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RESUMO

As B-lactamases sao enzimas que degradam B-lactamicos catalisando a quebra do
anel B-lactamico. Uma das primeiras enzimas identificadas conferia resisténcia a
oxacilina, sendo classificada como oxacilinase (OXA). A resisténcia antimicrobiana
causada pela acdo das OXA B-lactamases ¢ um problema para satide humana e animal, e
ao ambiente, sendo assim, este estudo buscou analisar a historia evolutiva das OXAs ¢ a
influéncia dos eventos de transferéncia génica horizontal (TGH) na disseminagdo da
resisténcia decorrente da agao destas enzimas. Para as analises moleculares ¢ evolutivas,
foram selecionadas sequéncias de aminoacidos de B-lactamases dos tipos TEM, VIM,
AmpC e OXA do banco de dados GenBank. Foi construido um banco de sequéncias dos
genes 16S ribossomais (16S rDNA) referentes as espécies bacterianas nas quais o gene
codificador da oxacilinase foi detectado. As sequéncias de aminoacidos das B-lactamases
e as sequéncias nucleotidicas dos genes 16S ribossomais foram alinhadas pelo programa
MAFFT, os modelos evolutivos foram determinados através do programa ProtTest, e as
arvores filogenéticas foram construidas pelo método da maxima verossimilhanga
utilizando o programa PhyML. As sequéncias proteicas ancestrais foram reconstruidas
utilizando o programa MEGA 6. Foram gerados modelos proteicos tridimensionais a
partir das sequéncias ancestrais das [-lactamases no programa I-Tasser, entdo foi
calculado o desvio da raiz quadrada média (RMSD) entre os carbonos alfa das estruturas
em estudo e construida uma matriz de distancia e um dendograma para visualizar a
similaridade entre as enzimas. A andlise filogenética referente as f-lactamases do tipo
OXA mostraram que elas possuem grande diversidade, estdo presentes principalmente
em bactérias do género Acinetobacter, ¢ parecem ser fortemente influenciadas pela TGH,
apresentando varias incongruéncias nos agrupamentos formados quando comparada com
a filogenia do gene 16S rDNA. A arvore filogenética das B-lactamases do tipo OXA
apresentou coeréncia com a divisdo dos grupos das OXA B-lactamases conhecidas. As
quatro classes das P-lactamases e as sequéncias ancestrais inferidas apresentaram
homologia funcional e estrutural. Os modelos tridimensionais apresentaram um reflexo
da classifica¢do existente para as B-lactamases de acordo com sua estrutura primaria e
funcdo. As B-lactamases do tipo OXA, apresentam apenas trés motivos conservados e sdo
fortemente influenciadas por efeitos da transferéncia génica horizontal. A relagdo

filogenética entre as classes A, C e D foi evidenciada pela presenca do dominio



conservado da transpeptidase, também presente nas DD-peptidases, enquanto a classe B

forma um grupo independente.

PALAVRAS-CHAVE: Evolucao; Genes de Resisténcia a antibioticos; f-lactamases



ABSTRACT

B-lactamases are enzymes that degrade B-lactam antibiotics, catalyzing the B-lactam ring
breaking. One of the first identified enzymes conferred resistance to oxacillin, being
classified as OXA B-lactamase. Considering that OXA B-lactamases are a problem for
human, animal and environmental health because they are extremely adaptable, this study
sought to analyze the evolutionary history of OXA B-lactamases by relating the
knowledge about these enzymes to possible events of TGH and its Relations With the
phenomenon of the dissemination of resistance. For molecular and evolutionary analyzes,
it were selected B-lactamase amino acid sequences of the TEM, VIM, AmpC and OXA
types of the GenBank database. The sequence library of 16S rDNA genes was constructed
for the bacterial species in which the gene encoding oxacilinase was detected. The amino
acid sequences of the B-lactamases and the nucleotide sequences of the 16S rDNA genes
were aligned by the MAFFT program, the evolution model was determined through the
ProtTest program, and the phylogenetic trees were constructed by the maximum
likelihood method using the PhyML program. The ancestral protein sequences were
reconstructed using the MEGA 6 program. Three-dimensional protein models of B-
lactamase ancestors were generated in the I-Tasser program, the RMSD was calculated
among the alpha carbons of the structures, a distance matrix and dendogram was
constructed to visualize the similarity between the enzymes. The phylogenetic analysis
of OXA-type B-lactamases showed that they have great diversity, are present in bacteria
of the genus Acinetobacter, and appear to be strongly influenced by the effects of TGH,
presenting several incongruencies in the clusters when compared to the phylogeny Of the
16S RDNA gene. The phylogenetic tree of the OXA-type B-lactamases was consistent
with the division of the known OXA B-lactamases groups. The four classes of B-
lactamases and the inferred ancestral sequences showed functional and structural
homology. The three-dimensional models presented a reflection of the existing
classification for B-lactamases according to their primary structure and function. Given
the paucity of evolutionary studies on B-lactam resistance genes, these data may

contribute to the understanding of the evolution of 3-lactam antibiotic resistance genes.

KEY WORDS: Evolution; Antibiotic resistance genes; 3-lactamases
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1. INTRODUCAO

As bactérias surgiram a mais de dois bilhdes de anos e possuem uma enorme
diversidade (THOMAZ, 1999). Estes micro-organismos participam de processos
ecologicos essenciais, auxiliando na manutencao dos mais variados ecossistemas, além
de participarem de processos quimicos necessarios a outros organismos (BERGMAN et
al., 2013; HOCH; FOGEL; KIRCHMAN, 1992; THOMAZ, 1999; VARTOUKIAN;
PALMER; WADE, 2010).

A mutagdo e/ou recombinagdo, sdo processos importantes na variabilidade
genética bacteriana e auxiliam na aquisi¢do de genes, incluindo genes de resisténcia aos
antibioticos (TENAILLON et al., 2000). A mutagao pode ocorrer por delegdo, inser¢ao e
substituicdo de pares de bases, alterando a sequéncia de nucleotideos no genoma
bacteriano e sendo repassada verticalmente entre as linhagens (WIELGOSS et al., 2012).
Ademais, a recombinagdo genética gera novas combinagdes alélicas e fragmentos de
acido desoxirribonucleico (DNA) podem ser transferidos entre genomas bacterianos por
elementos geneticamente moveis, como integrons e transposons, através da Transferéncia

Génica Horizontal (TGH) (BROWN, 2003).

A TGH permite a transmissao de genes inteiros, conjunto de genes ou fragmentos
grandes de DNA entre regides ou entre organismos diferentes, podendo ocorrer por trés
processos distintos: conjugacdo, transformagdo e transducdo (ALEKSHUN; LEVY,
2007; LEVIN; BERGSTROM, 2000; WARJRI et al., 2015).

Assim, vérias forgas moldam a evolucdo dos genomas bacterianos, sendo a TGH
um aspecto importante no processo, uma vez que promove a evolucdo adaptativa
bacteriana ao permitir a aquisicdo de genes importantes. Os genes de resisténcia aos
antibidticos constituem um exemplo, pois podem livremente disseminarem-se entre
diferentes habitats e diferentes espécies bacterianas por TGH, favorecendo a
dissemina¢do da resisténcia que resulta em relevantes implicacdes na area médica
(CHAN et al., 2012; DOBRINDT et al., 2004; KARUNASAGAR et al., 2011; KELLEY
et al., 2007; LANGILLE; HSIAO; BRINKMAN, 2008)

Na primeira metade do século XIX, com o agravamento das enfermidades e a
Primeira Guerra Mundial, houve um aumento na necessidade da criagdo de medicamentos
para o tratamento das infeccdes causadas pelas bactérias. Alexander Fleming, durante

seus estudos com a bactéria Staphylococcus aureus, descobriu acidentalmente a



14

penicilina, substincia produzida pelo fungo Penicilium notatun, que apresentava
atividade bactericida (BANKSTON, 2009; DAVIES; DAVIES, 2010). A penicilina foi a
primeira substancia a ser utilizada como antibi6tico no tratamento de doencgas bacterianas

(BANKSTON, 2009).

Os antibidticos sao substancias que podem ser produzidas naturalmente por
fungos e bactérias, ou sinteticamente, possuindo duas formas de acdo, bactericida e ou
bacteriostatica, uns matam as bactérias e outros apenas previnem seu crescimento
(PANKEY; SABATH, 2004). Além disso, podem ser classificados em grupos de acordo
com a sua fung@o: modificadores da permeabilidade da membrana plasmatica, inibidores
da sintese da parede celular, inibidores da sintese dos acidos nucleicos e de proteinas e
inibidores da sintese de metabodlitos essenciais (BAPTISTA, 2013; BASERGA;
PETERSEN, 1965; TIPPER; STROMINGER, 1965; WILSON, 2016). Devido a sua
importancia clinica, os médicos passaram a prescrever o uso de antibidticos como forma

de tratamento para varias doengas.

As taxas de mortalidade humana diminuiram com o uso dessas drogas
antimicrobianas, porém, as enfermidades continuavam, uma vez que alguns isolados
apresentavam resisténcia aos antibioticos, e de tempos em tempos, tornava-se necessaria
a criacdo de novas drogas (BUTLER, 2013; EVANS; HAMOUDA; AMYES, 2013).
Assim, o uso desenfreado e desregulado dos antibioticos durante décadas levou ao
desenvolvimento de geracgdes bacterianas resistentes, acelerando o processo de aquisi¢ao
de genes de resisténcia, gerando um problema significativo para o tratamento de doengas
infecciosas (ANDRADE; LEOPOLDO; HAAS, 2006; DAVIES; DAVIES, 2010;
DELEO et al., 2014; O’BRIEN, 2002)..

A producdo de antibidticos e o fendmeno da resisténcia ja existiam de forma
natural no meio, no entanto, estes processos foram acelerados devido a pressao seletiva
proveniente do uso das drogas antimicrobianas (ANDRADE; LEOPOLDO; HAAS,
2006; BAJAJ; SINGH; VIRDI, 2016; DAVIES; DAVIES, 2010; HARGIS et al., 2014;
LEE et al., 2003; O’BRIEN, 2002; VON WINTERSDOREFF et al., 2016).

