser observadas nas Figuras 9 e 10.

As andlises de ultra estrutura celular podem indicar diferentes tipos de modificacdes
morfoldgicas promovidas na linhagem bacteriana expostas a violaceina quando comparado com o
controle. Em ambos os tempos de tratamento, nas células tratadas, o septo de divisdo parece de
formato irregular (Figura 10). Além disso, a parede apresenta-se desorganizada em algumas
células, e com um aspecto fibrilar no tratamento quando comparado com células ndo tratadas
(Figura 9).

Algumas estruturas fibrilares foram frequentemente observadas no citoplasma das células
tratadas. Além disso, o efeito da violaceina sobre células de S. aureus € semelhante ao observado
em bactérias gram-positivas expostas a penicilina e outros antibiéticos beta-lactamicos (Nishino
& Nakazawa, 1976; Giesbrecht et al., 1998). Os nossos resultados ndo evidenciaram diferencas

entre tratamentos por 01 ou 02 horas de tratamento com violaceina.
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Figura 9. Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao de S. aureus N315, grupo controle.
01 hora de crescimento: A. aumento de 60.000 vezes e B. aumento de 77.500 vezes; 02 horas de

crescimento: C. aumento de 35.970 vezes e D. aumento de 100.000 vezes.
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Figura 10. Imagens de Microscopia Eletronica de Transmissao de S. aureus N315, grupo tratado
com violaceina (1,25 uM). 01 hora de tratamento: A. aumento de 60.000 vezes e B. aumento de
100.000 vezes; 02 horas de tratamento: C. aumento de 27.800 vezes e D. aumento de 60.000

VEZES.
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4.7. MODELOS ANIMAIS (TESTES IN VIVO)

Os camundongos Balb/c e C3H/Nude de 5-6 semanas foram infectados por via
intraperitoneal com 107 a 10'! UFC/mL da linhagem N315 para determinagio do valor de Dose
Letal Média (DLso). Os valores obtidos para ambas as linhagens de camundongos foram de uma
DLso de 10° células. Também observamos que 10'° células bacterianas levavam todos os animais
ao Obito (dados nao mostrados).

Com base nesses dados, um modelo de infec¢do de S. aureus N315 com camundongos
Balb/C foi estabelecido através do inéculo de 103 UFC/mL de bactérias pela via intraperitoneal. A
contagem de UFC/mL bacteriana em o6rgaos (figado e baco), como também no sangue de

camundongos apds o indculo pode ser visualizada na Tabela 8.

Tabela 8. Contagens em UFC/mL de S.aureus N315 apés infeccdo em camundongos Balb/C,

N = 3 animais por grupo/dia.

()rgﬁos
Dias Sangue  Figado Baco
03 1x10° 1x10° 1x10*
05 1x10’ 1x10° 1x 107
08 0 0 0
11 0 0 0
15 0 0 0

Nao foram observados resultados indicativos de infec¢do/doenga nos camundongos apods 5
dias de infec¢d@o. Na literatura ndo existe nenhum modelo de inoculacdo intraperitoneal para essas
linhagens de camundongos com a espécie bacteriana citada, o que dificulta o estabelecimento de
um modelo para andlises in vivo.

Paralelamente, testou-se a citotoxidade da violaceina em camundongos Balb/C. A
violaceina nas concentracdes de 0,1 mg/Kg; 0,2 mg/Kg e 0,5 mg/Kg (dose tnica) foi injetada via
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intraperitoneal, sendo o grupo controle tratado com DMSO (veiculo diluente da violaceina) em
PBS (15%). Observaram-se os camundongos durante 04 horas ap6s a aplicagcdo de violaceina e ao
longo de 07 dias apds o tratamento. Os resultados preliminares indicam auséncia de toxicidade
aparente nas concentracdes de violaceina utilizadas. De fato, tais resultados corroboram
informacdes da Sigma-Aldrich que indicam que a dose letal de violaceina para camundongos € de

100 mg/Kg.

4.8. ANALISE PROTEOMICA
4.8.1. Extracao de Proteinas de S. aureus

A extracdo de proteinas totais de S. aureus foi feita com a linhagem N315. Para tanto, apos
03 horas de crescimento, na fase log da cultura (quantidade suficiente de células para realizar a
extracdo protéica), realizou-se o tratamento com violaceina (1,25 uM) (valor escolhido apds
andlises de curvas de crescimento, visualizados na Figura 6) e 01 hora apds, aliquotas da cultura
tratada e cultura controle foram retiradas para os ensaios. Foram realizadas 03 extra¢des diferentes
e a quantificacdo pelo método de Bradford resultou na concentragdo média de 1.000 pg/mL de

proteina por extragao.

4.8.2. SDS-PAGE

Os extratos protéicos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida, utilizando-
se a técnica de SDS-PAGE, para separar as proteinas de acordo com sua massa molecular e
observacao do perfil das proteinas extraidas. Para tal, foi utilizado um gel de separacdo a 12% e

um gel de empacotamento a 5%. Proteinas extraidas de linhagem N315 de S. aureus tratadas e
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nao-tratadas com violaceina foram corridas lado a lado no gel, para comparagdo dos perfis, como
pode ser visualizado na Figura 11.

Nesta figura, encontra-se uma representacdo de todos os géis de SDS-PAGE realizados, e
notou-se a diferenca da intensidade de algumas bandas protéicas com relacao a tratamento/controle

como visto no exemplo.

116
974

2

66,2
45
31

21,5

14,4

Figura 11. Gel de SDS-PAGE das proteinas celulares extraidas de S.aureus N315 na
concentracdo de 100ug. M.M. Massa Molecular de 200 a 6,5 kDa; 1. Amostra tratamento de 01

hora com violaceina (1,25 uM); 2. Amostra cultura controle sem tratamento.

4.8.3. Eletroforese Bidimensional
A eletroforese bidimensional foi realizada de acordo com a metodologia descrita por

Smolka et al. (2003). Foram feitas 03 extra¢des protéicas, sendo as duas primeiras extragcdes com
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géis em triplicatas e a ultima extracdo com géis duplicados, resultando em 16 géis: 08 géis com
amostras tratadas e 08 géis com amostras controles, numero ideal de replicatas encontrado na
literatura para essa técnica. Os géis de referéncia de tratamento/controle podem ser visualizados

na Figura 12.
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Figura 12. Géis de eletroforese bidimensional de referéncia para as andlises de intensidade de
spots protéicos (Extrato protéico total de S. aureus N315). A. Tratamento com violaceina (1,25

uM) e B. Controle com células ndo tratadas.

4.8.4. Analise dos Dados dos Géis e Digestao in gel: Identificacdo dos Spots Protéicos por
Espectrometria de Massas

No software Imagemaster™ 2D Platinum v. 6.0 os dados de correlagdes entre os géis
proximos de 60% foram consideradas para a etapa de intra-classes que avalia a intensidade dos

spots (expressao protéica) entre as amostras tratadas e controles. Quatro géis (02 amostras tratadas
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com violaceina e 02 amostras controles) foram excluidos para as andlises seguintes, pois
apresentaram valores abaixo do recomendado. A dificuldade de reprodutibilidade da técnica € um
fator a ser considerado.

Foram listados 98 spots com valores de expressdao significativos na maioria dos géis, e
foram avaliados estatisticamente para a identificacdo dos spots por espectrometria de massas. Os
dados foram analisados pelo software SAM — Significance Analysis of Microarrays (Stanford
University), pelo FDR (False Discovery Rate), com ajuste para deteccdo de diferencas de
expressao iguais ou superiores a 1,5 de fold-change (amostras de duas classes nio pareadas, teste-
T, e p-value < 0.05).

ApOs andlise estatistica, as proteinas foram classificados em: spots positivos (n = 19), que
foram diferencialmente expressos no tratamento com violaceina em relacdo ao controle (Tabela 9)
e spots negativos (n = 18) os spots que foram somente expressos no controle, ou seja, inibidos pelo
tratamento (Tabela 10).

As proteinas identificadas foram colocadas nas tabelas por ordem de identificacdo dos
spots (Spot ID), nimero de acesso (Acession no.), correspondente no NCBI (National Center for
Biotechnology - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), gene, fun¢des (Putative function), vias
associadas com base nos dados do NCBI (genoma, Kuroda et al., 2001) e Uniprot (Universal
Protein Resource — www.uniprot.org) (Functional category), preferencialmente com o proteoma

de S. aureus N315.
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Tabela 9. Identificacdo de proteinas celulares de S. aureus N315 induzidas (up-regulation) apds tratamento de 01 hora com violaceina.

Spot ID Acession no. Gene Putative Function Functional Category Mw (KDa) pl Mascot score  Coverage (%)
294 gi|15925321 JhutU urocanate hydratase amino acid metabolism 60854 5.23 306 18
345 €i|15925103 glyA serine hydroxymethyltransferase amino acid metabolism 45315 5.75 527 30
424 2i|15923689 fruB fructose 1-phosphate kinase carbohydrate metabolism 32594 4.66 75 12
333 2i|6015099 eno Enolase; phosphoglycerate dehydratase glycolysis 47145 4.52 724 41
383 i|15923762 gapAl glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase glycolysis 36372 4.89 261 21
408 gi|15923231 IdhA L-lactate dehydrogenase glycolysis/stress response 34662 4.94 465 36
381 gi|15927110 Xaa-Pro dipeptidase hydrolase 39583 523 579 31
443 gi|15925559 isaA probable transglycosylase IsaA hydrolase 24189 5.90 96 10
453 2i|15924697 putative metal-dependent hydrolase hydrolase 25349 5.11 162 17
390 €i|15923973 fabH 3-oxoacyl-(acyl carrier protein) synthase III lipid metabolism 33915 4.86 135 16
349 2i[237823988 pyrC Dihydroorotase Chain A nucleotide metabolism 46561 5.01 364 26
371 gi|15925161 gcaD UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase nucleotide metabolism 44952 4.86 274 23
318 i|[15923157 aldA aldehyde dehydrogenase-like protein oxidoreductase 53684 5.07 359 22
324 gi|15925597 mqo2 malate:quinone oxidoreductase oxidoreductase 56135 6.12 693 37
290 2i|1169381 dnaK Chaperone protein DnaK stress response 66364 4.63 160 10
440 gi[15924245 codY transcriptional repressor CodY transcription/stress response 28737 5.87 692 45
454 gi|15924249 frr ribosome recycling factor translation 20341 5.04 448 46
262 €i15924129 pheT phenylalanyl-tRNA synthetase subunit beta tRNA processing 89113 4.66 209 11
499 gi[15925208 hypothetical protein SAV2687 16323 4.61 99 19
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Tabela 10. Identificagdo de proteinas celulares de S. aureus N315 inibidas (down-regulation) apés tratamento de 01 hora com

violaceina.

Spot ID Acession no. Gene Putative Function Functional Category Mw (KDa) pl Mascot score  Coverage (%)
279 gi|15925144 glmS glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase amino acid metabolism 65909 4.90 545 26
310 2i221141034 cysS cysteinyl-tRNA ligase amino acid metabolism 53814 5.25 349 22
376 2i|15923947 rocD?2 ornithine--oxo-acid transaminase amino acid metabolism 43675 5.21 508 25
306 2i|15925151 glmM phosphoglucosamine-mutase carbohydrate metabolism 49377 4.65 362 22
357 2i|15924684 icd isocitrate dehydrogenase carbohydrate metabolism 46451 4.84 461 29
319 2i|15924176 ftsZ cell division protein FtsZ cell wall biogenesis/degradation 41012 4.87 257 15
353 2i|15927674 murAl UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase cell wall biogenesis/degradation 45025 5.62 355 22
276 2i[258454958 pdhC branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase sub E2 glycolysis 46398 4.87 212 19
335 2i[222447083 pgi Chain A, Structure Of Glucose 6-Phosphate Isomerase glycolysis 49926 4.83 678 35
398 2i[15924084 pdhB pyruvate dehydrogenase E1 component beta subunit glycolysis 35224 4.65 235 23
375 2i|9937361 mvaS HMG-CoA synthase isoprenoid biosynthetic process 43362 497 578 41
362 2i|49484360 pdp pyrimidine-nucleoside phosphorylase nucleotide metabolism 46363 491 360 22
450 2i[15924468 cmk cytidylate kinase nucleotide metabolism 24637 5.07 443 38
292 2i[15924138 sdhA succinate dehydrogenase flavoprotein subunit oxidoreductase 65633 5.40 464 21
372 2i[15923931 putative NADH dehydrogenase oxidoreductase 44362 5.35 411 29
282 2i[15924620 aspS aspartyl-tRNA synthetase translation 66728 4.96 546 25
322 2i[15924555 glyQS glycyl-tRNA ligase translation 53871 4.99 587 33
363 2i[15924926 hypothetical protein SAV1936 48146 5.07 464 26
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A Massa Molecular (Mw) estimado em kDa, Ponto Isoelétrico (pI), Mascot Score
(pontuagdo do programa), a Porcentagem de Cobertura (Coverage) das Sequencias foram descritos
também. A predominancia foi de proteinas com valores de pH préximos de acidez.

Os 19 spots positivos, demonstrados no tratamento com violaceina sdo considerados como

“up-regulation” ou regulagdo positiva, com expressdo diferenciada de algumas proteinas
relacionadas principalmente ao metabolismo normal celular. Somente a proteina hipotética
denominada SAV2687 nao foi atribuida identificacdo especifica ou funcdo celular, embora
apresente similaridade a proteina ribbossomica L13.
O padrao observado de expressdo de proteinas de S. aureus tratadas com violaceina, sugere a
indu¢do de enzimas com funcdes em vias metabodlicas diferentes. Esta € provavelmente uma
tentativa desta bactéria de contornar o efeito inibitério do farmaco. Proteinas ou peptideos com
fungdes na glicolise, metabolismo de carboidratos, nucleotideos, e sintese protéica foram
positivamente expressos. Além disso, uma chaperona e outras proteinas de estresse celular foram
também induzidas indicando uma resposta geral a uma condicao de estresse.

Os 18 spots negativos, demonstrados no grupo controle sdo considerados como “down-
regulation” ou regulacdo negativa (Tabela 10). Os mesmos pardmetros de corte foram aplicados
para esse grupo e somente uma proteina hipotética (SAV1936) ndo foi atribuida identificacdo
especifica ou func¢ao celular, embora apresente similaridade com aspartato transaminase.

A comparagdo com o controle indicaram que algumas proteinas com funcdo no
metabolismo geral (glicdlise, metabolismo de aguicares, aminodcidos e nucleotideos) foram
inibidas em células tratadas com violaceina. Estes resultados estdo relacionados a uma resposta

geral de S. aureus a condig¢do de estresse imposta pela violaceina. Todavia, 05 proteinas foram
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relacionadas ao processo de sintese de parede bacteriana e de divisdo celular, alvo de acdo de
diversos grupos de antibidticos e antimicrobianos e foram reprimidos por violaceina.

Estes resultados indicam que esses processos sao afetados, que corroboram a modificacao
da ultra estrutura celular também observada neste estudo. Os septos anormais observados nas
células tratadas apontam para o fendtipo de regulagdo negativa, por exemplo, de FtsZ observada

pelos resultados de protedmica.

4.9. TRANSCRIPTOMA: SEQUENCIAMENTO DE RNA
4.9.1. Extraciao de RNA e Sequenciamento

O método de extragdo através do Kit Qiagen padronizado neste estudo demonstrou
resultados satisfatorios quanto a qualidade e integridade das amostras. Todas as amostras de RNA
obtiveram uma média de rendimento na concentragdo de 160 ng/uL apds tratamento com a enzima
DNase I. A quantidade de 1 pg do RNA total foi enriquecido com o kit MicrobExpressTM
Bacterial mRNA Enrichment para isolamento de RNA mensageiro (RNAm), sintese de cDNA e
posterior constru¢do de bibliotecas para sequenciamento, com a média de rendimento na
concentracdo de 12 ng/uL.

A verificacdo de qualidade das bibliotecas para sequenciamento foram realizadas em
equipamento com sistema de eletroforese virtual de alta resolu¢do LabChip GX (PerkinElmer,
Waltham, MA, USA) e Experion (BioRad, Hercules, CA, USA), e alguns exemplos dos resultados

estdo demonstrados na Figura 13.
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Figura 13. Perfil eletroforético virtual de 31 amostras/bibliotecas de cDNA prontas para
sequenciamento (Equipamento LabChip). A qualidade das amostras foi dada pela intensidade das

bandas na média de 300-400 pb.

4.9.2. Anélises dos Dados de RNA-Seq

Os dados foram filtrados, normalizados e alinhados com o genoma de referéncia, e a
porcentagem (%) dos alinhamentos com as CDSs (Coding Sequences) (para S. aureus + 2.700
genes) foi o valor mais significativo, indicativo de qualidade das corridas para inicio das andlises.

As porcentagens abaixo de 50% foram re-sequenciadas e re-analisadas.
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4.9.3. Analise da Expressao Diferenciada dos Genes (RPKM) e Identificacao de CDSs (Coding
Sequences) Diferencialmente Expressas

A medida de RPKM (Leituras por Kilobase de regides expressas a cada de milhao de leituras
mapeadas) é utilizada para normalizar as leituras de cada amostra, considerando o tamanho do
gene, o tamanho da amostra (biblioteca) e a quantidade de leituras expressas no gene em questdo
(Mortavazi et al., 2008).

Os dados de RPKM entre amostras do grupo tratamento e grupo controle de S. aureus N315
obtidos no presente trabalho foram estatisticamente analisados utilizando como critério FDR (False
Discovery Rate) ou p-value ajustado com valor de corte para 0,15 e p-value < 0.01. No tempo de
15 minutos para ambos tratamentos de MIC e sub-MIC as amostras analisadas ndo demonstraram
diferenca significante entre culturas celulares tratadas com violaceina e nlo tratadas (controle).

Nos tempos de 01 e 03 horas de tratamento, ambas amostras tratadas com MIC e sub-MIC,
os valores de expressao génica diferencial positiva ou negativa foram classificados de acordo com
o fold-change com valores de corte de 1,5-fold em valores de log>. Assim sendo, foram
considerados genes diferencialmente expressos positivamente com valores maiores ou iguais que
1,5-fold ratio (propor¢do) ou 0,6 log> e expressos negativamente com valores menores ou iguais
que -0,6 logz. Para que ndo ocorressem erros nos célculos de fold-change, os valores de RPKM de
amostras que resultaram no valor 0 em apenas um dos grupos de andlise (tratamento ou controle),
foram substituidos por 01 em todas as tabelas de célculos (dados ndo mostrados) e valores préximos
de 40 resultaram dessas leituras zeradas.

Os dados resultantes das andlises de transcriptoma foram plotados nas tabelas a seguir,
identificados por nimero de CD (Coding sequence) ou sequéncia codificante, nimero de acesso

(Acession no.) correspondente no NCBI (National Center for Biotechnology -
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/), gene, funcdes putativas (Putative function), vias
associadas com base nos dados do NCBI (genoma, Kuroda et al, 2001) e Uniprot (Universal
Protein Resource — www.uniprot.org) (Functional category), preferencialmente com o proteoma
de S. aureus N315 e valores de fold-change em logy.

No tempo de 01 hora e tratamento de MIC, foram observados 62 genes com expressao
induzida (Tabela 11), sendo 17 genes com funcdes desconhecidas ou sem categorias e vias
funcionais associadas. Vias e fungdes destacadas de fatores de viruléncia, resposta ao estresse,
sistema de dois-componentes e processos enzimdticos gerais. Com expressdo inibida, foram
observados 32 genes diferencialmente expressos, sendo 10 genes caracterizados como proteinas
hipotéticas ou desconhecidas, que podem ser visualizados na Tabela 12. Com destaque para os
genes de biogénese e degradacdo de parede celular e processos enzimaticos gerais. Especialmente
para o gene murAl, também visualizado com expressdao negativa nos dados de protedmica.

Ainda no tempo de 01 hora, porém, com tratamento sub-MIC, observou-se 82 genes com
expressao positiva, visualizados na Tabela 13, sendo 35 genes com fun¢des desconhecidas ou sem
categorias e vias funcionais associadas, destacando-se os altos valores de fold-change para as
mesmas. E expressdo negativa com 64 genes diferencialmente expressos, maioria com vias
enzimaticas gerais e, 26 genes com funcdes ou vias desconhecidas (Tabela 14).

No tempo de 03 horas, com tratamento de MIC, obtivemos o maior nimero de genes
diferencialmente expressos. Expressao positiva com total de 108 genes, e 43 genes identificados
como proteinas hipotéticas, demonstrados na Tabela 15. Destaque para genes associados ao
sistema de dois-componentes, transportadores ABC, resposta ao estresse € manutencio
homeostatica. E na Tabela 16, foram listados os 120 genes diferencialmente expressos

negativamente, sendo 41 genes com vias ou fun¢des desconhecidas. E as principais fungdes e vias
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associadas foram: parede celular, reparo de DNA, fatores de viruléncia e sistema de dois-
componentes.

Para o tratamento de sub-MIC, ainda no tempo de 03 horas, a diferenca estatistica para os
genes expressos resultou em: positivamente expressos (Tabela 17) num total de apenas 08 genes,
envolvidos em processos de estresse e transportadores ABC e 2 genes caracterizados como
proteinas hipotéticas. E negativamente expressos, apenas 12 genes, alguns relacionados com
respiracdo celular e 6 genes com funcdes desconhecidas ou sem categorias e vias funcionais
associadas.

Em resumo, os dados de transcriptoma apresentados fazem parte de uma andlise inicial de
padrdes de expressdo génica global de S. aureus em resposta ao tratamento com a violaceina para
a possivel identificacdo de genes alvos do mecanismo de acdo do antimicrobiano, com destaque
para as vias de divisdo celular, sintese de peptideoglicano, sistema de dois-componentes e

transportadores ABC.
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Tabela 11. Genes positivamente expressos em S. aureus N315 tratados por 01 hora com

violaceina na concentracao de 0,625 uM (MIC) identificados por sequenciamento de RNA.

CD Acession no. Gene Putative Function Functional Category Fold Change
756 NP_372290.1 proline dehydrogenase-like protein amino acid metabolism 0,6
2698 ZP_06343237.1 ACT domain-containing protein amino acid metabolism 2.8
659 EHT49507.1 pbpB penicillin binding transpeptidase domain protein antibiotic response 2,0
740 EIK07039.1 mprF phosphatidylglycerol lysyltransferase antibiotic response 1,0
1748 YP_005296895.1 slel autolysin cell wall biogenesis/degradation 2,2
361 NP_372694.1 wlQ hemolysin III cytolysis 2,6
802 NP_374526.1 odhA 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component glycolysis 47,2
814 NP_372940.1 gpmA phosphoglyceromutase glycolysis 1,3
1103 NP_371127.1 ywfO dGTP triphosphohydrolase hydrolase 1,2
1880 NP_371964.1 ypcP 5'-3' exonuclease hydrolase 0,9
1895 EIK03954.1 cobB NAD-dependent deacetylase hydrolase 1,1
2320 NP_371676.1 nucleoside-triphosphatase hydrolase 1,1
1935 NP_371082.1 cytosine deaminase ion binding 0,6
267 NP_372869.1 gltS sodium/glutamate symporter ion transport 22
1592 NP_372900.1 corA cationic transporter ion transport 3,1
1740 NP_372651.1 pyrG CTP synthetase nucleotide metabolism 0,6
1978 NP_372796.1 mobB molybdopterin-guanine dinucleotide biosynthesis nucleotide metabolism 1,1
2248 NP_371289.1 hypothetical protein SAV0765 nucleotide metabolism 2,0
539 NP_372024.1 ygkF oxidoreductase oxidoreductase 0,7
1503 NP_372226.1 malate dehydrogenase-like protein oxidoreductase 1,2
2081 ZP_06929052.1 nrdE ribonucleoside-diphosphate reductase oxidoreductase 1,6
2395 NP_371672.1 sdhA succinate dehydrogenase flavoprotein subunit oxidoreductase 1,1
2427 NP_370612.1 SORDL sulfide-quinone reductase oxidoreductase 0,9
1970 EHT76902.1 cytochrome C assembly family protein protein complex 1,1
331 NP_373071.1 ogt methylated-DNA--protein-cysteine methyltransferase stress response 1,1
642 NP_372288.1 rot repressor of toxins Rot transcription 3,1
1848 NP_372086.1 dnaG DNA primase transcription 1,9
1253 E01482.1 yjbM GTP pyrophosphokinase transferase 0,6
1302 NP_371703.1 mraW S-adenosyl-methyltransferase MraW transferase 2,8
1358 NP_371605.1 ywbD hypothetical protein SAV1081 transferase 0,8
1403 NP_372948.1 bioF 8-amino-7-oxononanoate synthase transferase 0,6
1633 NP_370883.1 metl cystathionine gamma-synthase transferase 2,7
2084 7ZP_04840087.1 csd selenocysteine lyase transferase 0,8
2416 EHS32032.1 cls phospholipase D domain protein transferase 1,3
1255 ZP_04867733.1 ileS isoleucyl-tRNA synthetase translation 0,7
771 NP_370908.1 tnp IS1181 transposase transposition 1,5
14 NP_372352.1 entA extracellular enterotoxin type I virulence factor 2,3
107 EHT95565.1 isdA iron-regulated surface determinant protein A virulence factor 1,0
157 EHT89372.1 rny ribonuclease Y virulence factor 0,6
332 NP_371367.1 ABC transporter virulence factor 2,6
1439 NP_372944.1 higC gamma-hemolysin component C virulence factor 0,8
1581 NP_371540.1 ltaA hypothetical protein SAV1016 virulence factor 3,1
2267 NP_371938.1 arlS protein histidine kinase virulence factor 0,6
2301 NP_373052.1 STtA sortase virulence factor 2,2
2551 NP_375050.1 chp chemotaxis-inhibiting protein CHIPS virulence factor 1,7
22 NP_372888.1 hypothetical protein SAV2364 0,6
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Continuagdo Tabela 11.