Naturalmente produzidos tanto por eucariotos quanto por procariotos, 0s [3-
lactamicos, como as penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e carbapenémicos,
foram um dos primeiros grupos de antibidticos a serem descobertos. Além disso, estdo

entre as drogas mais utilizadas no tratamento de infec¢des e praticas terapéuticas, sendo
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utilizados em associagdo com outras drogas para um melhor resultado no tratamento
(DICKSTEIN et al., 2016; GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010; NICHOLS;
RENSLO; CHEN, 2014; PATERSON; BONOMO, 2005; TOLENTINO, 2009;
WILLIAMS, 1999).

Classificados conforme a semelhanga, a base da estrutura quimica dos antibioticos
B-lactamicos ¢ a presenca de um anel B-lactdmico ligado a um radical e a uma cadeia
lateral (Figura 1). A penicilina, por exemplo, tem como estrutura bésica a presenga de um
anel tiazolurico ligado a um anel B-lactdmico, ao qual se fixa a uma cadeia lateral
(NICHOLS; RENSLO; CHEN, 2014). E a diversidade de radicais e cadeias laterais que

promovem o amplo espectro de a¢do destes antibidticos.
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Figura 1: Esquemas das estruturas quimicas de antibioticos p-lactdmicos (Adaptado de (NICHOLS;
RENSLO; CHEN, 2014))

Os antibioticos B-lactdmicos agem inibindo a sintese da parede celular bacteriana,
inibindo a agdo da transpeptidase e consequentemente impedindo que as ligagdes

cruzadas entre as fitas de peptideoglicanos se formem, levando a lise celular (DAVIES;
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DAVIES, 2010). As transpeptidases sao membros da familia das DD-peptidases ou
proteinas de ligacdo a penicilina (PBP), a partir da qual as B-lactamases podem ter
evoluido (GEORGOPAPADAKOU; LIU, 1982; HALL; BARLOW, 2003, 2004;
MASSOVA; MOBASHERY, 1998; WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006).

Estudos mostraram a coexisténcia de producao de antibidticos ¢ genes de
resisténcia em organismos do género bacteriano Streptomyces (SAGOVA-
MARECKOVA et al., 2015). A resisténcia aos antimicrobianos ocorre pela produgao de
enzimas que tornam essas drogas ineficazes. As bactérias podem apresentar dois tipos de
resisténcia aos antibidticos, a intrinseca ou natural, presentes em todos os individuos de
uma determinada espécie, ¢ a adquirida, resultante de muta¢do ou transferéncia
horizontal, neste caso, quando decorrente de mutagdo os individuos descendentes deste

organismo passam a apresentar a resisténcia intrinseca (BAPTISTA, 2013).

As bactérias podem se tornar resistentes aos antibidticos por mecanismos de
alteracdo da permeabilidade da membrana celular, alteragdo, substituicio ou
superproducao do alvo de acdo, expulsando a droga de dentro da célula através de bomba
de efluxo e por inativagdo ou modificagdo da droga por agdo enzimatica (ALEKSHUN;
LEVY, 2007; BAPTISTA, 2013; LAMBERT, 2002; LIVERMORE, 2003; WILSON,
2016). Apesar dos antibidticos possuirem apenas um tipo de a¢do, as bactérias resistentes
geralmente apresentam mais de um tipo de mecanismo de resisténcia (DAVIES;

DAVIES, 2010).

As B-lactamases sao enzimas que degradam antibioticos B-lactamicos, catalisando
a quebra do anel B-lactamico dessas moléculas (FERNANDEZ et al., 2012; MASSOVA;
MOBASHERY, 1998). As P-lactamases foram classificadas segundo a homologia
proteica em quatro classes (A, B, C, e D) (Tabela 1), e em quatro grupos segundo suas
caracteristicas funcionais e bioquimicas (I, 1, III, e IV) (AMBLER, 1980; BUSH, 1989;
BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995a).

Enzimas classificadas como classe A ou grupo II, hidrolisam penicilinas e
cefalosporinas; classe B ou grupo III, carbapenémicos; classe C ou grupo I,
cefalosporinas; classe D, penicilinas e oxacilinas; e grupo IV, penicilinas (AMBLER,
1980; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995a; NICHOLS; RENSLO; CHEN, 2014;
PATERSON; BONOMO, 2005; WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006).
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Tabela 1: Divisao das B-lactamases conforme classificagdo de Ambler

B-lactamases

Classe A Classe B Classe C Classe D
TEM VIM AmpC OXA
SHV IMP CMY LCR
CTX GIM ATCC
KPC SIM CFE
VEB DHA
GES FOX

Fonte: (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995a)

Uma das primeiras enzimas identificadas atuavam essencialmente como
penicilinases e conferiam resisténcia a oxacilina por meio de hidrdlise, e por isso foram
classificadas como B-lactamases oxacilinases (OXA) (BUSH; JACOBY; MEDEIROS,
1995a; WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006). As OXA B-lactamases pertencentes
a classe molecular D, eram originalmente raras e grande parte delas foram identificadas

como enzimas codificadas por genes plasmidiais presentes em bactérias Gram-negativas.

As OXA B-lactamases contém entre 243 e 269 residuos de aminoacidos (aa), com
massa molecular variando entre 23 ¢ 35,5 kDa e variam de um grupo para outro pela
divergéncia entre 1 e 21 aminoécidos que podem levar a alteragdes quanto ao nivel de
resisténcia das bactérias (HERITIER et al., 2005; HOCQUET et al., 2011; WALTHER-
RASMUSSEN; HOIBY, 2006). A variac¢ao no nivel da resisténcia ¢ utilizada para separar
essas enzimas em trés subgrupos, 2d que hidrolisam a oxacilina, 2de que hidrolisam
penicilinas e cefalosporinas, e 2df que hidrolisam carbapenémicos e oxacilinas (BUSH;

JACOBY, 2010).

A identificacdo das OXA P-lactamases ¢ realizada pela numeragdo em ordem
cronologica de descoberta e atualmente existem quatrocentos e noventa e oito variagdes
deste tipo enzimdtico conforme lista publicada pela Lahey Clinic em agosto de 2016
(http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel) (BUSH; JACOBY, 2010; EVANS;
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AMYES, 2014; POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010; QUEENAN; BUSH, 2007). A
variabilidade das cadeias de aminoacidos provoca pequenas alteragdes estruturais nas
enzimas, assim, conforme a homologia molecular que as oxacilinases apresentam entre
si, ¢ possivel dividir as enzimas em grupos OXA-like (OXA-2-like, OXA-10-like, OXA-
23-like, OXA-51-like, entre outros (EVANS; AMYES, 2014; POIREL; NAAS;
NORDMANN, 2010).

A presenca de elementos geneticamente moveis, como integrons e transposons,
tem formado a base para a disseminagdo dessas enzimas entre diferentes espécies, como
Shewanella algae, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, € Ralstonia pickettii
(POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010). Por exemplo, foi observado que quando a
sequencia de insercdo (IS) Abalestd localizada na regido promotora do gene BlaOXA-23,
bactérias da espécie A. baumannii apresentaram uma maior expressdo destes genes
(EVANS; AMYES, 2014; KARUNASAGAR et al, 2011; POIREL; NAAS;
NORDMANN, 2010; WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006).

No Brasil tem sido identificados sequéncias de P-lactamases pertencentes
principalmente aos grupos OXA-23-like, OXA-24/40-like e OXA-51-like (MEDEIROS;
LINCOPAN, 2013). Ap6s quatorze anos da identificacdo da primeira OXA-23 na
Escocia, foi identificada a primeira OXA-23 em isolados clinicos de A.baumannii no
Brasil (DALLA-COSTA et al., 2003). Até o ano de 2010, sequéncias de B-lactamases
pertencentes ao grupo das OXA-58-/ike foram identificadas apenas em paises da Europa
e da Asia, porém, no ano de 2010, foi identificada a primeira sequéncia pertencente a este

grupo em isolados clinicos de encontrados no Brasil (JOURNAL, 2012).

A distribuigdo das enzimas de resisténcia aos B-lactamicos ¢ relatada em todo o
mundo, sendo encontrada em humanos, animais, plantas e no ambiente (ANDRADE;
LEOPOLDO; HAAS, 2006; EVANS; HAMOUDA; AMYES, 2013; FLUIT; SCHMITZ,
2004; GIRAUD et al., 2007; KARUNASAGAR et al., 2011; QIN et al., 2010). Algumas
sequéncias de B-lactamases foram identificadas em mais de uma espécie bacteriana, como
a OXA-2, presentes em Pseudomonas aeruginosa, A. baumannii e Stenotrophomonas
maltophilia (DANEL et al., 1997; JORIS et al., 1988; POIREL et al., 2001;
SANSCHAGRIN; COUTURE; LEVESQUE, 1995; SUN, 2003).

Nas tultimas décadas algumas oxacilinases passaram a conferir resisténcia as

cefalosporinas e emergiram algumas oxacilinases com atividade de carbapenemases,
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principalmente identificadas em A. haumannii encontradas, principalmente, em ambiente
hospitalar (BONNIN et al., 2012; FLUIT; SCHMITZ, 2004; KARUNASAGAR et al.,
2011; WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006).

A resisténcia a carbapenémicos tem aumentado nos ltimos anos, provocando
surtos ¢ infecgdes hospitalares, principalmente por A. baumannii. As OXA B-lactamases
sdo encontradas predominantemente em A. baumannii e P. aeruginosa, conferindo
resisténcia a antibidticos B-lactamicos (BROWN; AMYES, 2006; FERNANDEZ et al.,
2012; IKONOMIDIS et al., 2007; TSAKRIS et al., 2006; WALTHER-RASMUSSEN;
HOIBY, 20006).

Os genes de resisténcia codificadores das carbapenemases OXA-51 ja foram
identificados em cromossomos de 4. baumannii, ¢ sequéncias de f-lactamases OXA-23,
0OXA-40, OXA-48 e OXA-58, foram identificadas em plasmideos desta mesma espécie
(BONNIN et al., 2012; BROWN; AMYES, 2005; HERITIER et al., 2005; IKONOMIDIS
et al, 2007; TURTON et al., 2006; VAHABOGLU et al., 2006; WALTHER-
RASMUSSEN; HOIBY, 2006).