CD Acession no. Gene Putative Function Functional Category Fold Change
53 NP_371637.1 JisW hypothetical protein SAV1113 0,7
122 NP_373033.1 ywaC hypothetical protein SAV2509 1,1
174 NP_370601.1 hypothetical protein SAV0077 1,7
210 ABO37813.1 unknown 09
335 ZP_06948791.1 hypothetical protein 29
391 NP_371855.1 hypothetical protein SAV1331 1,4
540 NP_373028.1 hypothetical protein SAV2504 0,9
559 NP_374866.1 hypothetical protein SA1577 1,1
810 YP_001245977.1 hypothetical protein SaurJH9_0597 0,6
1365 NP_371983.1 hypothetical protein SAV1459 0,7
1647 NP_373651.1 hypothetical protein SA0400 L5
1847 NP_370954.1 hypothetical protein SAV0430 0,7
1908 NP_370629.1 hypothetical protein SAV0105 0,9
1958 NP_372393.1 hypothetical protein SAV1869 0,7
2145 NP_372656.1 hypothetical protein SAV2132 1,0
2188 NP_372788.1 hypothetical protein SAV2264 1,6
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Tabela 12. Genes negativamente expressos em S. aureus N315 tratados por 01 hora com

violaceina na concentracao de 0,625 uM (MIC) identificados por sequenciamento de RNA.

CD GenBank Gene Putative Function Functional Category Fold Change
2351 NP_371204.1 lysine decarboxylase family protein amino acid metabolism -1,8
245 YP_001575408.1 argR arginine repressor amino acid metabolism -0,6
108 NP_372719.1 lacA galactose-6-phosphate isomerase subunit LacA carbohydrate metabolism -3.3
1609 NP_371028.1 yabM low temperature requirement B protein carbohydrate metabolism -0,7
1924 NP_372831.1 atl autolysin E cell wall biogenesis/degradation -1,6
359 NP_371542.1 murE UDP-N-acetylmuramoylalanyl-D-glutamate--L-lysine ligase  cell wall biogenesis/degradation -1,0
605 NP_375207.1 murAl UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase cell wall biogenesis/degradation -1,0
270 NP_371922.1 hippurate hydrolase hydrolase -0,6
1906 NP_372874.1 est esterase hydrolase -0,6
620 NP_372567.1 nrgA ammonium transporter ion transport -0,9
128 NP_372632.1 atpE FOF1 ATP synthase subunit C ion transport -0,9
1430 NP_371667.1 hypothetical protein SAV1143 nucleotide metabolism -0,7
49 NP_370578.1 tnpCl transposase C transposition 2,4
835 NP_371522.1 mecA adapter protein mecA protein binding -0,7
1706 NP_370733.1 ggt gamma-glutamyltranspeptidase transferase 2,1
607 NP_372615.1 thiE thiamine-phosphate pyrophosphorylase transferase -0,9
2091 NP_372258.1 acuA acetoin dehydrogenase-like protein transferase -0,8
990 NP_373185.1 acetyltransferase transferase -0,7
860 NP_371284.1 hprK HPr kinase/phosphorylase transferase -0,7
460 NP_370771.1 gatC PTS galactitol-specific enzyme IIC component transferase -0,6
1777 NP_373226.1 vraE vraE protein virulence factor -2,5
2213 NP_371732.1 fibrinogen binding protein virulence factor -2,1
2205 NP_371789.1 hypothetical protein SAV1265 -1,6
1676 NP_370816.1 hypothetical protein SAV0292 -1,3
1641 7ZP_04839738.1 hypothetical protein SauraC_10350 -1,1
1929 NP_372820.1 hypothetical protein SAV2296 -1,1
2033 NP_372450.1 hypothetical protein SAV1926 -1,0
2516 NP_370699.1 hypothetical protein SAV0175 -1,0
1968 NP_372665.1 hypothetical protein SAV2141 -0,9
1819 NP_373101.1 hypothetical protein SAV2577 -0,9
1469 YP_499508.1 hypothetical protein SAOUHSC_00955 -0,7
1820 NP_373099.1 hypothetical protein SAV2575 -0,6
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Tabela 13. Genes positivamente expressos em S. aureus N315 tratados por 01 hora com

violaceina na concentracao de 0,312 uM (sub-MIC) identificados por sequenciamento de RNA.

CD GenBank Gene Putative Function Functional Category Fold Change
960 NP_373280.1 mecl methicillin resistance regulatory protein antibiotic response 2,5
871 ZP_04867063.1 vraF ABC superfamily ATP binding cassette transporter ATP-binding 1,1
1570 NP_371157.1 ABC transporter ATP-binding protein ATP-binding 0,8
475 NP_373387.1 capB capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap5SB capsule biogenesis/degradation 0,8
1853 YP_003283394.1 pgcA phosphoglucomutase family protein carbohydrate metabolism 0,7
654 NP_374914.1 specificity determinant HsdS DNA binding 2,5
2307 NP_371355.1 ydbP thioredoxin electron transport 0,7
818 NP_371620.1 pdhD dihydrolipoamide dehydrogenase glycolisys 1,3
529 NP_373040.1 fop fructose-bisphosphatase glycolisys 1,1
830 NP_371570.1 sspC cysteine protease hydrolase 1,0
75 NP_372858.1 hutG formimidoylglutamase hydrolase 0,6
2602 EHT72707.1 DHH family protein hydrolase 0,6
2115 ZP_04866429.1 allophanate hydrolase subunit 1 hydrolase 1,7
2234 NP_371645.1 glpQ glycerophosphoryl diester phosphodiesterase hydrolase 0,8
501 NP_373214.1 pcp pyrrolidone-carboxylate peptidase hydrolase 3.8
799 NP_371725.1 pyrC dihydroorotase hydrolase 0,8
1795 ZP_05681503.1 N-acetylMuramoyl-L-alanine amidase hydrolase 0,7
2400 YP_005738647.1 mrnC ribonuclease 111 hydrolase 2,6
1120 NP_372844.1 phosphoglycolate phosphatase hydrolase 1,3
156 NP_375054.1 lytic enzyme hydrolase 1.5
602 NP_372631.1 atpF FOF1 ATP synthase subunit B ion transport 1.3
205 NP_372208.1 dnal primosomal protein Dnal nucleotide metabolism 2,0
587 NP_372683.1 mtlD mannitol-1-phosphate 5-dehydrogenase oxidoreductase 1,0
282 NP_371885.1 msrA methionine sulfoxide reductase A oxidoreductase 1,9
516 NP_373141.1 nrdD anaerobic ribonucleoside triphosphate reductase oxidoreductase 0,9
2383 NP_371118.1 mercuric reductase-like protein oxidoreductase 1,1
22717 NP_371512.1 oppD ATP-binding protein OppD-like protein protein transport 0,9
150 NP_372554.1 groS co-chaperonin GroES stress response 1,1
308 NP_371778.1 hslU ATP-dependent protease ATP-binding subunit HslU stress response 0,8
2308 EHM58847.1 peroxiredoxin, Ohr family stress response 1,6
2053 NP_372387.1 bacterioferritin comigratory protein stress response 0,6
1608 NP_371030.1 ribosome-associated heat shock protein stress response 3,9
2131 NP_372078.1 fur ferric uptake regulator-like protein transcription 0,7
999 NP_373164.1 BglG family transcription antiterminator transcription 0,8
327 ZP_06324209.1 pyrR bifunctional protein pyrR transcription 0,7
1824 NP_373091.1 oatA acetyltransferase transferase 0,8
462 YP_001574143.1 pflB formate acetyltransferase transferase 0,7
1179 EHQ69327.1 sceD putative transglycosylase SceD transferase 2,5
2446 NP_370878.1 acetyl-CoA acetyltransferase transferase 0,9
1801 NP_373148.1 two-component sensor histidine kinase transferase 1,6
634 NP_375013.1 pcrB heptaprenylglyceryl phohate synthase transferase 1,0
105 NP_372742.1 rplM 508 ribosomal protein translation 0,7
1076 NP_372965.1 flp fmtA-like protein transmembrane protein 0,9
2467 7ZP_06320334.1 formate/nitrite transporter transmembrane transport 1,0
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Continuacdo Tabela 13.

CD Acession no. Gene Putative Function Functional Category Fold Change
2376 NP_371134.1 yvrB iron(III) ABC transporter permease transmembrane transport 0,6
400 NP_371167.1 ATP-binding cassette transporter A transmembrane transport 0,8
488 NP_370551.1 tnp transposase for IS-like element transposition 2,5
484 1202257C tnpAl gene tnpA transposition 0,7
1104 ZP_06927996.1 hssS heme sensor protein hssS virulence factor 1,4
1040 ZP_06928172.1 L-serine dehydratase 0,7
1070 NP_372981.1 hypothetical protein SAV2457 0,8
1126 NP_372832.1 hypothetical protein SAV2308 2,8
1164 NP_372681.1 hypothetical protein SAV2157 1,2
1236 NP_372449.1 hypothetical protein SAV1925 0,9
1269 NP_372341.1 hypothetical protein SAV1817 6,0
1314 NP_372144.1 hypothetical protein SAV1620 0,9
1391 YP_006195401.1 hypothetical protein ST398NMO01_1328 1,0
1429 YP_003282035.1 hypothetical protein SAAV_1121 48,5
1456 EHMS82432.1 hypothetical protein SA21340_2385 0,6
1487 NP_371493.1 hypothetical protein SAV0969 39
1518 ZP_04865580.1 conserved hypothetical protein 0,7
1563 NP_373869.1 hypothetical protein SA0614 0,9
1592 YP_001245977.1 hypothetical protein SaurJH9_0597 49,0
1632 NP_373646.1 hypothetical protein SA0395 1,6
1648 NP_370879.1 hypothetical protein SAV0355 0,8
1665 NP_370841.1 hypothetical protein SAV0317 1,6
1682 YP_005756735.1 ABC-2 transporter family protein 0,6
1846 YP_003283412.1 hypothetical protein SAAV_2576 1,6
1848 NP_373028.1 hypothetical protein SAV2504 48,1
1912 NP_372861.1 hypothetical protein SAV2337 0,6
1939 NP_372779.1 hypothetical protein SAV2255 0,8
1954 NP_372702.1 hypothetical protein SAV2178 1,2
1962 YP_417493.1 hypothetical protein SAB2035 474
2102 NP_372189.1 hypothetical protein SAV1665 0,8
2122 NP_372115.1 hypothetical protein SAV1591 1,2
2124 NP_372100.1 hypothetical protein SAV1576 0,9
2135 7ZP_04838124.1 hypothetical protein SauraC_01800 2,6
2191 NP_371844.1 hypothetical protein SAV1320 1,0
2225 NP_371685.1 hypothetical protein SAV1161 0,9
2291 NP_371464.1 hypothetical protein SAV(0940 1,0
2392 YP_001245971.1 hypothetical protein SaurJH9_0591 1,0
2409 NP_371013.1 hypothetical protein SAV0489 1.3
2424 ZP_06815505.1 hypothetical protein SMAG_00851 1,0
2514 NP_370704.1 hypothetical protein SAV0180 0,8
2666 ZP_00234340.1 conserved hypothetical protein 0,6
2699 NP_372001.1 hypothetical protein SAV1477 48,6
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Tabela 14. Genes negativamente expressos em S. aureus N315 tratados por 01 hora com

violaceina na concentracao de 0,312 uM (sub-MIC) identificados por sequenciamento de RNA.

CD GenBank Gene Putative Function Functional Category Fold Change
1010 NP_373127.1 amino acid transporter amino acid metabolism 2,2
2560 T44111 conserved hypothetical protein [imported] beta-lactamse like -1,5
628 NP_375102.1 anti repressor DNA binding -3,1
345 EHT49195.1 pdhC dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase glycolysis -1,3
2220 YP_186051.1 YfnB HAD superfamily hydrolase hydrolase 22

81 YP_005326610.1 ureA urease subunit gamma hydrolase -0,7
353 NP_371584.1 qoxB quinol oxidase polypeptide I ion transport -1,7
2532 NP_370644.1 hypothetical protein SAV0120 ion transport -1,2
2045 EGS92900.1 YihY family protein membrane component -0,9

87 NP_372793.1 mobA molybdopterin-guanine dinucleotide biosynthesis nucleotide metabolism -0,7
323 NP_371733.1 gmk guanylate kinase nucleotide metabolism -0,8
230 EHT47759.1 lepA GTP-binding protein LepA nucleotide metabolism -2,3

49 NP_370578.1 tnpCl transposase C transposition -1,4
729 NP_371998.1 gpsA glycerol-3-phosphate dehydrogenase oxidoreductase -0,8
294 NP_371826.1 glpD aerobic glycerol-3-phosphate dehydrogenase oxidoreductase -2,1
704 NP_372107.1 hemN coproporphyrinogen III oxidase oxidoreductase -0,6
1656 NP_370863.1 luciferase family protein oxidoreductase -0,9
511 7P _05697292.1 secA2 translocase subunit secA 2 protein transport 2,1
1976 NP_372620.1 ssb ssDNA-binding protein stress response -1,4
283 NP_371881.1 gleT transcription antiterminator transcription -0,6
420 NP_371059.1 nusG transcription antitermination protein transcription -1,6
1916 NP_372848.1 glvR transcriptional regulator transcription -2,1
1150 NP_372725.1 MerR MerR family transcription regulator-like protein transcription -0,8
610 EGS92620.1 ATPase/histidine kinase/DNA gyrase transferase -1,0
692 ZP_05642692.1 queA S-adenosylmethionine:tRNA ribosyltransferase-isomerase transferase -1,3
787 NP_371764.1 trmD tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase transferase 2.4
1603 YP_039982.1 cysE serine acetyltransferase transferase -0,6
989 NP_373201.1 hypothetical protein SAV2677 transferase -1,3
888 EHQ68653.1 putative 8-amino-7-oxononanoate synthase transferase 2,2
1435 NP_371648.1 methyltransferase transferase -0,8
893 ZP_05601078.1 plK LSU ribosomal protein L11 translation -2,6
415 NP_371072.1 tuf elongation factor Tu translation 2,2
429 EFU24258.1 rplY 508 ribosomal protein L.25/general stress protein Ctc translation -1,5
936 ZP_05642945.1 sugar phosphate transporter transmembrane transport -1,1
843 NP_371476.1 mnhAl monovalent cation/H+ antiporter subunit A transmembrane transport -0,9
2682 ZP_05683637.1 transposase transposition -2,1
997 NP_373169.1 hypothetical protein SAV2645 -3,4
1587 NP_371110.1 hypothetical protein SAV0586 -3,3
1886 NP_372929.1 hypothetical protein SAV2405 -3,2
1982 YP_494675.1 hypothetical protein SAUSA300_2029 -3,1
2385 NP_371109.1 hypothetical protein SAV0585 -2,9
1617 NP_370992.1 hypothetical protein SAV0468 -2,9
2014 NP_372493.1 hypothetical protein SAV1969 -2,8
1237 NP_372446.1 hypothetical protein SAV1922 -2,6
1586 YP_493278.1 hypothetical protein SAUSA300_0575 -2,5
2004 NP_058475.1 hypothetical protein PVL_36 -2,3
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Continuagdo Tabela 14.

CD Acession no. Gene Putative Function Functional Category Fold Change
1462 YP_003281916.1 hypothetical protein SAAV_(0998 2,2
2082 NP_372287.1 hypothetical protein SAV1763 2,1
1190 NP_372568.1 hypothetical protein SAV2044 -1,9
2018 NP_372485.1 hypothetical protein SAV1961 -1,8
1919 YP_006238542.1 unnamed protein product -1,8
1098 NP_372899.1 hypothetical protein SAV2375 -1,5
2549 EIK34733.1 hypothetical protein MQS_02254 -1,5
1607 NP_371032.1 hypothetical protein SAV0508 -1,5
2278 NP_371509.1 hypothetical protein SAV0985 -1,4
1275 NP_372318.1 hypothetical protein SAV1794 -1,3
1106 ZP_04868390.1 membrane protein -1,2
1589 NP_371106.1 hypothetical protein SAV0582 -1,2
2022 NP_375062.1 hypothetical protein SA1764 -1,2
2451 NP_370868.1 hypothetical protein SAV0344 -1,2

998 EHO099060.1 YhgE/Pip C-terminal domain protein -1,0
1997 NP_371322.1 hypothetical protein SAV0798 -0,8
2065 ZP_05689682.1 conserved hypothetical protein -0,7
1618 NP_370990.1 hypothetical protein SAV0466 -0,7
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Tabela 15. Genes positivamente expressos em S. aureus N315 tratados por 03 horas com

violaceina na concentracao de 0,625 uM (MIC) identificados por sequenciamento de RNA.

CD GenBank Gene Putative Function Functional Category Fold Change
272 NP_371918.1 asd aspartate semialdehyde dehydrogenase amino acid metabolism 1,6
504 NP_373199.1 hisH imidazole glycerol phosphate synthase subunit HisH amino acid metabolism 1,1
2037 NP_372439.1 chorismate mutase amino acid metabolism 1,1
2460 NP_370848.1 glycine cleavage system H protein amino acid metabolism 0,9
396 ZP_05697755.1 norA quinolone resistance protein norA antibiotic response 0,8
127 NP_372635.1 mnaA UDP-GIcNAc 2-epimerase cell wall biogenesis 2,8
948 NP_370675.1 capC capsular polysaccharide synthesis enzyme Cap8C cell envelope biogenesis 0,8
2247 NP_371609.1 nrdH NrdH-redoxin electron transport 1,8
1834 NP_373063.1 pyruvate oxidase glycolisys 1,0
857 NP_371298.1 tpiA triosephosphate isomerase glycolysis 0,6
187 pdb3KHXA Chain A, Crystal Structure Metallopeptidase hydrolase 0,7
335 NP_371676.1 nucleoside-triphosphatase hydrolase 0,9
644 NP_372366.1 yhaM 3'-5' exoribonuclease YhaM hydrolase 0,9
739 NP_371944.1 ctpA carboxy-terminal processing proteinase hydrolase 0,9
884 NP_371093.1 nagB glucosamine-6-phosphate isomerase hydrolase 0,7
1380 ZP_04867533.1 yjbG M3 family oligoendopeptidase F hydrolase 0,7
2234 NP_371645.1 glpQ glycerophosphoryl diester phosphodiesterase hydrolase 1,2
83 NP_372801.1 modC molybdenum transport ATP-binding protein ion transport 0,8
844 YP_001331854.1 mnhCl putative monovalent cation/H+ antiporter subunit C ion transport 0,6
987 YP_001248060.1 ABC transporter ion transport 1,0
961 ZP_06317865.1 HMG-CoA synthase isoprenoid biosynthetic process 1,7
1808 NP_373125.1 aldB alpha-acetolactate decarboxylase lyase 1.3
434 NP_371006.1 tmk thymidylate kinase nucleotide metabolism 2,0
493 NP_370533.1 serS seryl-tRNA synthetase nucleotide metabolism 0,7
671 NP_372227.1 dnaE DNA polymerase III subunit alpha nucleotide metabolism 0,9
2196 NP_371831.1 hfIX GTPase HfIX nucleotide metabolism 1,0
723 NP_372029.1 glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase oxidoreductase 1,7
924 NP_370881.1 yitJ bifunctional homocysteine S-methyltransferase oxidoreductase 1,0
1550 NP_371212.1 yesN oxidoreductase oxidoreductase 0,6
2256 NP_371568.1 prolyl aminopeptidase peptidase 0,7
495 NP_370528.1 recF recombination protein F stress response 0,8
923 NP_370890.1 ssb ssDNA-binding protein stress response 1,5
2053 NP_372387.1 bacterioferritin comigratory protein stress response 2,6
2094 YP_005298159.1 Organic hydroperoxide resistance protein stress response 1,1
2126 NP_372095.1 phoH PhoH protein stress response 0,8
1689 NP_370778.1 tagF trancated TagF teichoic-acid synthase activity 1,7
2613 3TTZA gyrB Chain A, Crystal Structure Of A Topoisomerase topoisomerase 0,7
166 YP_186767.1 vraR DNA-binding response regulator VraR transcription 0,9
2080 NP_372297.1 arsenical resistance operon repressor-like protein transcription 3,0
185 NP_374875.1 ribH 6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase transferase 1,7
259 NP_371988.1 aroA 3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase transferase 2,1
350 NP_371594.1 purF amidophosphoribosyltransferase transferase 1,2
438 NP_373671.1 metB cystathionine gamma-synthase transferase 1,5
451 NP_370880.1 metE homocysteine S-methyltransferase transferase 1,4
530 NP_373030.1 gntk gluconokinase transferase 2,5
778 NP_371785.1 cdsA phosphatidate cytidylyltransferase transferase 1,0

81



Continuagdo Tabela 15.

CD Acession no. Gene Putative Function Functional Category Fold Change
833 NP_371541.1 ugtP diacylglycerol glucosyltransferase transferase 1,0
849 NP_371448.1 lipA lipoyl synthase transferase 0,6
1031 NP_373079.1 acetyltransferase transferase 1,2
1454 YP_006195126.1 NS5-carboxyaminoimidazole ribonucleotide mutase transferase 1,3
1796 EHT83141.1 manP PTS system mannose-specific EIBCA component transferase 1,6
2393 NP_371089.1 tagE poly (glycerol-phosphate) alpha-glucosyltransferase transferase 0,9
579 NP_646953.1 rpsL 30S ribosomal protein S9 translation 1,2
728 NP_372000.1 rpsA 30S ribosomal protein S1 translation 0,8
1324 NP_372116.1 rsfS iojap family protein translation repressor 1,1

82 EIK04516.1 modA molybdate ABC transporter transmembrane transport 2,6
1506 NP_371362.1 ABC transporter permease transmembrane transport 1,0
1536 YP_005738835.1 ABC-type proline/glycine betaine transport systems transmembrane transport 0,8
1879 ZP_05680592.1 ABC transporter ATP-binding protein transmembrane transport 0,9
2465 NP_370833.1 ABC transporter ATP-binding protein transmembrane transport 1,7

48 1202257C tnpAl gene tnpA transposition 1,1
176 NP_372348.1 seg extracellular enterotoxin type G virulence factor 1,9
1104 ZP_06927996.1 hssS heme sensor protein hssS virulence factor 0,7
2314 NP_371336.1 vWbp secreted von Willebrand factor-binding protein virulence factor 1,3
697 NP_372149.1 csbD sigmaB-controlled gene product 1,2
1026 NP_373092.1 hypothetical protein SAV2568 1,2
1099 NP_372897.1 hypothetical protein SAV2373 0,8
1198 NP_371319.1 hypothetical protein SAV0795 1,0
1199 NP_371321.1 hypothetical protein SAV0797 0,9
1248 YP_005326235.1 hypothetical protein SAMSHR1132_17270 1,2
1276 NP_372316.1 hypothetical protein SAV1792 0,9
1309 NP_374759.1 hypothetical protein SA1472 1,6
1361 NP_371972.1 hypothetical protein SAV1448 2,1
1414 NP_371738.1 hypothetical protein SAV1214 1,5
1431 NP_371665.1 hypothetical protein SAV1141 1,8
1446 NP_371621.1 hypothetical protein SAV1097 0,6
1515 NP_371342.1 hypothetical protein SAV0818 1,2
1524 NP_371281.1 hypothetical protein SAV0757 1,1
1539 YP_005297149.1 hypothetical protein MO13TW_0702 0,8
1592 YP_001245977.1 hypothetical protein SaurJH9_0597 47,7
1612 NP_371012.1 hypothetical protein SAV0488 1,2
1624 NP_370975.1 hypothetical protein SAV0451 48,9
1643 NP_370894.1 hypothetical protein SAV0370 0,9
1648 NP_370879.1 hypothetical protein SAV0355 0,8
1738 NP_644897.1 hypothetical protein MW0082 1,1
1848 NP_373028.1 hypothetical protein SAV2504 48,8
1855 NP_373011.1 hypothetical protein SAV2487 1,0
1878 NP_372955.1 hypothetical protein SAV2431 2,8
1896 EHO96137.1 hypothetical protein SA2164 1,4
2010 NP_375087.1 hypothetical protein SA1788 1,3
2135 ZP_04838124.1 hypothetical protein SauraC_01800 2,3
2136 NP_372063.1 hypothetical protein SAV1539 2,7
2140 NP_372038.1 hypothetical protein SAV1514 1,8
2172 NP_371932.1 hypothetical protein SAV1408 1,5
2205 NP_371789.1 hypothetical protein SAV1265 0,8
2218 NP_371711.1 hypothetical protein SAV1187 0,6
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Continuagdo Tabela 15.

CD Acession no. Gene Putative Function Functional Category Fold Change
2222 NP_371695.1 hypothetical protein SAV1171 1,1
2232 NP_371650.1 hypothetical protein SAV1126 0,7
2305 NP_371359.1 hypothetical protein SAV0835 1,9
2310 NP_371347.1 hypothetical protein SAV0823 1,2
2345 NP_371217.1 hypothetical protein SAV0693 22
2392 YP_001245971.1 hypothetical protein SaurJH9_0591 0,9
2423 NP_370972.1 hypothetical protein SAV0448 1,2
2509 EGG68919.1 hypothetical protein SA21193_2041 1,8
2549 EIK34733.1 hypothetical protein MQS_02254 0,9
2551 NP_370601.1 hypothetical protein SAV0077 1,3
2559 NP_370572.1 hypothetical protein SAV0048 1,2
2698 ABO37813.1 unknown 47,5
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Tabela 16. Genes negativamente expressos em S. aureus N315 tratados por 03 horas com

violaceina na concentracao de 0,625 uM (MIC) identificados por sequenciamento de RNA.