Na era dos antibioticos, as B-lactamases mostraram ser extremamente adaptaveis,
se tornando um problema para a satide humana, animal e para o ambiente. A presenga de
OXA B-lactamases junto a elementos moveis, combinada com a alta pressdo seletiva
exercida pelos antibioticos ¢ a capacidade de sofrer mutagdo, facilitam a disseminagao
destas enzimas entre as mais diversas espécies bacterianas. Portanto, estudos evolutivos
sobre os genes de resisténcia aos [-lactdmicos podem contribuir para a compreensao da
evolucdo dos genes de resisténcia aos antibioticos B-lactdmicos, e para o papel importante
que a transferéncia génica horizontal em bactérias exerce sobre o fendmeno da

disseminag¢do da resisténcia.
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2. OBJETIVO

Este estudo tem como objetivo realizar estudos evolutivos e de transferéncia

horizontal dos genes de resisténcia codificadores de [-lactamases do grupo das

oxacilinases, e analisar suas relagcdes com o fenomeno da disseminacao da resisténcia aos

B-lactamicos.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

II.

111

IV.

VL

VIL

Buscar e Coletar sequéncias proteicas das B-lactamases representantes das
classes A, B, C e D depositadas no banco de dados Genbank;

Buscar e Coletar sequéncias do gene 16S rDNA referentes as espécies
bactérianas selecionadas como portadoras de genes codificadores das
enzimas do tipo oxacilinase;

Analisar as relagdes filogenéticas das sequéncias proteicas das
oxacilinases;

Recontruir as sequéncias ancestrais das -lactamases representantes das
classes A, B, Ce D;

Inferir modelos tridimensionais das proteinas ancestrais e verificar a
possibilidade de ancestralidade comum entre as diferentes classes de [3-
lactamases;

Construir a filogenia taxonomica das bactérias que produzem oxacilinases
através das sequéncias do 16S rDNA;

Inferir eventos de transferéncia génica horizontal das sequéncias proteicas

de resisténcia a B-lactamase do tipo OXA.



21

3. METODOLOGIA

3.1. SELECAO DAS SEQUENCIAS DE AMINOACIDOS DAS B-LACTAMASES

Para as analises moleculares e evolutivas, foram selecionadas sequéncias de
aminoacidos de quatro B-lactamases representantes de cada uma das classes de acordo
com a classificacdo de Ambler (AMBLER, 1980), no periodo de julho e agosto do ano
de 2014.

As sequéncias de aminoacidos foram obtidas no banco publico de dados GenBank,
no site do MNational Center for Biotechnology Information (NCBI)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (GEER et al., 2009; NCBI, 2009). Para cada
classe de B-lactamase foi utilizada uma sequéncia proteica como referéncia (Tabela 3),
para a busca de outras sequencias similares através do Basic Local Alignment Search Tool

Protein (BlastP) (JOHNSON et al., 2008).

Tabela 2: Identificacdo das sequéncias de aminodcidos das B-lactamases utilizadas

como referéncias

B-LACTAMASES IDENTIFICACAO
TEM |ABM89223.1|
VIM [YP_006965573.1]
AmpC |JADV18979.1]
OXA |IAGD91915.1]

Fonte:(NCBI, 2009)

As sequéncias foram alinhadas contra o banco de dados de sequéncias nao
redundantes através da ferramenta BlastP, e foram consideradas para este estudo as
sequéncias que apresentaram o valor de expectativa (“e-value”) menor do que e-30,

recuperando o limite maximo de mil sequéncias para cada uma das representantes das
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quatro classes de B-lactamases. As sequéncias foram armazenadas no formato FASTA e

salvas no bloco de notas.

As sequéncias selecionadas correspondentes as f-lactamases dos tipos TEM,
VIM, AmpC e OXA, foram revisadas e filtradas para a exclusao das sequéncias de origem
sintética, resultantes de mutagénese induzida, sequéncias hipotéticas e parciais. Além
disso, foram filtradas as sequéncias idénticas correspondentes as enzimas encontradas na

mesma espécie bacteriana, sendo selecionada apenas uma para as analises.

3.2. SELECAO DE SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS DO 16S RDNA DAS
BACTERIAS RESISTENTES AOS ANTIBIOTICOS OXA

A partir das sequéncias proteicas das B-lactamases do tipo OXA selecionadas e
filtradas para este estudo, foram selecionadas sequéncias dos genes 16S rDNA referentes
as espécies bacterianas nas quais o gene codificador da oxacilinase foi detectado estar
presente no seu genoma ou em plasmideos. As sequéncias nucleotidicas foram obtidas no
banco de dados GenBank no site do do National Center for Biotechnology Information
(NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) (GEER et al., 2009; NCBI, 2009).

3.3. ANALISES FILOGENETICAS BASEADAS NAS SEQUENCIAS PROTEICAS
DAS B-LACTAMASES E DOS 16S RDNA

As sequéncias de aminoacidos das B-lactamases do tipo TEM, VIM, AmpC e
OXA ¢ as sequéncias nucleotidicas dos genes 16S rDNA foram alinhadas pelo Multiple
Alignment Program for Amino Acid or Nucleotide Sequences (MAFFT version 6.864)
(ALIX; BOUBACAR; VLADIMIR, 2012; KATOH; STANDLEY, 2013), e em seguida
foi determinado o modelo evolutivo a ser utilizado para cada grupo de sequéncias através
do software ProtTest 3 (Tabela 4) (ABASCAL; ZARDOYA; POSADA, 2005a, 2005b).
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Tabela 3: Modelos evolutivos utilizados para as analises filogenéticas

Gene TEM VIM AmpC OXA 16S
Total de Sequéncias 232 44 304 181 29
Modelo JIT JIT JIT WAG K80
Parametro G 0.244 - 1 0.241 1
Parametro | - 0.248 0.253 0.261 -

Fonte:(ABASCAL; ZARDOYA; POSADA, 2005a)

Baseando-se no modelo evolutivo, as arvores filogenéticas foram inferidas pelo
método da maxima verossimilhanga, utilizando o sofiware PhyML no site do Trex
(http://www .trex.uqam.ca/index.php?action=phyml2&project=trex) (GUINDON;
GASCUEL, 2003). As arvores filogenéticas foram inferidas empregando como método

de suporte estatistico cem réplicas de bootstrap.

3.4. RECONSTRUCAO DAS SEQUENCIAS PROTEICAS ANCESTRAIS DAS B-
LACTAMASES

As sequéncias proteicas ancestrais para cada grupo de sequéncias codificadoras
das B-lactamases dos tipos TEM, VIM, AmpC e OXA, foram reconstruidas através do
programa MEGA 6 (TAMURA et al., 2013), utilizando as arvores filogenéticas geradas
pelo método da maxima verossimilhanga, que estima o comprimento dos ramos de acordo
com o modelo evolutivo e gera possiveis sequéncias ancestrais para cada né da arvore

filogenética (TAMURA et al., 2011).

Posteriormente, as sequéncias ancestrais geradas foram analisadas para que
fossem encontradas similaridades com subunidades proteicas atuais depositadas no banco
de dados GenBank e para determinagao da presenga de dominios funcionais conservados,
utilizando as ferramentas BlastP e o Conserved Domain Database (CDD),
respectivamente (JOHNSON et al., 2008; MARCHLER-BAUER et al., 2009, 2011,
2015; MARCHLER-BAUER; BRYANT, 2004).
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3.5. ANALISE DAS PROTEINAS ANCESTRAIS REFERENTES AOS GENES DE
RESISTENCIA CODIFICADORES DAS B-LACTAMASES

Para cada sequéncia ancestral foram gerados modelos tridimensionais utilizando-
se o programa I-Tasser (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/I-TASSER/), que constroi
modelos de proteinas com base nas sequéncias de aminoécidos, realizando o método
threading, o qual alinha a sequéncia de estudo com sequéncias depositadas no banco de
dados do Protein Data Bank (PDB) (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do), e a partir
deste, infere a possivel estrutura tridimensional da sequéncia estudada (ROY;
KUCUKURAL; ZHANG, 2010; YANG; ZHANG, 2015; ZHANG, 2008).

Os modelos selecionados para cada sequéncia ancestral foram utilizados para a
compara¢do com modelos estruturais originais de proteinas atuais depositadas no PDB,
por meio do programa TM-align (ZHANG; SKOLNICK, 2005). Para cada comparacao
entre duas proteinas, foi calculado o desvio médio da raiz quadrada (RMSD), que
expressa a distancia entre duas estruturas proteicas tridimensionais, tomando como

parametro as coordenadas dos carbonos alfa de cada estrutura.

Os dados do RMSD foram utilizados para a constru¢ao de duas diferentes matrizes
de distancia, sendo uma referente apenas aos modelos tridimensionais das proteinas
ancestrais ¢ outra referente aos modelos tridimensionais de proteinas ancestrais com
proteinas atuais de cada classe de f-lactamase. Estas foram utilizadas para a constru¢ao
de dendogramas para visualizar a similaridade entre as estruturas proteicas analisadas

utilizando o programa Tree Inference Neighbour Joining (SAITOU N, 1987).

3.6. INFERENCIA DA TRANSFERENCIA HORIZONTAL DOS GENES DE
RESISTENCIA OXA

As arvores filogeneticas das sequéncias proteicas do genes de resisténcia OXA e
nucleotidicas do 16S rDNA foram comparadas para determinar possiveis eventos de
transferéncia génica do gene OXA entre os organismos analisados. Para isso, foi analisada
a historia evolutiva do gene OXA e as incongruéncias entre a filogenia do gene OXA

comparada a filogenia referente as espécies bacterianas (RAVENHALL et al., 2015).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. DIVERSIDADE DAS OXACILINASES

No ano de 2006 apenas 121 variantes diferentes das OXA B-lactamases haviam
sido identificadas (WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006), até fevereiro do ano de
2015  foram  identificadas 498  variagdes das OXA  [-lactamases
(http://www.lahey.org/studies/other.asp#tablel). Neste trabalho foram utilizadas 181
destas variantes. A variagdo de um ou mais aminoacidos nas sequéncias proteicas das
OXA B-lactamases altera sua resposta aos antibioticos, fazendo com que se tornem mais
ou menos eficazes (IKONOMIDIS et al., 2007; POIREL et al., 2001; WALTHER-
RASMUSSEN; HGIBY, 2006).

A partir do alinhamento das 181 sequéncias de aminoacidos correspondentes as
diversas oxacilinases selecionadas foi possivel observar a variabilidade entre estas
sequéncias. No entanto, todas as sequéncias variantes das OXAs apresentaram motivos
que sao bem conservados entre as enzimas da classe D de B—lactamases e essenciais para
0 mecanismo catalitico das mesmas: STFK, YGN e KTG . E descrito na bibliografia que
as OXA B-lactamases apresentam padrdes de conservagdo na sequéncia de aminoacidos
que correspondem a elementos estruturais para a formagao do sitio ativo da proteina (EL
GARCH et al., 2011; FROES et al., 2016; SINGH; SAXENA; SINGH, 2009; TOTH et
al., 2016)

O motivo STFK, apresentou os residuos de serina catalitico (Ser109) ¢ o residuo
de treonina (Thr110) conservados em todas as sequéncias analisadas. Estes estdo entre os
residuos mais conservados nas classes A e D de B-lactamases (Figura 2) (COUTURE;
LACHAPELLE; LEVESQUE, 1992; SANSCHAGRIN; COUTURE; LEVESQUE,
1995; WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006).

No motivo STFK, apenas duas sequéncias de aminodcidos apresentam a
substituicdo da fenilalanina (Phel11) pela tirosina (Tyr), pertencentes a uma OXA-10
presente em Achromobacter piechaudiii ¢ a uma OXA-62 presente em Pandorea
pnomenusa. A substituicdo do motivo STFK para o motivo STYK também foi descrito
para uma sequéncia OXA-50 identificada em P. aeruginosa (GIRLICH; NAAS;
NORDMANN, 2004a).
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1. O¥R-51-1ike : LthIlLllllhlll
2. OHR-Z13-1like : LlHLI.L....H...
3. OXR-Z3-1ike : L.HLI.L......I.
4. OXRIZ4-1ike : LthIlL.....lIl
5. OXR-143-1like : LlHLI.L....H...
G. OHBR-40-like .ﬁ...
7. OHER-Z11-1like lﬁlll
8. OX2-Z14-1ike ...ll
o. OHR-Z2Zo9-like : A.E...
10. OXA-58-like B-08 | E a2l zE-HHED-HER
11. OHE-&0-like : ...LIHF...H‘T...
12. OoHa-10-like : ll.LIHL....H...
13. OMA-S5-1ike : hllLIhLlllV‘F...
14_ OXA-48-like B-E8 B- BBz 0_BvvHER
15 o¥a-Z-Jike

Figura 2: Representantes de cada grupo de OXA B-lactamase, contendo o motivo STFK apresentando os
residuos Ser109 e Thr110 totalmente conservados

O motivo STFK também contém a presenca de um aminoacido atipico ou
indeterminado no lugar do residuo da lisina (Lys112) de uma sequéncia OXA-58 presente
em A. baumannii. Alteragdes no residuo da lisina no motivo STFK levam a diminuigao
do nivel de expressdo e da atividade enzimatica, tornando a enzima praticamente inativa

(EVANS; AMYES, 2014; VERMA et al., 2011).

O motivo YGN na posicao 194 a 197, no qual 22,6% das sequéncias tinham a
substituicao da tirosina (Tyr) pela fenilalanina (Phe), € 2,2% e tinham a substituigdo da
asparagina (Asn) pela tirosina(Tyr), serina(Ser), glutamato(Glu) ou metionina(Met)
(Figura 3). Este motivo ¢ responsavel pela eficiéncia catalitica das serina -lactamases,
sendo necessario para a formagao da ponte hidrofobica juntamente com o motivo KTG,

e mantendo a estabilidade da enzima (EL GARCH et al., 2011; TOTH et al., 2016).

A substitui¢@o da tirosina pela fenilalanina no motivo YGN também foi descrito
para sequéncias de OXA-23, -40, -143, e -229, (BONNIN et al., 2012; EL GARCH et al.,
2011). O motivo YGN também apresentou a inser¢do de uma arginina (Argl95) na

sequéncia da OXA-209 presente em Riemerella anatipestifer. (CHEN et al., 2012).
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Figura 3: Representantes de cada grupo de OXA f-lactamase, contendo o motivo YGN com o residuo

Gly196 conservado em todas as sequéncias

O motivo KTG, altamente conservado entre as serina [-lactamases também foi

observado, na posi¢ao 259 a 261, este motivo possui fungdo importante na formagao de

uma ponte hidrofobica responsavel pela atividade catalitica da enzima, semelhante a
funcdo da triade SDN presente em [f-lactamases da classe A (COUTURE;
LACHAPELLE; LEVESQUE, 1992; SANSCHAGRIN; COUTURE; LEVESQUE,
1995; TOTH et al., 2016; TSUKAMOTO et al., 1990), apresentando o residuo de lisina

(Lys259) e glicina (Gly261), conservado em todas as sequencias (Figura 4).
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Figura 4: Representantes de cada grupo de OXA B-lactamase, contendo o motivo KTG apresentando os

residuos Lys259 e Gly261 conservado em todas as sequéncias
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O residuo treonina (Thr), do motivo KTG, apresentou substituicdo em 69,6% pelo
residuo serina (Ser). A substituicdo do motivo KTG pelo motivo KSG foi descrita em
sequéncias de OXA-23, -27, -40, -51, -58, -211, -213, e -214 (BROWN; YOUNG;
AMYES, 2005; FIGUEIREDO et al., 2012; GIRLICH; NAAS; NORDMANN, 2004a;
HERITIER et al., 2005). A treonina (Thr) pode nao ser essencial para a reagdo enzimatica,
uma vez que sua substitui¢ao nao inviabiliza a acdo da enzima, porém, sua substituicao
pelo residuo valina (Val) resulta em uma diminui¢do da afinidade de B-lactamases da
classe C pelos antibioticos cefalotina e cefaloridina (TSUKAMOTO et al., 1990).

Outros cinco residuos conservados que se apresentam completamente
conservados entre as sequéncias analisadas e que ndo pertencem aos trés motivos
observados s3o o da Alanina (Alal08), o residuo Alanina (Alal64), a Serina (Ser168), o
Triptofano (Trp275) e a Arginina (Arg310). A variabilidade dos residuos de aminoacidos
produz novos subtipos de enzimas em um mesmo grupo génico, conferindo modificacio
da resisténcia dos organismos aos antibioticos, por exemplo, a falta da Leucina (Leu) na
posicdo 165 em OXA-145, aumenta a resisténcia a cefepime, cefotaxime e aztreonam, e
diminui a resisténcia a amoxicilina, piperacilina e ticarcilina (BROWN; AMYES, 2005;
FERNANDEZ et al., 2012; HERITIER et al., 2005; HOCQUET et al., 2011; WALTHER-
RASMUSSEN; HGIBY, 2006).

42. ANALISES FILOGENETICAS DAS B-LACTAMASES DO TIPO
OXACILINASES

A arvore filogenética das 181 sequéncias das OXA B-lactamases foi inferida pelo
método da méxima verossimilhanga e usando cem réplicas de bootstrap (Figura 5). A
arvore filogenética das sequéncias proteicas das OXA B-lactamases selecionadas para este
estudo foram agrupadas em dezessete clados, mostrando a ampla diversidade dessas
enzimas ¢ a relacdo entre elas (EVANS; AMYES, 2014; FIGUEIREDO et al., 2012;
POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010). A grande maioria das sequéncias referentes aos
genes de resisténcia blaOXA estdo presentes em bactérias pertencentes ao filo
Proteobactéria, em especial da classe Gammaproteobactéria, do género Acinetobacter,
principalmente a espécie 4. baumannii. Apenas duas sequéncias proteicas foram
encontradas em bactérias do filo Bacteroidetes, a R. anatipestifer e a Z. profunda
(FEDERHEN, 2015).
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Figura 5: Arvore filogenética referente as sequéncias proteicas das OXA p-lactamases. Dezessete
agrupamentos foram identificados por algarismos romanos, pertencentes a 16 grupos das OXA, sendo o
grupo I das OXA-51-like, o grupo 11 das OXA-213-/ike, o grupo 111 das OXA-23-like, o grupo IV das OXA-
134a-like, o grupo V das OXA-24/40-like, o grupo VI das OXA-143-like, o grupo VII das OXA-211-like,
o grupo VIII das OXA-214-like, o grupo IX das OXA-229-like, o grupo X das OXA-58-like, o grupo XI
das OXA-60-like, o grupo XII de novas variantes, o grupo XIV das OXA-10-like, os grupos XIII e XVI
das OXA-5-like, o grupo XV das OXA-48-like, e o grupo XVII das OXA-2-like.
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O agrupamento I ¢ formado por sessenta e cinco variantes do grupo OXA-51-/ike,
presentes principalmente em A. baumannii (96.9%), e suportado por bootstrap de 98%.
As variantes deste grupo foram encontradas principalmente em 4. baumannii, no entanto,
também foi observado as variacdes OXA-138, presente em Acinetobacter nosocomialis,
e OXA-106, presente em K. pneumoniae. O grupo das OXA-51-like apresentam
resisténcia a carbapenems, imipenem, meropenem, cefalotina, ampicilina-sulbactama e

outros antibidticos (JOURNAL, 2012).

O maior grupo das OXA B-lactamase pertencente ao grupo das OXA-51-like, sao
geralmente relatadas em A. baumannii, sendo descrito como intrinseco ao cromossomo
desta espécie, assim como suas variantes OXA -64, -71, -77, -84, -100, -113, -172, -208
e -241, e sempre sendo correlacionados em analises filogenéticas (BROWN; AMYES,
2005; EVANS; AMYES, 2014; EVANS; HAMOUDA; AMYES, 2013; FERNANDEZ
et al., 2012; HERITIER et al., 2005; IKONOMIDIS et al., 2007; TURTON et al., 2006;
VAHABOGLU et al., 2006; WALTHER-RASMUSSEN; H@IBY, 2006).

Em estudo filogenético anterior foi mostrado que a evolugdo das OXAs do grupo
funcional das carbapenases estd sobretudo confinada a diferentes espécies de
Acinetobacter ¢ o clado formado pelas OXA-51-like foi o que apresentou menor
divergéncia entre as variantes das OXAs carbapenases estudadas (PAL; TRIPATHI,
2016).

O agrupamento II ¢ formado por oito variantes do grupo OXA-213-/ike. Este
agrupamento ¢ formado apenas por Acinetobacter calcoaceticus, sendo suportado por um
bootstrap de 98%. As variantes OXA-324, -325, 326, -328, -329, -330 ¢ -331 encontradas
em A. calcoaceticus foram anteriormente descritas como sendo do grupo das OXA-213-
like. A sequéncias de aminodcidos dessas variantes apresentaram aproximadamente de

93% a 97% de similaridade com a sequéncia OXA-213 (ZANDER et al., 2014).