CD GenBank Gene Putative Function Functional Category Fold Change
40 NP_373157.1 arcD arginine/oirnithine antiporter amino acid metabolism -1,6
594 NP_372658.1 luxS S-ribosylhomocysteinase amino acid metabolism -1,6
764 NP_371852.1 hom homoserine dehydrogenase amino acid metabolism -1,8
1588 EGG66078.1 yhdG amino acid permease amino acid metabolism -0,7
2180 NP_371891.1 trpE anthranilate synthase component I amino acid metabolism -1,2
2351 NP_371204.1 lysine decarboxylase family protein amino acid metabolism 24
1557 NP_371197.1 setA sugar efflux transporter carbohydrate metabolism -1,9
1609 NP_371028.1 yabM low temperature requirement B protein carbohydrate metabolism -2,3
1924 NP_372831.1 atl autolysin E cell division -2,0
1731 ZP_05643456.1 UDP-glucose 4-epimerase cell envelope biogenesis -0,7
454 NP_370800.1 IytM peptidoglycan hydrolase cell wall biogenesys/degratation -1,2
784 NP_371771.1 IytN LytN protein cell wall biogenesys/degratation -1,2
1998 NP_372536.1 terminase small subunit DNA packaging -1,5
2157 NP_371977.1 dnaD primosomal protein DnaD DNA replication -2,4
929 NP_370790.1 bglA 6-phospho-beta-glucosidase glycolisys -1,5
366 NP_371488.1 SpsA type-I signal peptidase hydrolase -0,7
1073 NP_372975.1 pnbA para-nitrobenzyl esterase chain A hydrolase 2,1
1116 NP_372853.1 ytnL amino acid amidohydrolase hydrolase 2,2
1183 ZP_06948495.1 DEAD/DEAH box family ATP-dependent RNA helicase hydrolase -0,8
1593 ZP_06816752.1 haloacid dehalogenase-like hydrolase hydrolase 2,2
1693 NP_370767.1 inosine-uridine perring nucleoside hydrolase hydrolase -1,5
1840 NP_373049.1 hypothetical protein SAV2313 hydrolase -2,1
2407 NP_371021.1 translation initiation inhibitor-like protein hydrolase -0,7
79 NP_372816.1 ureF urease accessory protein F ion binding -1,5
371 EHT43731.1 mnhD1 na(+)/H(+) antiporter subunit D ion transport -0,9
603 NP_372629.1 atpA FOF1 ATP synthase subunit alphab ion transport 2,1
1088 YP_003283307.1 ABC transporter, substrate-binding protein ion transport -1,5
74 NP_372870.1 fni isopentenyl pyrophosphate isomerase isomerase 2,4
1873 NP_372966.1 dTDP-glucose 4,6-dehydratase nucleotide metabolism -2,0
336 NP_374266.1 sdhB succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit oxidoreductase -1,8
517 NP_373137.1 gbsA glycine betaine aldehyde dehydrogenase oxidoreductase -1,6
617 NP_372580.1 ilvC ketol-acid reductoisomerasee oxidoreductase 2,0
864 NP_371256.1 nrdF ribonucleotide-diphosphate reductase subunit beta oxidoreductase -0,8
1510 NP_371354.1 yfhC hypothetical protein SAV0757 oxidoreductase -3,4
1841 EIK29073.1 glyoxalase oxidoreductase -1,5
2451 NP_370868.1 hypothetical protein SAV0344 oxidoreductase -1,0
172 NP_372357.1 hemH ferrochelatase porphyrin biosynthesis -1,8
319 EHT55850.1 recG ATP-dependent DNA helicase RecG stress response -0,8
638 NP_372419.1 dinB DNA polymerase IV stress response -1,8
7 NP_371140.1 sarA accessory regulator A transcription 2,2
140 NP_372590.1 rsbV anti-sigmaB factor antagonist transcription -1,1
146 NP_372570.1 rex redox-sensing transcriptional repressor Rex transcription -1,5
204 NP_372210.1 nrdR transcriptional regulator NrdR transcription -0,8
595 NP_372652.1 rpoE DNA-directed RNA polymerase subunit delta transcription -1,6
1093 NP_372914.1 mta transcriptional regulator transcription -2,3
1136 NP_372791.1 hypothetical protein SAV2267 transcription -1,0
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Continuagdo Tabela 16.

CD GenBank Gene Putative Function Functional Category Fold Change
1585 NP_371119.1 hypothetical protein SAV0595 transcription -1,6
240 NP_372061.1 govT glycine cleavage system aminomethyltransferase T transferase -0,7
432 NP_373703.1 rsmA dimethyladenosine transferase transferase 2,1
502 YP_001248056.1 hisZ ATP phosphoribosyltransferase regulatory subunit transferase 2,2
520 NP_375718.1 panB 3-methyl-2-oxobutanoate hydroxymethyltransferase transferase -0,9
634 NP_375013.1 pcrB heptaprenylglyceryl phosphate synthase transferase 2,2
694 YP_043688.1 GTP pyrophosphokinase transferase -1,3
794 NP_371742.1 rimN ribosomal RNA large subunit methyltransferase N transferase -0,6
869 NP_371223.1 fruK fructose 1-phosphate kinase transferase -0,7
1603 YP_039982.1 cysE cysE gene product transferase -1,6
1801 NP_373148.1 yxdK two-component sensor histidine kinase transferase -0,7
2076 NP_372305.1 tal translaldolase transferase -1,2
2257 EHM60080.1 menA 1,4-dihydroxy-2-naphthoate octaprenyltransferase transferase -1,8
381 NP_371306.1 smpB SsrA-binding protein translation -2,7
2576 EHT80458.1 rpll ribosomal protein L9 translation -2,6
800 NP_371723.1 pyrP uracil permease transmembrane transport -0,7
1930 7P _05643609.1 urea transporter transmembrane transport -1,3
2083 NP_372285.1 multidrug resistance protein transmembrane transport -2,9
488 NP_370551.1 tnp transposase for IS-like element transposition -0,6
41 EIK29680.1 clfB Clumping factor B virulence factor -2,0
152 NP_372532.1 entA extracellular enterotoxin L virulence factor -0,6
177 EHT87553.1 lukDv lukF-PV virulence factor -1,3
441 NP_370952.1 superantigen-like protein virulence factor -0,7
625 NP_372533.1 sec3 enterotoxin typeC3 virulence factor -2,4
917 NP_370948.1 speC superantigen-like protein virulence factor -1,1
918 NP_370946.1 set6 superantigen-like protein virulence factor -1,2
973 EGS86906.1 fibrinogen binding protein virulence factor -0,8
1233 NP_372455.1 ABC transporter ATP-binding protein virulence factor 2,2
2228 EHS70353.1 colicin V production protein virulence factor -1,7
535 EIK03841.1 hypothetical protein MQC_00775 -2,1
1013 NP_373118.1 hypothetical protein SAV2594 -0,8
1020 NP_373104.1 hypothetical protein SAV2580 -2,3
1106 7P _04868390.1 membrane protein -1,6
1107 NP_372877.1 hypothetical protein SAV2353 -1,1
1127 NP_372830.1 hypothetical protein SAV2306 -2,0
1191 NP_372558.1 hypothetical protein SAV2034 -0,6
1202 NP_375114.1 hypothetical protein SA1813s -0,6
1243 YP_006238139.1 hypothetical protein SAEMRSA15_18030 -0,8
1254 NP_372391.1 hypothetical protein SAV1867 -1,8
1382 NP_371900.1 hypothetical protein SAV1376 -0,6
1398 NP_371832.1 hypothetical protein SAV1308r -0,6
1439 NP_371637.1 hypothetical protein SAV1113 -1,8
1518 ZP_04865580.1 conserved hypothetical protein -1,6
1535 NP_371250.1 multidrug resistance protein 2,7
1538 NP_371242.1 hypothetical protein SAV0718 -2,1
1556 NP_371199.1 hypothetical protein SAV0675 -1,1
1564 NP_371181.1 hypothetical protein SAV0657 -1,0
1617 NP_370992.1 hypothetical protein SAV0468 -1,5
1674 NP_370820.1 hypothetical protein SAV0296 2,1
1686 NP_370791.1 hypothetical protein SAV0267 2,2
1745 NP_370618.1 hypothetical protein SAV0094 -0,6
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Continuagdo Tabela 16.

CD GenBank Gene Putative Function Functional Category Fold Change
1751 YP_184964.1 hypothetical protein SACOL0058 -2,0
1752 NP_370604.1 hypothetical protein SAV0080 -2,0
1769 NP_370544.1 hypothetical protein SAV0020 -1,8
1851 EHT92622.1 major Facilitator Superfamily protein -1,7
1984 NP_372586.1 hypothetical protein SAV2062 -1,4
1993 NP_372547.1 hypothetical protein SAV2023 -1,8
1997 NP_371322.1 hypothetical protein SAV0798 -1,7
2002 NP_375106.1 hypothetical protein SA1805 -1,9
2022 NP_375062.1 hypothetical protein SA1764 -1,5
2159 NP_371971.1 hypothetical protein SAV1447 -3,3
2171 NP_371934.1 hypothetical protein SAV1410 -1,1
2216 NP_371715.1 hypothetical protein SAV1191 -1,6
2244 NP_371616.1 hypothetical protein SAV1092 -1,1
2289 NP_371469.1 hypothetical protein SAV0945 -1,3
2328 EHM65120.1 putative lipoprotein -2,7
2329 NP_371261.1 hypothetical protein SAV0737 -0,8
2419 NP_370981.1 hypothetical protein SAV0457 -2,7
2430 EHS32376.1 hypothetical protein IS122_1367 -1,8
2482 NP_370797.1 hypothetical protein SAV0273 -0,7
2533 NP_370642.1 hypothetical protein SAV0118 -2,1
2594 NP_375086.1 hypothetical protein SA1787 -0,9
2636 EFW30786.1 hypothetical protein HMP9528_02800 -0,8
2639 YP_003453953.1 hypothetical protein LLO_0471 -2,8
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Tabela 17. Genes positivamente expressos em S. aureus N315 tratados por 03 horas com

violaceina na concentracdo de 0,312 uM (sub-MIC) identificados por sequenciamento de RNA.

CD GenBank Gene Putative Function Functional Category Fold Change
1004 NP_373147.1 ABC transporter ATP-binding protein ATP-binding 0,7
1346 NP_372027.1 proC pyrroline-5-carboxylate reductase oxidoreductase 3,0

1507 NP_371360.1 Similar to thioredoxin stress response 2,8

1080 EHM68538.1 glycerate kinase transferase 22

746 NP_371917.1 lysC aspartate kinase transferase 3,0

273 NP_371914.1 transposase transposition 2,0

1760 NP_370581.1 hypothetical protein SAV0057 47,0
2698 ABO37813.1 unknown 48,0

Tabela 18. Genes negativamente expressos em S. aureus N315 tratados por 03 horas com

violaceina na concentracao de 0,312 uM (sub-MIC) identificados por sequenciamento de RNA.

CD GenBank Gene Putative Function Functional Category Fold Change
1412 NP_371746.1 cfxE ribulose-5-phosphate 3-epimerase-like protein carbohydrate metabolism -1,3
1902 NP_372885.1 hssR two component response regulator DNA-binding -0,9
345 EHT49195.1 pdhC dihydrolipoyllysine-residue acetyltransferase component glycolisys -1,6
1071 NP_372979.1 endo-1,4-beta-glucanase hydrolase -1,0
1734 ZP_05680705.1 sbnF siderophore biosynthesis protein SbnF siderophore biosynthetic process -0,9
349 NP_371596.1 purN phosphoribosylglycinamide formyltransferase transferase -1,0
2594 NP_375086.1 hypothetical protein SA1787 -1,2
1118 NP_647063.1 hypothetical protein MW2246 -1,1
979 YP_005299055.1 hypothetical protein MO13TW_2690 -1,0
1089 NP_372928.1 hypothetical protein SAV2404 -43,9
2135 7P 04838124.1 hypothetical protein SauraC_01800 -43,9
2642 ZP_06021656.1 hypothetical protein SAD30_1604 -46,9
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5. DISCUSSAO

RASTREAMENTO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

5.1. ANTIMICROBIANOS

A Espectrometria de Massas atualmente ¢ uma das técnicas instrumentais da ciéncia com
grande abrangéncia e aplicagdes para diversas dreas, a exemplo da quimica e biologia
principalmente, devido aos recentes avangos e investimentos em novas técnicas de ionizagdo. Essa
técnica, pode ser entendida como analitica pois permite a identificacdo da composi¢do quimica de
um determinado composto isolado, ou de compostos diferentes encontrados em misturas
complexas, através da determinacdo de suas massas moleculares na forma idnica (com carga
elétrica liquida) positiva ou negativa, baseada na sua movimentacgdo através de um campo elétrico
ou magnético. Esta movimentagdo € determinada pela razdo entre a massa de um determinado
composto e a sua carga liquida, apresentada por m/z (mass to charge ratio). Dessa forma, com valor
obtido de uma molécula, é possivel inferir sua composicdo quimica elementar e com isso
determinar sua estrutura (Van Bramer, 1998), ou ainda, a busca por elementos ja conhecidos em

determinadas faixas de m/z.

Espectrometria de massas tem demonstrado ser uma técnica importante de identificagcdo e
caracterizacdo de antibidticos (Ji et al., 2008), lantibidticos e bacteriocinas (Stein, 2008). Como
também, tem sido aplicada com sucesso em processo de identificacdo em microbiologia clinica e
tem sido amplamente utilizada na pratica laboratorial de rotina por causa de seus beneficios

econOmicos e de diagndstico (Hrabdk et al., 2013).
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Ainda, a espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN), tornou-se uma
ferramenta de escolha para a determinacdo das estruturas de antimicrobianos, e possivelmente
caracterizar as suas interagdes com o seu alvo, jd com diversos trabalhos bem caracterizados na
literatura. No presente trabalho, nosso objetivo ndo era o estudo quimico da molécula, entdao
demonstramos uma breve caracterizagdo do extrato de C. violaceum para a verificacio da presenca
do pigmento antimicrobiano violaceina, em comparativo com os dados encontrados em Retorri &

Duran, (1998) que utilizamos também como referéncia para a sintese do extrato.

Mesmo apds confirmados os espectros de massa contendo violaceina (Figuras 2 e 3),
quando se comparam os espectros de RMN com o composto comercialmente sintetizado, para os
estudos de atividade antimicrobiana e ainda os possiveis alvos de mecanismos de ac¢ao, o estudo de
novos métodos de obtencdo da violaceina em laboratérios de pesquisa académica tornou-se
necessdario. Devido a presenca de diversos outros picos com massas nao atribuidas a violaceina,
demonstrou-se primordial a procura por um composto de pureza garantida, visto que o método de
extracdo descrito por Rettori & Duran, (1998) ainda consta sem atualizagdes, € ocorre a necessidade

de padronizacdo de HPLC (cromatografia liquida de alta eficiéncia) para a técnica.