O agrupamento III ¢ formado por onze variantes do grupo OXA-23-like e ¢
suportado por um bootstrap de 100%. As enzimas deste grupo sdo frequentemente
encontradas em plasmidios e tornaram-se determinantes de resisténcia adquirida a
carbapenems mais comumente presentes em A. baumanni e também em outras espécies

de Acinetobacter (EVANS; AMYES, 2014; ZANDER et al., 2014). Enzimas pertencentes
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a este grupo apresentam resisténcia a carbapenems, aminoglicosideos e fluoroquinolonas

(MEDEIROS; LINCOPAN, 2013).

Os genes de varias OXA-23-/ike foram identificados nos genomas de isolados de
Acinetobacter radioresistens e a comparagao do conteido GC do gene blaOXA-23 de A.
radioresistens com o contedo médio do genoma de A. baumannii indica que os genes
blaOXA-23 ocorrem naturalmente em A. radioresistens e foram adquiridos recentemente
por A. baumannii (BONNIN et al., 2012; EVANS; AMYES, 2014; FIGUEIREDO et al.,
2010)

Quatro variantes, todas identificadas em Acientobacter Iwoffii formam o
agrupamento IV e pertencem ao grupo das OXA-134a-like. As OXAs do grupo OXA-
134a-like sdo descritas na literatura como de ocorréncia natural na espécie A. Iwoffii além
disso este grupo apresenta 63% de identidade com o grupo OXA-23-like (BONNIN et
al., 2012; EVANS; AMYES, 2014; FIGUEIREDO et al., 2010, 2012). Pode-se notar
claramente na arvore filogenética das OXAs deste estudo (Fig. 5) que as variantes do
grupo OXA-23-like ¢ OXA-134a-like formam um clado suportado por um bootstrap de
93%

O agrupamento V pertence ao grupo das OXA-24/40-like, ¢ formado por oito
variantes e suportado por um bootstrap de 100%. Sete das variantes da OXA-24/40-like
estdo presentes no género Acinetobacter, apenas uma das sequéncias, a OXA-24, estava

presente na espécie Commensalibacter sp..

A OXA-40 foi primeiramente nomeada como OXA-24 ao ser identificada em
isolados na Espanha em 1997, porém posteriormente foi renomeada para OXA-40 , ¢
consequentemente o nome do grupo foi renomeado para OXA-24/40-like (D’ ANDREA
et al., 2009; EVANS; AMYES, 2014; POIREL; NORDMANN, 2006). As B-actamases
do grupo das OXA-24/40-like conferem resisténcia principalmente a cefalosporinas e
carbapenems de terceira e quarta geragdo (MEDEIROS; LINCOPAN, 2013)

O agrupamento VI pertence ao grupo das OXA-143-like e possui cinco variantes,
as OXA-143, -231, -182, -253, presentes em A. baumannii, ¢ a variante OXA-255,
presente em Acinetobacter pittii. As enzimas pertencentes ao grupo das OXA-143-like,
encontradas em plasmidios, foram descritas apenas nessas duas espécies de Acinetobacter

(EVANS; AMYES, 2014; HIGGINS et al., 2009; MOSTACHIO et al., 2012). A OXA-
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182, presente em A. baumannii, se agrupa com as sequéncias referentes ao grupo das

OXA-24/40-like, apresentando um bootstrap de 34%.

O agrupamento das OXA-143-like ¢ OXA-24/40-like com as OXA-143-like
apresenta suporte de 97% de bootstrap. A proximidade entre os grupos OXA-143-like e
OXA-24/40-like observada no presente estudo, ja foi relatada em outros estudos
(EVANS; AMYES, 2014). O gene blaOXA-143 apresenta aproximadamente 80% de
similaridade com outras enzimas do grupo OXA-24/40-like (HIGGINS et al., 2009).

O agrupamento VII ¢ formado por cinco variantes do grupo das OXA-211-like, e
¢ suportado por um bootstrap de 100%. Todas presentes em Acinetobacter johnsonii. Na
literatura, estas enzimas sdo descritas em sua maioria presentes no cromossomo da

espécie Acinetobacter johnsonii (EVANS; AMYES, 2014; FIGUEIREDO et al., 2012).

O agrupamento VIII ¢ formado por uma OXA-215, presente em Acinetobacter
haemolyticus e apresentando um bootstrap de 96%. Esta variante pertence ao grupo
OXA-214-like, sendo encontrada apenas em Acinetobacter haemolyticus (EVANS,;
AMYES, 2014).

O agrupamento IX pertence ao grupo das OXA-229-like, sendo formado por
quatro variantes, todas encontradas em Acinetobacter bereziniae, ¢ apresentando um
bootstrap de 99%. As enzimas pertencentes aos grupos OXA-211-like, OXA-214-like ¢
OXA-229-like foram identificadas recentemente, destas, as enzimas pertencentes aos
grupos OXA-211-like e OXA-214-like, apresentam aumento na atividade contra
imipenens (EVANS; AMYES, 2014; FIGUEIREDO et al., 2012).

O agrupamento X ¢ formado por cinco variantes do grupo das OXA-58-like, e
apresenta um suporte de bootstrap de 98%. O subtipo OXA-58 foi encontrado tanto em
A. baumannii quanto em A. nosocomialis. E descrito que o grupo das OXA-229-like
apresenta 66% de identidade com as enzimas do grupo OXA-58-like, ambos 0s grupos
ndo apresentam atividade contra ceftazidima, cefotaxima e cefepime (BONNIN et al.,
2012).

O agrupamento XI ¢ formado apenas por OXA-60 pertencentes ao grupo OXA-
60-/ike, sendo encontrada apenas em R. pickettii e apresentando um suporte de bootstrap

de 100%. A comparagdo do contetido GC entre o genoma da espécie R. pickettii e o gene
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blaOXA-60 indica que estes genes ocorrem naturalmente nessa espécie (GIRLICH;

NAAS; NORDMANN, 2004b).

O agrupamento XII ¢ formado por novas variantes de OXAs que possuem baixa
identidade com a maioria das -lactamases de classe D, apresenta suporte de bootstrap
de 65%, e ¢ formado por uma OXA-10 encontrada em Achromobacter piechaudii, uma
OXA-20 encontrada em Z. profunda, uma OXA-198 encontrada em P. aeruginosa, € uma
OXA-209 encontrada em R. anatipestifer. Estas OXAs nao se enquadram em nenhum
outro subgrupo conhecido de OXAs e nao apresentam muita identidade entre si,

apresentando apenas 33 sitios conservados entre as sequéncias de aminodacidos.

Pertencente a um novo grupo das B-lactamases da classe D, a OXA-198,
apresentam baixa identidade com sequéncias dos demais grupos de OXA B-lactamases, e
oferecem resisténcia principalmente a penicilinas e alguns carbapenems (EL GARCH et
al., 2011). A primeira identificagdo de B-lactamases em R. anatipestifer é referente a
OXA-209, encontrada em plasmideo, ¢ apresentando 80% de identidade com OXA-10
identificadas em Bacterioides sp. (CHEN et al., 2012).

O agrupamento XIII pertence ao grupo das OXA-5-/ike, com suporte de 95% de
bootstrap, e é formado por uma OXA-129 encontrada em Salmonella enterica e por uma
OXA-5 encontrada em P. aeruginosa. As sequéncias de aminoécidos das OXA-5 e OXA-
129 apresentam menos de 81% de identidade com as variantes OXA-10-/ike (POIREL et
al., 2010).

O agrupamento XIV ¢ formado por variantes OXA-10-/ike, apresentando suporte
de 89% de bootstrap, é formado por quinze variantes, a maioria encontradas
principalmente em P. aeruginosa, mas também identificadas em A. baumanni e em
enterobactérias. A OXA-10, ja foi identificada em plasmideos presentes nas espécies
Providencia stuartii e P. aeruginosa (EVANS; AMYES, 2014; POIREL et al., 2004;
VILLA et al., 2013).

As enzimas pertencentes ao grupo das OXA-10-like sdo bastante difundidas entre
as espécies bacterianas gram-negativas, sendo encontrada frequentemente em P.
aeruginosa, e os genes codificadores destas enzimas sdo geralmente encontrados em
elementos moveis como plasmidios, transposons e integrons (CHEN et al., 2012; EL
GARCH et al.,, 2011; POIREL et al., 2001; POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010;
PORTO et al., 2010; QIN et al., 2010).
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O agrupamento XV¢ formado por doze variagdes do grupo OXA-48-like, ¢
restrito as bactérias da familia Enterobacteriaceae, principalmente K. pneumoniae, €
apresentando um suporte de 96% de bootstrap. Foi descrito que este grupo, apesar de
possuir os motivos YGN e KTG conservados, ndo apresenta a ponte hidrofobica em seu
sitio ativo, porém outras regides da enzima apresentam a caracteristica de ser hidrofobica
(DOCQUIER et al., 2009; EVANS; AMYES, 2014). Foi proposto que espécies do género
Shewanella seriam provavelmente a hospedeira original destas enzimas, devido a
quantidade de enzimas ndo nomeadas e relacionadas encontradas nestas espécies

(EVANS; AMYES, 2014).

O agrupamento XVI reune duas sequéncias identificadas como OXA-5,
encontradas no género Bradyrhizobium, e apresentando suporte de 100% de bootstrap.
Essas sequéncias ndo formam um grupo com as sequéncias do agrupamento XIII e o
alinhamento das sequéncias OXA-5 identificadas em Bradyrhizobium apresentam apenas
34 sitios conservados com as sequéncias OXA-5 de P. aeruginosa e da OXA-129 de S.

entérica.

Os agrupamentos XIII, XIV, XV e XVI referentes aos grupos OXA-10-/ike,
OXA-5-like e OXA-48-like, formam um clado com baixo suporte de 34% de bootstrap.
Este agrupamento ocorre em razao da homologia estrutural que estes grupos possuem,
apresentando uma trajetoria evolutiva diferenciada dos demais grupos de OXA pB-
lactamases (COUTURE; LACHAPELLE; LEVESQUE, 1992; DOCQUIER et al., 2009;
EVANS; AMYES, 2014).

As ultimas quinze sequéncias, formam o grupo XVII e pertencem ao grupo das
OXA-2-like, formadas pelos subtipos OXA -34, -32, -2, -210, -3, -21, -62 ¢ -15,
encontradas em P. aeruginosa, Pseudomonas putida, A. baumannii, A. bereziniae,
Burkholderia cepacia, K. pneumoniae, Citrobacter freundii, Stenotrophomonas
maltophilia, S. enterica ¢ Pandorea pnomenusa, todas possuindo baixos valores de

bootstrap.

As enzimas OXA-2-like formam um grupo distinto e apresentam uma uma baixa
homologia com os demais grupos de OXA B-lactamases, sugerindo que este grupo tenha
sido um dos primeiros a se divergirem (EVANS; AMYES, 2014; JORIS et al., 1988;
PEREIRA; NETHSRLANDS, 1995).
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Desta forma, a andlise da arvore filogenética baseada nas sequéncias proteicas das
OXA B-lactamases, confirmou que a formagao dos ramos estdo em congruéncia com a
divisao das OXA B-lactamases em grupos, divididos de acordo com as homologias
estruturais, apresentando valores de bootstrap entre 65% e 100% em cada agrupamento
observado (COUTURE; LACHAPELLE; LEVESQUE, 1992; DOCQUIER et al., 2009;
EVANS; AMYES, 2014).

A grande diversidade das OXA B-lactamases ocorre em razdo dos processos
evolutivos que estas enzimas sofreram no decorrer dos anos, diminuindo a similaridade e
ampliando o espectro de ag¢do destas enzimas (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995a;
FROES et al., 2016; JACOBY, 2006; POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010;
WALTHER-RASMUSSEN; HGIBY, 2006).

Inicialmente as OXA B-lactamases apresentavam resisténcia apenas a penicilinas
e a oxacilinas, contudo, atualmente sdo encontradas variagdes enzimaticas que possuem
acdo contra cefalosporinas, cefotaximas, carbapemenicos, imipenemicos, entre outros
antibioticos (BONNIN et al.,, 2012; BUSH, 1989; DOCQUIER et al., 2009;
FIGUEIREDO et al., 2012; POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010).

43. RECONSTRUCAO E ANALISE DAS SEQUENCIAS ANCESTRAIS DAS
OXA B-LACTAMASES

A partir da andlise filogenética das OXAs foram geradas duas sequéncias
ancestrais hipotéticas que representam a origem de toda a diversidade atual dessas
enzimas (Tabela 4). As sequéncias ancestrais reconstruidas foram comparadas com outras
sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank, utilizando a ferramenta BlastP,

para analisar provaveis semelhancgas com as sequéncias atuais.

A sequéncia ancestral, denominada AnOXA, apresentou 64% de identidade com
outras enzimas OXAs da familia OXA-60 identificada em R. pickettii e outras espécies
de Ralstonia (JOHNSON et al., 2008). A sequéncia ancestral, denominada AnOXA2,
apresentou 58% de identidade com outras enzimas OXAs da familia OXA-10
identificadas em bactérias gram-negativas como E.coli e P. aeruginosa (JOHNSON et
al., 2008). Esses resultados mostram que as oxacilinases evoluiram, pelo menos, a partir

de duas sequéncias ancestrais diferentes.
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Tabela 4: Sequéncias ancestrais geradas através das andlises filogenéticas individuais

das sequéncias proteicas das OXA p-lactamases

B-lactamase Sequéncia

AASLVSSTQEQEVRNDKKLFDEAGVKGTFVLYDAQNNKTYVN
AnOXA 1 DPARAKKRYLPASTFKIPNSLIALETGAVKDEQVFKWDGKPRP
FKAWERDMTLREAMQVSAVPVYQEIARRIGPERMQKYVNRFD
242 aa YGNRQIGSAIDQFWLKGPLKISAIEEVQFVRRLALKQLPFKPRT
QOMVKEMMLIEQQGDYTLYAKTGWQIGWWVGWVERPGNVY
AFALNIDMPNENDMAKRMQLTKQILKELGIF

AAPLVASTEIQEVRNWKKLFDEEGVKGTFVLYDAQNNQYYTN
AnOXA 2 | DAARAKKRYLPASTFKIPNSLIALETGAVKDEHVFKWDGKPRS
FKAWERDQTLRSAMQVSAVPVYQEIARRIGPERMQKYLNKFN
242aa | YGNRDIGGGIDQFWLDGQLRISAIEQVDFLRRLYLNKLPFSERT
QRMVKEMMIIEQTPDYILHAK TGWQIGWWVGWVERPGNVYF
FALNIDMPNENDLPARMQITKQILKDLGIL

aa = aminoacidos

As duas primeiras sequéncias de OXA B-lactamases identificadas apresentavam o
motivo STFK conservado, assim como grande parte das enzimas pertencentes a esta
familia, porém, possuiam apenas 48% de homologia entre suas sequéncias (EVANS;
AMYES, 2014). Assim como as sequéncias atuais estudadas, as sequéncias ancestrais
inferidas das enzimas OXA p-lactamases também apresentaram os motivos STFK, YGN

e KTG conservados.

As sequéncias proteicas das OXA [-lactamases pertencentes a classe D
apresentam baixa similaridade entre si, apresentando menos sitios conservados que as
demais classes de B-lactamases (BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995a; FROES et al.,
2016; JACOBY, 2006; WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY, 2006)

Foi, entdo, analisada a presenca dos dominios funcionais conservados para cada
sequéncia ancestral das OXA [-lactamases reconstruida. Ambas as sequéncias ancestrais
da mostraram a presenca do dominio conservado transpeptidase da familia das proteinas
de ligacdo a penicilina, sendo o sitio ativo de serina conservado em todos os membros
desta familia (AMBLER, 1980; BERTONCHELI; HORNER, 2008; BUSH; JACOBY;
MEDEIROS, 1995b; FROES et al., 2016; HOCQUET et al., 2011).

O dominio conservado da transpeptidase das sequéncias ancestrais das -

lactamases do tipo OXA apresentou o pardmetro de confiabilidade significante, com E-
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value maior que e-30. A presenca do dominio conservado da transpeptidase confere uma
homologia estrutural entre as proteinas pertencentes a classe D das B-lactamases com
outras proteinas que possuem o mesmo dominio conservado, como as DD-peptidases e

proteinas pertencentes as classes A e C de B-lactamases (HALL; BARLOW, 2003).

Apesar da presenca de trés motivos conservados pertencentes ao dominio das
transpeptidases em ambas as ancestrais a baixa homologia entre as sequéncias proteicas
indicam a possibilidade das OXA B-lactamases de terem evoluido de pelo menos duas
sequéncias ancestrais. Ainda, a identificacdo do dominio conservado da transpeptidase
nas OXA [-lactamases indica uma ancestralidade comum com as demais enzimas
pertencentes a famila das serina p-lactamases ¢ com as DD-peptidases (HALL;
BARLOW, 2003, 2004).

4.4. INFERENCIA DA TGH ATRAVES DA COMPARACAO DAS ANALISES
FILOGENETICAS

Além da diversidade, os genes codificadores das OXAs também sofrem
transferéncia horizontal. A topologia da arvore filogenética referente ao 16S rDNA
apresentou congruéncia com a taxonomia esperada dos organismos, onde € possivel
observar a separagao dos grupos a nivel de filo, classe e familia (Figura 6) (FEDERHEN,
2015). A topologia da arvore filogenética referente as sequéncias proteicas das OXA f§ —
lactamases, por sua vez, ndo apresentou congruéncia com a filogenia taxonomica dos

grupos estudados (Figura 5).

Algumas espécies ndo se agrupam por familias ou classes. Bactérias das classes
Alphaproteobacteria e Betaproteobacteria e do filo Bacterioidetes se encontram
agrupadas entre as bactérias da classe Gammaproteobacteria formando agrupamentos
com baixos suportes de bootstrap. A comparacdo da arvore filogenética dos genes 16S
rDNA com a arvore das OXA [-lactamases apresenta varias incongruéncias, como o fato
das enterobactérias estarem separando as espécies do género Pseudomonas, pertencentes

a classe Gammaproteobacteria, porém nao entéricas, agrupando-se com elas.
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Figura 6: Arvore filogenética baseada nas sequéncias nucleotidicas do gene 16S rDNA de espécies
bacterianas que podem produzir BlaOXA. Na arvore do 16S rDNA, a nivel de classe, se observa a divisdo
de quatro ramos. O agrupamento a possui 0 maior nimero de espécies bacterianas selecionadas, formando
a classe das Gammaproteobacteria. O agrupamento b e ¢ sdo referentes as classes Betaproteobacteria e
Alphaproteobacteria, respectivamente. Os organismos mais distantes filogeneticamente, por sua vez,

formam o agrupamento d, pertencentes a classe Flavobacteria, e ao filo Bacteriodetes.

O primeiro agrupamento incongruente com a filogenia dos organismos presente
na arvore filogenética das enzimas OXA B-lactamases ¢ referente a sequéncia OXA-106
presente na espécie K. pneumoniae (VAIDYANATHAN, V., SRINIVASAN, V.B. AND
GOVINDAN, 2012) que se agrupa com sequéncias pertencentes ao grupo das OXA-51-

like presentes na espécie A. baumannii.

Genes que codificam as enzimas do grupo das OXA-51-like sdo descritos como
intrinsecos a espécie A. baumanni, podendo ser encontrados também em A. nosocomialis
(EVANS; HAMOUDA; AMYES, 2013; IKONOMIDIS et al., 2007, KARUNASAGAR
et al., 2011; SAFARI et al., 2015). As B-lactamases comumentes detectadas na espécie

K. pneumoniae, por sua vez, pertencem principalmente ao grupo das OXA-48-like
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(CETINKOL et al., 2016; CUZON et al., 2008; LAURENT et al., 2004; STOLLE et al.,
2013).

A segunda incongruéncia entre as arvores filogenéticas também ¢ referente a
espécie K. pneumoniae, que se agrupa com a espécie 4. baumannii no grupo das OXA-
23-like. Frequentemente encontrada em plasmidios, as enzimas pertencentes ao grupo das
OXA-23-like tem sido relatadas na espécie K. pneumoniae (EVANS; AMYES, 2014;
EVANS; HAMOUDA; AMYES, 2013; TURTON et al., 2006).

A terceira incongruéncia € a presenca da espécie bacteriana Commensalibacter sp.
da classe das Alphaproteobacteria dentro do agrupamento do género Acinetobacter, que
pertencem a classe das Gammaproteobacteria. A sequéncia proteica presente na espécie
Commensalibacter sp. pertence ao grupo das OXA-24/40-like e apresenta suporte de 97%
de bootstrap na formagdo do agrupamento com as demais OXA-24/40-/ike e com as
OXA-143-like.