Os principais estudos para o entendimento da producao da violaceina via operon (Balibar
& Walsh, 2006) € um dos primeiros passos para o aprimoramento de técnicas de purificacdo como
também, a clonagem deste operon para produc¢do do pigmento por outros micro-organismos de

facil manipulacio poderdo baixar os custos da produgdo desse antimicrobiano.

5.2. DETERMINACAO DO MIC (CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA) E MBC

(CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA)
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Por este ensaio, demonstra-se que tanto o extrato quanto a violaceina comercial apresentam
atividade antimicrobiana contra S. aureus, independentemente da cepa ou amostra analisada. Com
relacdo as cepas e amostras bacterianas gram-negativas, estas ndo apresentam sensibilidade a

violaceina, com excec¢ao de P. aeruginosa.

O potencial farmacéutico da violaceina tem sido relatado em diferentes sistemas
bioldgicos, e a sua atividade antimicrobiana foi previamente descrita em alguns trabalhos
(Lichstein & Van de Sand, 1945; de Souza et al., 1999; Duran & de Souza, 2001; Nakamura et
al., 2003; Aranda et al., 2011; Cazoto et al., 2011).

Os nossos dados confirmam que a violaceina possui efeito sobre a inibicdo de uma
populacdo variada de Staphylococcus sp. e Enterococcus sp., mesmo contra cepas € amostras
MRSA e VRE. Além disso, a violaceina usada neste trabalho, comercialmente produzida a partir
de Jantinobacterium lividum com grau de pureza elevada, ndo possui relatos de atividade
antibidtica na literatura e os valores de MIC e MBC, e para S. aureus foi 10 vezes menor do que
os observados com a preparacao de extrato de C. violaceum, confirmando que apesar do extrato ser

efetivo em baixas concentracdes, € de importancia o estudo da molécula purificada.

Com relagao aos dados de MIC e MBC dos nanomateriais de vanadato de prata, em todas
as amostras de nanomaterial com todos os micro-organismos testados, a atividade antimicrobiana

foi excelente, incluindo amostras de Enterococcus resistentes a Vancomicina.

Parte destes dados foram apresentados e discutidos em um trabalho de nosso grupo em que
Holtz e colaboradores (2012) descrevem e caracterizam a amostra P1P6, no trabalho apenas

denominada P1. O material avaliado exibiu atividade antibacteriana 30 vezes maior do que a
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oxacilina, e além disso, o nanomaterial foi testado como um aditivo antibacteriano para tintas a
base de dgua, e as formulacdes com 1% de vanadato de prata demonstraram uma zona de inibi¢ao

de 4 mm contra linhagem MRSA.

Um dos mecanismos propostos € que a absorcao da prata ocorre através de uma dissociacao
direta entre as nanoparticulas de prata e a parede celular bacteriana, como uma possibilidade de
formacdo de complexos quelatos abrindo poros, levando a morte celular bacteriana (Lok et al.,
2007). Todavia, devido ao amplo espectro de acdo visto e o histérico milenar de atividade

antimicrobiana da prata, ocorre a necessidade de estudos de toxicidade.

O efeito sinérgico observado entre extrato de C. violaceum com os nanomateriais de
vanadato de prata confirma o potencial do material estudado, a continuidade dos estudos e a
necessidade de avancgos nas técnicas de purificacdo e caracterizacdo de novos antimicrobianos. A
diferenca observada na comparag¢ao com a violaceina comercial indica que um ou mais compostos
co-purificados com o extrato de violaceina favorecem a formagdo de complexos entre as
nanoparticulas de vanadato de prata e a violaceina e/ou favoreceram a entrada destes agentes

antimicrobianos na célula.

ESTUDOS DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA VIOLACEINA

5.3. CURVAS DE TEMPO-MORTE

ApO6s 12 horas de cultura, a violaceina falhou em inibir o crescimento de ambas as linhagens

de S. aureus analisadas (N315 e BEC9393). Este resultado ndo € devido a selecdo de mutantes
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resistentes a violaceina, uma vez que as células bacterianas isoladas a partir destas culturas

permanecem violaceina-sensivel (dados nao mostrados).

Especula-se que as moléculas de violaceina fiquem acumuladas nas células que “absorvem”
o antimicrobiano durante as horas iniciais da cultura bacteriana, pois o sedimento celular desde os
primeiros tempos apresenta colorag¢ao violeta e, consequentemente as moléculas ndo estao livres
para interagir com cé€lulas vidveis intactas. Além disso, as modificacdes comuns para culturas
bacterianas in vitro (por exemplo, oscilacdes de pH), como consequéncia do metabolismo
bacteriano e metabolitos excretados podem influenciar a disponibilidade e/ou a interacdo das
células com violaceina. Portanto, acredita-se que a concentracdo de violaceina "livre" disponivel
para interagir com as células diminuiu em tempos tardios da cultura bacteriana. Estudos adicionais
sdo necessarios a fim de caracterizar a disponibilidade da violaceina durante o crescimento

bacteriano e em diferentes fases de crescimento.

Em ambas as linhagens bacterianas, se compararmos com as culturas controles, sem a
adicao do antimicrobiano, a diferenca nos logs de UFC/mL ap6s plaqueamento sdo de em média 6

logsio a mais de células sem tratamento.

5.4. MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

De fato a microscopia eletronica € uma ferramenta de visualizacao superficial do que ocorre
com as células apds o tratamento com o antimicrobiano. Porém, ocorrem diferencas entre
tratamento e controle, na ultra estrutura e morfologia celular, especialmente em locais situados

entre as células em divisdo. Foram principalmente afetados: envelope celular, componentes
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citoplasmdticos com aspecto granular, ultra estrutura celular e processos de separagdo celular,
especialmente no septo de divisdo celular, visualizado nos maiores aumentos. Em ambas as Figuras
9 e 10 pode-se observar que os tempos de 01 e 02 horas de tratamento foram semelhantes com

relac@o aos danos celulares observados, quando comparados ao controle sem tratamento.

Estas alteracdes morfoldgicas sdo em alguns aspectos semelhantes, mas ndo idénticas as
alteracdes exibidas pelas células de S. aureus tratadas com antibidticos B-lactamicos (revisado por
Giesbrecht et al., 1998). A divisao celular ndo aparenta inibi¢do, uma vez que o volume celular nao
parece estar aumentado. Diferente do que se observa em células tratadas com penicilina, nao foram
observadas lesdes que indiquem a perfuragdo do murossoma (parede extraplasmatica) como a causa
da lise celular, mas uma aparéncia fibrilar da parede celular como observado para as células tratadas
com penicilina foram observadas em células tratadas com violaceina (Giesbrecht et al., 1998). O
septo de divisdo celular foi formado irregularmente em células tratadas com violaceina e estes
dados estdo de acordo com a observagdo de que a violaceina esté relacionada com uma diminui¢@o

do nivel de proteina FtsZ, discutidos no préximo tépico.

5.5. ANALISE PROTEOMICA

Os dados obtidos do estudo por eletroforese bidimensional, observadas as dificuldades da
técnica (principalmente com relagdo a reprodutibilidade), temos que nossos resultados sdo
considerados promissores € o inicio da possivel descoberta de mecanismos de a¢do da violaceina
em S. aureus. E importante enfatizar que o tempo de crescimento/tratamento avaliado foi de 01

hora, em fase exponencial bacteriana, pois maiores tempos poderiam gerar estresse relacionado a
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supressdo de nutrientes na cultura dentre outros fatores. Alguns grupos protéicos podem nao terem
sido abordados pela técnica, dada a preparacdo da amostra com diversos detergentes, inibindo a
captura de proteinas de membrana, como também, proteinas ribossomais que possuem pl (ponto
isoelétrico de 8 a 11) alcalino, e ndo foram reproduzidas pela técnica de protedmica bidimensional

nesse estudo que utilizou a faixa de pIlde 4 a 7.

Como visto na Tabela 9 de regulacdo positiva (up-regulation), no metabolismo de
amoninodcidos, HutU (urocanate hydratase) € uma enzima envolvida na via de degradacdo da
histidina e GlyA (serine hydroxymethyltransferase) e responsavel pela conversdo de serina em
glicina, sendo também chave na sintese de precursores de dcidos nucléicos e lipidios, por participar
da sintese de 5,10-metileno-tetrahidrofolato. A enzima PheT (phenylalanyl-tRNA synthetase
subunit beta) € responsavel pela ligacdo do aminondcido correspondente ao RNA transportador
durante a sintese protéica, e a proteina identificada como Frr (ribosome recycling factor) é
responsavel pela liberacao do ribossomo do mRNA apds o fim da sintese protéica (Yokoyama et
al., 2012).

No metabolismo de nucleotideos, além de GlyA discutido anteriormente, a proteina
homdloga a GeaD (UDP-N-acetylglucosamine pyrophosphorylase) estd envolvida na biossintese
de nucleotideos, e também na biossintese de precursores de parede celular, e PyrC (Dihydroorotase
Chain A) € a terceira enzima da via biossintética de pirimidinas. No metabolismo de lipideos, FabH
(3-oxoacyl-acyl carrier protein-synthase III) ¢ uma enzima bacteriana essencial que catalisa o
inicio da sintese de dcidos graxos.

Trés hidrolases foram identificadas: SA1360 (Xaa-Pro dipeptidase), uma enzima putativa

(putative metal-dependent hydrolase) e 1saA (probable transglycosylase IsaA) todavia, esta tltima
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com cobertura baixa da sequéncia (10%). Nao foi possivel associar as duas primeiras enzimas a
processos especificos do metabolismo, uma vez que a atividade de hidrolase é comum a diferentes

tipos enzimaticos.

A proteina IsaA estd envolvida na biogé€nese da parede celular agindo como uma
transglicosilase na sintese do peptideoglicano e de ligacdes cruzadas da parede celular (Sakata et
al., 2005; Stapleton et al., 2007). Recentemente, Chen e colaboradores (2013), associaram a uma
regulacdo positiva de IsaA com resisténcia a vancomicina de linhagens de S. aureus heteroVISA
(hVISA). De fato, Jang et al., (2008) descreveram que a transcricdo do gene isaA € induzido na
presenca de desinfetantes orto-fenilfenol. No entanto, Cuaron e colaboradores (2013), verificaram
que a expressdo deste gene € regulada negativamente em S. aureus tratado com tea tree oil (TTO),
um composto antimicrobiano preparado a partir de Melaleuca alternifolia (conhecida como

Arvore—do—ché).

Estas observacdes indicaram que a IsaA poderia ser induzida ou reprimida em resposta a
diferentes compostos antimicrobianos. E possivel especular que a regulacio de isaA é uma tentativa
da célula para manter a biogénese da parede celular na presenca de violaceina. No entanto, € preciso
cautela na interpretacdo dos resultados, com base no fato de que este polipeptidio foi identificado
com baixa cobertura. Assim, mais estudos sao necessdrios para esclarecer o papel da proteina IsaA

na resposta a violaceina.

Respondendo ao estresse, diversas proteinas identificadas podem ser associadas a este
processo, mesmo associadas a diferentes fungdes celulares. Por exemplo: AldA (aldehyde
dehydrogenase-like protein) tem atividade de oxiredutase, porém, é descrita como enzima de

desintoxica¢do envolvida em diversos processos metabdlicos celulares como producdo de

96



NAD(P)H, e pode principalmente estar relacionada a tolerancia ao estresse respiratorio (Limon, et
al., 1997). A enzima LdhA (L-lactate dehydrogenase) pode ser o principal fator que permite o
crescimento de S. aureus durante o estresse nitrosativo tanto em condicdes aerébicas como em
anaerobiose (Lindqvist ef al., 2012). DnaK € uma conhecida chaperona que auxilia na montagem
de polipeptideos, podendo ser diferencialmente expressa em qualquer processo que resulta em uma
mudanca de estado ou atividade do micro-organismo como resultado de um distirbio na
homeostase celular. De fato, esta proteina desempenha um papel fundamental na resposta ao
estresse em S. aureus (Singh et al., 2012).

Ainda, CodY que também foi positivamente expressa, € um repressor transcricional global
em varias bactérias gram-positivas que durante o crescimento exponencial pode inibir a transcri¢cao
de um grande numero de genes requeridos para a adaptacido a fase-estaciondria cuja expressao
também foi ativada na presenca de mupirocina (Reiss, et al., 2012). Estudos de Majerczyk et al.,
(2010) revelaram que CodY € um regulador direto da transcricdo de inimeros genes associados a
biossintese de aminodcidos, transporte de macromoléculas, e viruléncia. Os genes de viruléncia
regulados por CodY incluem os genes de sintese da cdpsula, outra possibilidade de resposta a

presenca de violaceina.