Os genes codificadores das enzimas do grupo OXA-24/40-like sao geralmente
encontrados em cromossomos ou plasmidios presentes nos geéneros Acinetobacter e
Pseudomonas (D’ANDREA et al.,, 2009; EVANS; AMYES, 2014; POIREL;
NORDMANN, 2006). A bactéria Commensalibacter sp além de se agrupar em meio a
outras espécies do género Acinetobacter esta distante das espécies do género
Bradyrhizobium que também sdo Alphaproteobactérias e agrupam-se juntas
compartilhando a presenca do gene codificador da OXA-5. Assim a presenca do gene
OXA-24 no genoma de Commensalibacter indica que ele pode ter sido adquirido por
TGH.

Uma quarta incongruéncia ¢ formada pelo agrupamento de espécies
filogeneticamente distantes que apresentam sequéncias pertencentes a um novo grupo de
OXA B-lactamases e suporte de 65% de bootstrap, indicando que estas enzimas podem
ter sido adquiridas por TGH. O grupo ¢é formado pelas espécies A. piechaudii, pertencente
a classe das Betaproteobacteria, P. aeruginosa pertencente a classe das
Gammaproteobacteria, e Z profunda e R. anatipestifer, pertencentes a classe

Flavobacteriia e ao filo Bacteroidetes.

A quinta incongruéncia € referente as sequéncias pertencentes ao grupo das OXA-

2-like, que nao formam um agrupamento na arvore filogenética, e estdo presentes em
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bactérias pertencentes principalmente ao género Pseudomonas (Figura 13). Enzimas
pertencentes a este grupo de f-lactamases além de ndo apresentarem alta homologia entre
si, também sdo frequentemente encontradas em transposons e integrons (PEREIRA;
NETHSRLANDS, 1995; POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010).

As incongruéncias entre as arvores baseadas nas sequéncias proteicas das OXA [3-
lactamases e nas sequéncias do gene 16S rDNA permitiram a inferéncia de possiveis
eventos de transferéncia horizontal desses genes de resisténcia. A filogenia obtida com o
gene 16S rDNA tende a mostrar a relagdo evolutiva entre as bactérias devido as
caracteristicas destes genes de serem homologos e altamente conservados apresentando
alguns dominios varidveis, possuem evolucdo mais lenta comparados aos genes

codificadores de proteinas (PATWARDHAN; RAY; ROY, 2014; WADE, 2002).

E esperado encontrar incongruéncias entre as arvores, pois a filogenia das
sequencias das OXA B-lactamases reflete particularmente a historia evolutiva do proprio
gene (WADE, 2002). Os genes de resisténcia codificadores das OXA [-lactamase sao
extremamente diversos ¢ muitas vezes sdo carregados em plasmideos ou aparecem
proximos a elementos moveis o que facilita a TGH dos mesmos (PEREIRA;
NETHSRLANDS, 1995; POIREL; NAAS; NORDMANN, 2010).

Portanto, a analise entre as arvores filogenéticas confirmou que a topologia da
arvore baseada nas sequéncias das enzimas OXA B-lactamases difere significativamente
da arvore baseada no gene 16S rDNA. Muitos dos ramos formados na filogenia baseada
nas OXA B-lactamases apresentaram baixos valores de bootstrap (<30), enquanto que os
ramos da arvore baseada no 16S rDNA apresentaram altos valores de bootstrap. Essas
diferencas nas topologias das arvores e os dados encontrados de outros estudos sobre os
genes codificadores das OXA [-lactamase mostram que muitos destes genes estdo
sujeitos a transferéncia horizontal génica. Consequentemente, o processo da TGH

apresenta importante impacto na disseminagao da resisténcia aos -lactamicos.

4.5. ANALISE DAS RELACOES EVOLUTIVAS DAS OXACILINASES E DEMAIS
CLASSES DE B-LACTAMASES

Devido as divergéncias entre as sequéncias proteicas das enzimas das diferentes

classes de B-lactamases, torna-se impossivel realizar uma analise filogenética entre todas
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as classes (AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995a; HALL; BARLOW,
2003). Assim, foi utilizado o método de reconstrugdo da sequéncia ancestral como

estratégia para a analise da evolucao molecular das diferentes classes de B-lactamases.

As TEM B-lactamases, pertencentes a classe A, contém entre 273 e 301 residuos
de aminodcidos (aa), e variam entre si pela divergéncia entre 1 e 18 aminoécidos.
Substitui¢des na sequéncia de aminoacidos levam a alteragdes quanto a resisténcia aos
antibioticos (PINHEIRO, 2013; QUEENAN; BUSH, 2007; SALVERDA; DE VISSER;
BARLOW, 2010). A sequéncias analisadas neste estudo apresentaram 62 sitios
conservados, dentre eles os residuos de serina (Ser81), a treonina (Thr82), e a lisina
(Lys84), pertencentes ao motivo STFK, apenas duas sequéncias apresentaram

modificagdo da fenilalanina (Phe) pela histidina (His), na posic¢ao 83.

Pertencente a classe B, as VIM [-lactamases contém entre 265 e 345 residuos de
aminodacidos (aa) e variam de um para outro pela modificagdo entre 1 e 17 aminodcidos
que podem levar a alteragdes estruturais, e resultar na alteragao da ligagao da enzima com
o substrato (DOCQUIER et al., 2003; PINHEIRO, 2013). As sequéncias referentes as
enzimas VIM apresentaram 179 residuos conservados, dentre eles o motivo HFHDD, da
posicdo 193 a 197, que € necessario para a funcionalidade da enzima (MURPHY et al.,
2003).

As AmpC B-lactamases, pertencentes a classe C, contém entre 361 e 404 residuos
de aminoécidos (aa). Estas enzimas fazem parte das serina B-lactamases, possuindo o
motivo conservado SXXK e um motivo homdlogo ao SXD das B-lactamases da classe A,
o YAN (PINHEIRO, 2013; PRATT, 2016). As sequéncias proteicas referentes as AmpC
apresentaram 169 sitios conservados, dentre eles dois residuos serina (Ser130 e Ser132),
e a lisina (Lys133), pertencentes ao motivo SXXK na posi¢cdo 130 a 133, e o residuo

alanina (Ala217) e o residuo asparagina (Asn218), pertencentes ao motivo YAN.

Para cada conjunto de sequéncias proteicas das classes de B-lactamases analisadas
filogeneticamente foram reconstruidas duas sequéncias ancestrais, conforme as
ramificagdes das arvores filogenéticas de cada tipo enzimatico, visto que as arvores
geradas pelo software PhyML ndo apresentaram um Unico no enraizando as arvores.
Essas sequéncias foram identificadas como AnTEM 1, AnTEM 2, AnVIM 1, AnVIM 2,
AnAmpC 1, AnAmpC 2, AnOXA 1 e AnOXA 2 (Tabela 6).
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Tabela 5: Sequéncias ancestrais geradas através das andlises filogenéticas individuais

das sequéncias proteicas das TEM, VIM, AmpC e OXA B-lactamases

-lactamases

Sequéncia

AnTEM 1
268 aa

MQHFRLCLIPLFAALPAFAHPATLDTVKDAEDQLNARVGYAELDLAS
GKMLDSYRPEERFPMMSTFKVLLCGAVLSRVDAGQEQLDRRIHYRQ
NDLVEYSPVTEKHLTDGMTVGELCSAAITMSDNTAANLLLSTIGGPS
GLTAFLRKTGDHVTRLDRWETELNEALPGDERDTTTPEAMAQTLHN
LLTGKILTAASQQQLMDWMEADKVAGPLLRSVLPAGWFIADKTGA
GERGSRGIVAALGPDGKPSRIVVIYLTETQATMDERN

ANnTEM 2
268 aa

MQHFRLCLIPLLAALPVFAHPATLDTIKDAESQLNGRVGYAELDLAS
GKMLDSYRPDERFPMMSTFKVLLCGAVLARVDAGQEQLDRRIHYRQ
NDLVEYSPVTEKHLADGMTVGELCSAAITMSDNTAANLLLSTIGGPS
GLTAFLRKTGDHVTRLDRWETELNEALPGDERDTTTPESMAQTLHN
LLTGKALSAASQQQLMRWMEMDKVAGPLLRSVLPAGWFIADKTGA
GERGSRGIVAALGPDGKPSRIVVIYLTGTQATMDERN

AnVIM 1
266 aa

MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLY
QIADGVWSHIATQSFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTVA
LLAEIEKQIGLPVTRSVSTHFHDDRVGGVDVLRAAGVATYASPSTRR
LAEAEGNEVPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPGAAHSTDNLVVYV
PSANVLYGGCAVHELSRTSAGNVADADLAEWPTSVERIQQHYPEAE
VVIPGHGLPGGLDLLQHTANVVKAHTNRSVAE

AnVIM 2
266 aa

MLKVISSLLVYMTASVMAVASPLAHSGEPSGEYPTVNEIPVGEVRLY
QIADGVWSHIATQSFDGAVYPSNGLIVRDGDELLLIDTAWGAKNTAA
LLAEIEKQIGLPVTRAVSTHFHDDRVGGVDVLRA

AnVIM 2
266 aa

AGVATYASPSTRRLAEAEGNEIPTHSLEGLSSSGDAVRFGPVELFYPG
AAHSTDNLVVYVPSANVLYGGCAVHELSRTSAGNVADADLAEWPT
SVERIQQHYPEAEVVIPGHGLPGGLDLLQHTANVVKAHTNRSVAE

AnAmpC 1
377 aa

MFKTTLCALLITASCSTFAAPQQINDIVHRTITPLIEQQKIPGMAVAVI
YQGKPYYFTWGYADIAKKQPVTQQTLFELGSVSKTFTGVLGGDAIA
RGEIKLSDPTTKYWPELTAKQWNGITLLHLATYTAGGLPLQVPDEVK
SSSDLLRFYQNWQPAWAPGTQRLYANSSIGLFGALAVKPSGLSFEQA
MQTRVFQPLKLNHTWINVPPAEEKNYAWGYREGKAVHVSPGALDA
ETYGVKSTIEDMACWVRSNMNPRDINDK TLQQGIQLAQSRYWQTGD
MY QGLGWEMLDWPVNPDITVNGSDNKIALAARPVKAITPPTPAVRAS
WVHKTGATGGFGSYVAFIPEKELGIVMLANKNYPNPARVAAAWQIL
NALQ

AnAmpC 2
377 aa

MFKTTLCALLITASCSTFAAPQQINDIVHRTITPLIEQQKIPGMAVAVI
YQGKPYYFTWGYADIAKKQPVTQQTLFELGSVSKTFTGVLGGDAIA
RGEIKLSDPTTKYWPELTAKQWNGITLLHLATYTAGGLPLQVPDEVK
SSSDLLRFYQNWQPAWAPGTQRLYANSSIGLFGALAVKPSGLSFEQA
MQTRVFQPLKLNHTWINVPPAEEKNYAWGYREGKAVHVSPGALDA
ETYGVKSTIEDMACWVRSNMNHRDINDK TLQQGIQLAQSRYWQTG
DMYQGLGWEMLDWPVNPDITVNGSDNKIALAARPVKAITPPTPAVR
ASWVHKTGATGGFGSYVAFIPEKELGIVMLANKNYPNPARVAAAW
QILNALQ

aa = aminoacidos
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As sequéncias ancestrais reconstruidas neste estudo foram comparadas com outras
sequéncias depositadas no banco de dados do GenBank, utilizando a ferramenta BlastP,
para analisar provaveis semelhancas com as sequéncias atuais. Para cada classe das -
lactamases foram obtidos resultados de similaridade, destacando-se os cinco primeiros

resultados do BlastP para cada classe.