Algumas proteinas ativadas na presencga de violaceina estdo associadas ao metabolismo de
carboidratos: Eno (Enolase; phosphoglycerate dehydratase) € essencial para a degradacdo de
carboidratos via glicdlise e pode ser relacionada a fatores de viruléncia como destrui¢ao de matriz
celular, invasdo e disseminagdo (Furuya & lkeda, 2011). A oxidoredutase Mqo2 (malate quinone
oxidoreductase) foi recentemente estudada sendo associada a utilizacio de L-lactato e como tendo

importante papel na patogenicidade por mediar a resisténcia ao 6xido nitrico em S. aureus (Fuller
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et al., 2011). GapAl (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase) € uma enzima central da via
glicolitica (Mukherjee et al., 2010). Por fim, FruB (fructose 1-phosphate kinase) € parte do sistema
PTS (Phosphotransferase system), juntamente com FruA, transportando e fosforilando a frutose
que € principalmente direcionada para a via glicolitica (Postma et al., 1993).

Além do metabolismo normal alterado, observa-se um aumento na expressao de enzimas
que participam de diferentes processos celulares essenciais (respiratorios e replicativos), como
resposta provavelmente ao estresse imposto pela violaceina. E provdvel que esta expressio
aumentada seja uma tentativa de S. aureus em manter as funcdes celulares num processo adaptativo
para sobrevivéncia.

Quanto as proteinas reguladas negativamente observadas na Tabela 10 (down-regulation),
novamente observa-se que fun¢des metabodlicas essenciais foram afetadas. GImS (Glucosamine--
[fructose-6-phosphate aminotransferase) embora participe do metabolismo de glutamina, apresenta
uma funcdo importante na sintese de peptideoglicano que serd mencionada posteriormente. GlyQS
(glycyl-tRNAligase), CysS (cysteinyl-tRNA ligase) e AspS (aspartyl-tRNA synthetase) apresentam
funcdo de aminoacil-tRNA sintetase e ligase que participam na ativacdo de aminodcidos para
tradug@o. RocD2 (Ornithine--oxo-acid transaminase) também esta relacionada ao metabolismo de
proteinas.

Quanto ao metabolismo de nucleotideos, Pdp (pyrimidine-nucleoside phosphorylase)
participa da sintese de pirimidina e Cmk (cytidylate kinase) de ribonucleosideos. SdhA (succinate
dehydrogenase flavoprotein subunit) € uma das quatro subunidades da succinate dehydrogenase
que cataboliza a oxidagdo de succinato a fumarato, ocorrendo a redu¢ao de ubiquinona a ubiquinol.

Esta reagdo conecta o ciclo de Krebs com a cadeia respiratéria (Yankovskaya et al., 2003).
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Também foi observada a regulacdo negativa de algumas proteinas participantes da via
glicolitica ou gliconeogénese: PdhB (pyruvate dehydrogenase E1 component beta subunit) e PdhC
(branched-chain alpha-keto acid dehydrogenase sub E2) fazem parte do complexo piruvato
desidrogenase envolvido na sintese de acetyl-CoA. Pgi (Glucose 6-Phosphate Isomerase, Chain A)
€ uma isomerase que cataliza a conversao reversivel de glucose-6-phosphate em fructose-6-
phosphate, sendo essencial na glic6lise e na gliconeogénese e Icd (isocitrate dehydrogenase) uma
enzima chave do ciclo de Krebs que regula a transi¢do para a gliconeogénese.

Diferente do observado em expressdo positiva, observa-se 5 importantes proteinas
envolvidas no processo de sintese de parede bacteriana e de divisdao celular que foram inibidas:
MurAl (UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase) participa no processo de
biossintese de peptideoglicano e consequentemente na formacao de parede celular. A proteina
MurAl, esta envolvida nos passos iniciais da produgdo de peptideoglicano, com a sua inibig¢do,
sendo o peptideoglicano determinante da forma celular, sitio de ligacao de fatores de viruléncia e
adesdo, as bactérias passam por transformacdes morfoldgicas em resposta a diferentes fatores
relacionados ao estresse, a sua eventual fragilidade ou instabilidade, gerando lise celular e morte
(Macheboeuf et al., 2006; Chung et al., 2013a). Recentemente, Miller et al., (2010) descreveram
que derivados de benzotioxalona inibem o crescimento de S. aureus via inibicao de MurA e MurZ.

Ainda em regulacdo negativa, MvaS (HMG-CoA synthase) foi identificada, e € participante
de vias que resultam na formacao de isoprendides que em bactéria sdo associados a manutencao de
rigidez, estrutura celular e crescimento, por participarem do transporte de unidades dissacarideas a
serem incorporadas na parede celular (Steussy et al., 2005). A estrutura desta proteina de S. aureus
ja foi elucidada (Campobasso et al., 2004) e recentemente, esta via foi explorada na varredura de

inibidores de sintese de mevalonato (Ferrand et al., 2011).
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GImS (glucosamine--fructose-6-phosphate aminotransferase) e GImM
(phosphoglucosamine-mutase) participam da via biossintética de UDP-N-acetyl-D-glucosamine
(UDP-GlcNac), um precursor essencial na sintese de parede (Komatsuzawa et al., 2004). Essas
enzimas atuam sequencialmente na conversdo de D-frutose-6-fosfato a D-glucosamina-1-fosfato,
tendo D-glucosamina-6-fosfato como composto intermedidrio desta reacao.

A proteina FtsZ também foi inibida pela violaceina. FtsZ apresenta similaridade a tubulina
de eucariotos, tendo como principal funcio a formacao de uma estrutura em anel, chamado anel Z,
responsavel por recrutar outras proteinas na formacao do divisoma, ou complexo de proteinas que
iniciam a divisdo celular (Vaughan et al., 2004). Assim, uma das principais funcdes do anel FtsZ
€ recrutar outras proteinas de divisdo celular para o septo em formagdo (Sianglum et al., 2011).

FtsZ é um alvo recente de uma série de compostos antimicrobianos que inibem a sua fungao
(Kaul et al., 2012; Ma et al., 2013; Stokes et al., 2013; entre outros). Curiosamente, antibidticos
acil depsipeptideos (ADEPs) foram descritos para ativar peptidase ClpP para degradar FtsZ.

Especulamos se violaceina pode ter uma agdo similar a descrita para ADEPS.

Apesar dos resultados promissores, a necessidade de estudos com novas tecnologias (high-
throughput) de protedmica, gendmica e metaboldomica sao necessdrias para o melhor entendimento
dos mecanismos reguladores pds-traducionais, que podem demonstrar um panorama dos processos

regulatdrios afetados pelo tratamento com a violaceina.

5.6. TRANSCRIPTOMA: SEQUENCIAMENTO DE RNA

Nos ultimos anos tém crescido o ndmero de estudos que utilizam andlises de expressao

global para o entendimento de alvos especificos e mecanismos de acao de drogas antimicrobianas.
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Através da comparacdo de mRNAs especificos presentes em amostras diferentes, como por
exemplo, mutantes resistentes ou ndo e diferentes linhagens suscetiveis, genes diferencialmente

expressos podem ser identificados e, consequentemente, terem suas funcdes metabdlicas inferidas.

Por anos, o uso da técnica de microarrays (microarranjos) que utiliza hibridizagdo com
cDNAs marcados com fluorescéncia como sondas, vem sendo utilizada para o estudo de
transcriptoma. Todavia, o método apresenta limitagdes por sinais ndo especificos, altas taxas de
falso-positivos, quantidade e qualidade do RNA como fatores limitantes e variabilidade na

incorporagdo de sondas (Wang et al., 2009).

RNA-Seq (sequenciamento de RNA) é uma abordagem recentemente desenvolvida para
andlise de perfil de transcriptoma que utiliza tecnologias de sequenciamento de alto desempenho.
Estudos utilizando este método ja alteraram a nossa visdo da extensdo e da complexidade de
transcriptomas eucaridticos e procaridticos. O RNA-Seq também fornece uma medida mais exata
dos niveis de transcritos e suas isoformas que outros métodos, principalmente quando existe um

genoma de referéncia para proceder as comparacdes (Wang et al., 2009).

Esse trabalho analisou a expressao diferencial de S. aureus N315, linhagem resistente a
meticilina, com o genoma descrito por Kuroda e colaboradores em 2001, frente ao tratamento com
diferentes concentragdes de violaceina em diferentes tempos de andlise, para possivel comparacao

com os resultados obtidos nas andlises protedmicas.

Os dados de expressdo global analisados demonstraram que a violaceina afeta multiplos
alvos na biossintese de peptideoglicano, no sistemas de dois-componentes, transportadores ABC,

resposta ao estresse € mecanismos de viruléncia.
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Na divisao celular, apenas uma proteina hipotética (hypothetical protein SAV1113) foi
associada ao gene ftsW, e regulada positivamente com 01 hora de tratamento com MIC, sugere-se
que FtsW € um proteina acessoria a FtsZ e transloca o substrato precursor do peptideoglicano do
citoplasma para a parede celular extracelular (Tan er al., 2012). Todavia, ndo conseguimos
relacionar os dados encontrados referentes a FtsZ no presente trabalho, ja que aqui analisamos os

transcritos.

Na biossintese de peptideoglicano, os genes regulados positivamente foram: tratamento de
01 hora com MIC pbpB e cobB; sub-MIC oatA e flp; e 03 horas com MIC mnaA. O gene pbpB
codifica a proteina ligante a penicilina (PBP)2, e j4 foi proposto que a célula responde a inibi¢ao
da sintese do peptideoglicano, aumentando a transcri¢do do gene pbpB, a fim de aumentar a
producdo de PBP2 e, presumivelmente, em seguida, a taxa de sintese do peptideoglicano, para
restaurar a parede danificada ou ausente (Utaida et al., 2003). cobB pode estar envolvido em
processos secundarios de amidagdo do peptideoglicano, porém ainda ndo inteiramente esclarecidos
(Figueiredo et al., 2012). oatA esta envolvido na acetilacdo do peptideoglicano e a fonte do grupo
acetil utilizado por OatA na fase da sintese e adicao do grupo acetil ainda ndo sao conhecidas (Bera
et al., 2005). Proteina FLP, codificada por flp, tem trés dominios, que sdo conservados em PBP e
beta-lactamases, o que sugere que poderia estar associada com a sintese da parede celular
(Komatsuzawa et al., 2000). Ainda, por analogia, Kiser et al., (1999), citaram que o produto do
gene mnaA estd envolvido na biossintese do acido teicdico, desde que a unidade de ligacdo do

peptideoglicano na parede celular de S. aureus também contenha UDP-N-acetil- D-manosamina.

Os genes que obtiveram sua regulacdo inibida pela violaceina, relacionados a biossintese

de parede celular com tratamento de 01 hora com MIC foram murAl e murE. murAl inicia a via
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de sintese de peptideoglicano no metabolismo de amino agicares e ja teve suas funcdes discutidas
nos dados de protedmica, e a sua inibi¢cdo na transcri¢do génica pela violaceina, refor¢a um possivel
mecanismo e alvo de acdo do antimicrobiano. O gene murE é essencial a S. aureus, e codifica
UDP-N-acetilmuramil tripeptideo sintetase que catalisa a adicao do residuo de L-lisina ao precursor
da parede celular UDP-muramil dipeptideo. Gardete et al., (2004), demonstraram que a taxa de
transcricdo controlada de murE também acarreta alteracdes paralelas nos niveis de transcri¢ao do
gene mecA, que no presente estudo foi inibido no tratamento de 01 hora com MIC, e induzido com
sub-MIC, e do gene pbpB, dois genes que desempenham um papel central na resisténcia a

meticilina.

Apesar da evolugdo de resisténcia antimicrobiana, a via de biossintese do peptideoglicano
continua a ser o alvo de importancia econdmica para a intervencao terapéutica (Schneider & Sahl,
2010; Chung et al., 2013a). A maioria dos medicamentos aprovados que visam ac¢do direta na
biossintese do peptideoglicano em etapas extracelulares, possuem algum mecanismo de resisténcia
ja relacionado. Portanto, uma alternativa atraente € explorar os passos intracelulares, envolvendo
os genes murA e murE, por exemplo. Além disso, nenhuma das enzimas envolvidas nos passos
iniciais intracelulares sdo inibidas por antibiéticos conhecidos ou produtos quimicos sintéticos de
utilidade terapéutica, com a excecdo de fosfomicina que inibe a proteina MurA (Chung et al.,

2013a).

Outros genes correlacionados a parede celular com expressdao diferencial foram as
autolisinas, com funcdes hidrélise do peptideoglicano e formacao de septos, com regulacao positiva
de slel, sspC e sceD e regulacdo negativa no tratamento de 03 horas com MIC de atl, lytM e [ytN.

Ao estudar atl (principal gene de autolisina) em S. aureus resistentes e sensiveis a glicopeptideos,
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Wootton e colaboradores (2005), demonstraram que a regulacdo da atividade autolitica é
geralmente complexa e pode ocorrer em diferentes niveis, incluindo a atividade enzimdtica
autolitica, transcri¢do de genes e processamento pds-traducio de autolisinas. Ainda, estudos com
telavancina (Song et al., 2013) e amicoumacina A (Lama et al., 2012), observaram uma diminuicao
na atividade autolitica complementando andlises transcricionais com dados fenotipicos, que
poderemos utilizar de modelos futuros para entendimento processamento proteolitico do

peptideoglicano frente a violaceina.

O gene yabM inibido em ambos os tratamentos de MIC de 01 e 03 horas, aqui descrito com
similaridade a low temperature requirement B protein para a linhagem S.aureus N315, tem sua
funcdo associada a outras linhagens de S. aureus e B. subtilis de biossintese de polissacarideos e
peptideoglicano. Estudos com mutante de B. subtillis nulos para yabM, demonstraram
suscetibilidade em exposi¢cdo a moenomicina, um antibidtico que bloqueia polimerizagdo do
peptideoglicano por pbpA, sugerindo que YabM pode funcionar em uma via alternativa para a

sintese de parede com atividade de glicosil transferase (Vasudevan et al., 2009).

No genoma de S. aureus encontra-se 16 sistemas de dois-componentes (Kuroda et al., 2001)
com importantes fungdes na expressao génica global, viruléncia (promovendo adesdo, colonizacao
e disseminacdo), componentes responsdveis por comunicacdo celular e fungdes regulatodrias,
fatores que facilitam a evasdo do sistema imune e producao de toxinas e excrecdo (Chung et al.,
2013a; Chung et al., 2013b). A regulacdo de fatores de viruléncia é modulada por pelo menos sete
sistemas de dois-componentes (ArIRS, SaeRS, AgrAC, SrrAB, LytRS, YycFG e VraRS) e por
reguladores de transcricdo: a proteina ligante de DNA SarA, o fator sigma alternativo SigB, e a

proteina Rot (Liu et al., 2011).
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Com o tratamento de violaceina, obtivemos a inducdo do gene arlS, parte do sistema de
regulacdo negativa de autdlise ArIRS, que controla a homeostase da parede celular (Memmi et al.,
2012) e vraR do sistema regulador de dois-componentes induzivel por antimicrobianos que atuam
na inibicao da sintese de parede celular (B-lactamicos e glicopeptideos) e controla a inducio da
transcricdo de muitos genes que codificam fatores com fung@o na sintese da parede celular,
incluindo PBP2 (Boyle-Vavra et al., 2006), reforcando a atencdo no possivel mecanismo e alvo de

acao da violaceina.

O gene Rot, positivamente expresso com tratamento de 01 hora com MIC de violaceina, e
de acordo com Chu et al. (2013), foi confirmado ser um regulador global que regula negativamente
a transcricdo de vdarios genes de viruléncia conhecidos. Alguns destes genes codificam para
proteinas como lipases e proteases, hemolisinas, que desempenham um papel importante na
invasdo de tecidos e também regula positivamente a expressao de genes de adesdo da superficie
celular. Ao estudar o papel de rot da regulacdo da autdlise bacteriana, verificou-se que rot ndao
regula a expressdo da autolisina atl. No entanto, verificou-se que a alteracao na expressao de lytM
e [ytN sugere-se que possa afetar a autdlise, ndo so através da regulagdo da expressao desses genes,

mas também através de outra vias potenciais (Chu et al., 2013).

SarA (staphylococcal accessory regulator) foi inibido apds 03 horas de tratamento com
violaceina e € considerado um regulador cléssico de viruléncia, todavia, semelhante ao encontrado
por Reiss et al., (2012), em resposta a mupirocina, SarA € envolvido com genes frequentemente
co-regulados pelo sistema de dois-componentes agr (accessory gene regulator) dependente de
densidade celular e, ndo obtendo resposta a agr, o efeito da violaceina para ambos ndo pode ser

esclarecido.

105



Além do grande nimero de genes envolvidos com parede celular e divisdo, outras vias
metabdlicas foram afetadas. A expressdo positiva apds tratamento de Ol hora do gene ileS
(isoleucyl-tRNA synthetase) € interessante, visto que € o alvo do mecanismo de a¢do da mupirocina.
A mupirocina inibe seletivamente a isoleucil-tRNA sintetase (IleRS) e, eventualmente, inibe a
sintese de (p)ppGpp (guanosina tetrafosfatos). A ‘“alarmona” (p)ppGpp induz um importante
mecanismo de controle de tradugdo e transcricional global que permite que as bactérias se adaptem

a privacdo nutricional, a chamada stringent response (Reiss et al., 2012).

Em bactérias, transportadores ABC sdo predominantemente envolvidos no transporte de
nutrientes. Estes transportadores agem em conjunto com as proteinas periplasmaticas de adesao
que proporcionam transporte de cargas na superficie externa da membrana, e sdo responsaveis pelo
fluxo ativo de uma vasta gama de diferentes moléculas, tais como farmacos hidrofobicos, lipideos,
peptideos e proteinas, incluindo toxinas (Seeger & van Veen, 2009). No presente estudo, diversos
genes ou sequéncias com funcdes putativas foram relacionadas a transportadores ABC,
respondendo com expressdo diferencial positiva ou negativa nos diferentes tempos e tratamentos
realizados, como encontrado também em anélises de transcriptoma em resposta ao tratamento com
betulinaldeido (Chung et al., 2013a); triterpendides pentaciclicos (Chung et al., 2013b) e

amicoumacina A (Lama et al., 2012).

Diversos genes relacionados a fatores de viruléncia como superantigenos e enterotoxinas
foram diferencialmente expressos positiva ou negativamente. Estudos recentes estabeleceram uma
ligacdo entre a resposta ao antibidtico desfavordvel para a célula bacteriana, e a capacidade de
causar doenga nessas condi¢des, e muitas vezes pode nao ser um beneficio atenuar a viruléncia

frente a condic¢des restritas (Reiss et al., 2012).
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Adicionalmente, genes com diferentes funcdes na adaptacdo ao estresse, reparo de DNA,
homeostase celular e condi¢cdes nutricionais limitantes foram encontrados como sendo regulados
pela presenca da violaceina. Podemos especular que provavelmente os recursos liberados para o
consumo de energia dos processos necessdrios durante o crescimento, sio um pré-requisito para o
inicio de estratégias de adaptacdo, a fim de restaurar condi¢des que permitem a sobrevivéncia sob

o rigoroso controle da violaceina.

A 1identificacdo de genes ou proteinas especificas para as classes de antibidticos com
mecanismos de acdo esclarecidos, vem ganhando importancia na elucidacio de alvos moleculares
de compostos antimicrobianos ndo caracterizados. Ao comparar diversos estudos semelhantes,
Reiss et al., (2012) identificaram que a expressdo ou repressao global de mecanismos com alto
consumo de energia necessdrios para a proliferacdo bacteriana, sdo caracteristicas conservadas de
resposta frente a antimicrobianos, com grande variacdo para a expressdo de genes com fungdes de
metabolismo energético. Isto pode refletir diferencas entre o estimulo induzido a respostas
rigorosas € os meios de crescimento utilizados nestes estudos. Curiosamente, a maior varia¢ao foi
encontrada para regulacdo de genes que codificam proteinas hipotéticas, o que sugere que muitos
deles podem ter um papel no ajuste da fisiologia celular em resposta a condicdes limitantes de

crescimento, semelhante aos dados encontrados em nosso estudo.

De maneira geral, as tecnologias como a gendmica microbiana atualmente, permitem a
identificacdo de um grande niimero de desejdveis e essenciais alvos antimicrobianos para futuras
andlises (Chung et al., 2013b). Ambas as metodologia de protedmica e transcriptoma mostraram
que a violaceina atuou em multiplos alvos e vias de acdo nas condicdes analisadas para a linhagem

MRSA N315, incluindo vias ndo completamente exploradas na divisdo celular, sistemas de dois-
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componentes e vias metabdlicas essenciais. Esse é um estudo pioneiro do antimicrobiano
produzido comercialmente, e abriu novos caminhos para explorar detalhadamente a resposta
fenotipica, como também a de genes e proteinas com tecnologias mais avangadas, aumentando a
importancia da descoberta de novas drogas no tratamento de infec¢des por S. aureus,

particularmente linhagens MRSA.
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6. CONCLUSOES

* O Extrato de Chromobacterium violaceum possui atividade antimicrobiana contra S.
aureus, todavia, sdo necessdrios estudos aprofundados de técnicas de purificacdo para

aumento de producio e reducdo de custos da violaceina;

* Nanomateriais de vanadato de prata possuem potencial atividade antimicrobiana e nossos

dados sugerem sinergismo com o extrato de C. violaceum.

* A violaceina purificada comercialmente € caracterizada pela atividade antimicrobiana para
patégenos gram-positivos, especialmente VRE e MRSA, com valores de MIC e MBC

menores que o extrato de C. violaceum,;

* Diferentes vias metabdlicas de S. aureus sao afetadas na presenca da violaceina e os dados

apresentados suportam o efeito antimicrobiano relacionado a biossintese de parede celular.
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8. ANEXOS

Certificado de analise da Violaceina (Sigma-Aldrich)

Certificate of Analysis

Product Name

Product Number
Product Brand
CAS Number
Molecular Formula
Molecular Weight

Storage Temp

TEST
APPEARANCE

SOLUBILITY

PROTON NMR SPECTRUM
CARBON

NITROGEN

PURITY BY HPLC

RECOMMENDED RETEST
QC RELEASE DATE

%

Fodney Burbach, Manager

Cluality Contral

ot Louis, bissouri LISA

SiGMA-ALDRICH"

Violacein from Janthinobacterium lividum,

>98% (violacein (minimum 85% violacein) and deoxyviolacein, HPLC)

V9389
SIGMA
548-54-9
C20H13N303
343.34
2-8°C

SPECIFICATION
DARK BLUE TO VIOLET POWDER

CLEAR DARK BLUE SOLUTION AT
10 MG/ML OF
DIMETHYLSULFOXIDE

CONSISTENT WITH STRUCTURE
69.32 - 70.32% (AS IS)

11.73 - 12.73% (AS IS)

> OR = 98%

3 YEARS
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LOT 118K4041 RESULTS
DARK BLUE POWDER

CONFORMS

CONFORMS
69.50% (AS IS)
12.20% (AS IS)

100%

SEPTEMBER 2011
DECEMBER 2008
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CEEA/Unicamp

Comissio de Etica na Experimentagiao Animal
CEEA/Unicamp

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1779-1, sobre "Violaceina livre e

nanoencapsuladas: analise dos mecanismos da atividade antimicrobiana

sobre Staphylococcus aureus e parametros farmacocinéticos”, sob a

responsabilidade de Prof. Dr. Marcelo Brocchi / Bruna de Araujo Lima, esta de

acordo com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotados pelo
Colégio Brasileiro de Experimentag¢do Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela
Comissao de Etica na Experimentacdo Animal - CEEA/Unicamp em 16 de marco
de 2009.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1779-1, entitled "Free and nanoparticles-loaded
violacein: analyses of antimicrobial activity mechanisms against

Staphylococcus aureus and pharmacokinetics parameters"”, is in agreement
with the Ethical Principles for Animal Research established by the Brazilian

College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved by the
institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - Unicamp) on March 16, 2009.

Campinas, 16 de margo de 2009.
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Profa. Dt’g/AnQMai:iL A. Guaraldo Fatima Alonso
Presidente Secretaria Executiva
CEEA - Unicamp Telefone: (19) 3521-6359
Caixa Postal 6109 E-mail: comisib@unicamp.br
13083-970 Campinas, SP - Brasil http://mww.ib.unicamp.br/ceea/
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uNICAMP

CEUA/Unicamp

Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA/Unicamp

CERTIFICADDO,

Certificamos que o projeto "Andlise dos Mecanismos da Atividade

Antimicrobiana da Violaceina sobre Staphylococcus aureus e Parametros

Farmacocinéticos" (protocolo n® 2494-1), sob a responsabilidade de Prof. Dr.

Marcelo Brocchi / Bruna de Araujo Lima, estd de acordo com os Principios

Eticos na Experimentagdao Animal adotados pela Sociedade Brasileira de

Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e com a legislagao vigente, LEI
N° 11.794, DE 8 DE OUTUBRO DE 2008, que estabelece procedimentos para o
uso cientifico de animais, e o DECRETO N° 6.899, DE 15 DE JULHO DE 2009.

O projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da

Universidade Estadual de Campinas - CEUA/UNICAMP - em 15 de agosto de

2011.
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»
\_/Profa. Dra. Ana MariaJA. Guaraldo
Presidente

CEUA/UNICAMP
Caixa Postal 6109
13083-970 Campinas, SP - Brasil

Campinas, 15 de agosto de 2011.
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Secretaria Executiva

Telefone: (19) 3521-6359
E-mail: comisib@unicamp.br
http://www.ib.unicamp.br/ceea/
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DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o conteudo de minha dissertagado de Mestrado/tese de Doutorado
intitulada  “Analise dos Mecanismos da Atividade Antimicrobiana da Violaceina
sobre Staphylococcus aureus”

( ) ndo se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informagao CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranga.

Tem autorizagao da(s) seguinte(s) Comissao(oes)

( ) CIBio — Comissao Interna de Biosseguranga . projeto No. , Instituigado:
(XX) CEUA — Comissao de Etica no Uso de Animais , projetos No.- 1779-1 e 2494-1 Insituticao
Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

( ) CEP - Comissao de Etica em Pesquisa, protocolo No. , Instituicao:

* Caso a Comisséo seja externa ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autorizagdo
dada ao trabalho. Se a autorizag8o ndo tiver sido dada diretamente ao trabalho de tese
ou dissertagdo, devera ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizagéo apresentado

, z /’ /\

Orientador: (Prof. Dr ﬂarcelo Bro€chi)

Para uso da Comissao ou Comité pertinente:
(X) Deferido ( ) Indeferido
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Carimbo e assinatura Profa. Dra. ANA MARI ARECIDA GUARAL
Presidente da CEUA/UNICAMP

Para uso da Comissado ou Comité pertinente:
( ) Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura
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