Para as sequéncias ancestrais AnNTEM 1 e AnTEM 2, foi observada a similaridade
com -lactamases da familia TEM, todas identificadas em bactérias da familia das
Enterobacteriacea. Encontrada principalmente em bactérias gram-negativas, as TEM f-
lactamases aparecem presentes em transposons e plasmidios (BRADFORD, 2001;
PARTRIDGE; HALL, 2005; PINHEIRO, 2013).

As sequéncias ancestrais das enzimas TEM B-lactamases também apresentaram
os motivos STFK e KTG conservados, as ancestrais das AmpC -lactamases os motivos
SXXK e YAN, e as ancestrais das VIM B-lactamases o motivo HFHDD. O motivo SXXK
das AmpC deriva do motivo STFK presente nas serinas (-lactamases, apresentando a
conservagio dos sitios serina e lisina mantendo a funcionalidade da enzima (FROES et

al., 2016; PRATT, 2016).

As sequéncias ancestrais AnAmpC 1 e AnAmpC 2, apresentaram similaridade de
99% com sequéncias de enzimas [-lactamases da classe C encontradas em bactérias da
espécie E. coli. Para as sequéncias ancestrais AnVIM 1 e AnVIM 2, foi observada a
similaridade com sequéncias de proteinas metalo-f-lactamases encontradas em bactérias

das familias Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae.

Foi, entdo, analisada a presenca dos dominios funcionais conservados para cada
sequéncia ancestral reconstruida. Ambas as sequéncias ancestrais da TEM [-lactamase
mostraram a presenca do dominio conservado transpeptidase da familia das proteinas de
ligacdo a penicilina, sendo o sitio ativo de serina conservado em todos os membros desta
familia. Este dominio também estd presente nas ancestrais AnAmpC 1, AnAmpC 2,
AnOXA 1 e AnOXA 2.

As classes A e C, assim como a classe D, também pertencem a familia das serinas
B-lactamases apresentando dominio conservado da transpeptidase contendo o residuo
serina catalitico no sitio ativo da enzima (AMBLER, 1980; BERTONCHELI; HORNER,
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2008; BUSH; JACOBY; MEDEIROS, 1995b; FROES et al., 2016; HOCQUET et al.,
2011).

O dominio conservado da transpeptidase, presente nas serina -lactamases, possui
importante papel na sintese da parede celular bacteriana e apresenta trés motivos
conservados, 0 SXXK, o SXN e o KTG observados nas sequéncias AnAmpC 1, AnAmpC
2, AnOXA 1, AnOXA 2, AnTEM 1 e¢ AnTEM 2 (EVANS; AMYES, 2014
FEDAROVICH; NICHOLAS; DAVIES, 2012; MACHEBOEUF et al, 2006;
MASSOVA; MOBASHERY, 1998; SAUVAGE et al, 2008; WALTHER-
RASMUSSEN; HOIBY, 2006).

A classe B, pertence a familia das metalo B-lactamases, apresenta dominio da
super familia das metalo-B-lactamase contendo o motivo conservado HXHXD que
coordena a atividade da enzima juntamente com ions zinco, para a formagao de uma ponte
hidrofobica, mantendo a atividade catalitica da enzima de quebrar o anel B-lactdmico dos
antibioticos (AMBLER, 1980; BERTONCHELI; HORNER, 2008; BUSH; JACOBY;
MEDEIROS, 1995b; MURPHY et al., 2003; WALTHER-RASMUSSEN; HOIBY,
2006).

Esse dominio foi identificado nas sequéncias AnVIM 1 e AnVIM 2. As f-
lactamases da classe B divergem das demais classes de P-lactamases por nado
apresentarem o motivo conservado SXXK, no entanto, o motivo conservado HFHDD
apresenta atividade semelhante ao SXXK, viabilizando a formagdo da via hidrolitica e

assim conferindo resisténcia aos antibidticos que ndo sdo inibidos pelas serinas [3-

lactamases (MURPHY et al., 2003; SINGH; SAXENA; SINGH, 2009).

Portanto, a andlise das sequéncias ancestrais das -lactamases indica que existe
uma divisdo entre estas enzimas de acordo com o mecanismo de a¢cdo em duas familias,

a familia das serinas B-lactamases e a familia das metalo B-lactamases.

4.6. MODELOS TRIDIMENSIONAIS DAS SEQUENCIAS ANCESTRAIS DAS f-
LACTAMASES

O Programa I-Tasser apresentou cinco possiveis modelos estruturais para cada
uma das sequéncias das proteinas ancestrais, o qual apenas um foi selecionado para a

continuidade das andlises quanto a homologia proteica das B-lactamases (Figura 7),
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levando em conta o modelo que apresentou melhor homologia com as sequéncias na

analise do Treading.

Figura 7: A. Modelo tridimensional da AnAmpC 1. B. Modelo tridimensional da AnAmpC 2. C. Modelo
tridimensional da AnOXA 1. D. Modelo tridimensional da AnOXA 2. E. Modelo tridimensional da AnTEM
1. F. Modelo tridimensional da AnTEM 2. G. Modelo tridimensional daAnVIM 1. H. Modelo
tridimensional da AnVIM 2

Devido as divergéncias entre as sequéncias de aminoacidos das diferentes classes
de B-lactamases, ndo é possivel realizar uma analise filogenética entre todas as classes. E
possivel, contudo, utilizar a homologia estrutural das P-lactamases para analisar a
filogenia do grupo por meio das semelhancas entre as subunidades. Para isso ¢ necessaria
a constru¢ao de um dendograma obtido a partir de uma matriz de distancia construida
com os valores obtidos da raiz quadrada média das distancias (RMSD) entre os carbonos
alpha das proteinas (HALL; BARLOW, 2003; WOOD; PEARSON, 1999; ZHANG;
SKOLNICK, 2005).

Os modelos estruturais das proteinas ancestrais foram usados para a comparagao
de similaridades entre elas, utilizando os valores do RMSD entre duas estruturas proteicas
sobrepostas, para a construgdo de uma matriz de distancia referente a similaridade entre

as estruturas proteicas (Tabela 6).
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Tabela 6: Matriz de Distancia dos valores do RMSD dos carbonos alfa das proteinas

ancestrais das B-lactamases

An An An An An An An An
OXAl | OXA2 | TEMI | TEM2 | VIMI1 | VIM2 | AmpCl | AmpC2
AnOXA
0.00
1
AnOXA
1.37 0.00
2
AnTEM
. 3.47 3.49 0.00
AnTEM
5 3.47 3.49 0.74 0.00
AnVIM
. 5.97 5.70 5.88 6.20 0.00
AnVIM
5 5.94 5.84 6.36 591 1.63 0.00
AnAmpC
. 3.77 3.63 4.12 4.16 6.06 | 6.01 0.00
AnAmpC
. 3.72 3.62 4.10 4.15 6.01 6.12 1.12 0.00

A andlise da matriz de distancia dos valores do RMSD das ancestrais das [3-

lactamases indica que também existe uma divisdo estrutural entre as enzimas da familia

das serinas [-lactamases e da familia das metalo B-lactamases. As estruturas

tridimensionais referentes as proteinas ancestrais da classe B, AnVIM 1 e AnVIM 2, sdo

as que mais se distanciam dos modelos proteicos das demais classes de B-lactamases,

apresentando em média valores de RMSD de 5.70 a 5.97 para as estruturas proteicas das

AnOXA, 6.01 a 6.12 para as estruturas proteicas das AnAmpC, e 5.88 a 6.36 para as

estruturas proteicas das AnTEM.
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A sobreposicdo entre as estruturas proteicas das AnTEM com as AnOXA
apresentaram valores de RMSD entre 3.47 a 3.49, e a sobreposic¢ao entre as estruturas das
proteinas AnNTEM e AnAmpC apresentaram valores de RMSD variando entre 4.10 a 4.16.
Estes valores de RMSD indicam que as enzimas pertencentes a classe A das B-lactamases
sdo mais similares as enzimas pertencentes a classe D que as enzimas pertencentes a

classe C.

Foi descrito que, os modelos estruturais de proteinas pertencentes a classe A
possuem mais similaridade com proteinas pertencentes a classe D que com estruturas
pertencentes a classe C, e que estas trés classes de P-lactamases também apresentam
homologia com as proteinas de ligagdo a penicilina (PBPs) ou DD-peptidases (BRANDT
et al., 2017; FROES et al., 2016; HALL; BARLOW, 2003; MEDEIROS, 1997;
PINHEIRO, 2013).

Estudos monstraram que, apesar de se tratar de classes diferentes, as estruturas
proteicas das serina [-lactamases apresentam aminoacidos homodlogos em regides
equivalentes aos aminoacidos da DD-peptidase (HALL; BARLOW, 2003). Por meio de
analise do RMSD entre as estruturas das DD-peptidases com as B-lactamases, foi
observado que as DD-peptidases sdo as provaveis ancestrais das serina [-lactamases

(HALL; BARLOW, 2003, 2004; JORIS et al., 1988).

Os modelos das proteinas ancestrais também foram comparados com estruturas
proteicas atuais de proteinas depositadas no banco de dados PDB, mostrando similaridade
com [-lactamases atuais correspondentes a suas respectivas classes. Foram selecionadas
duas proteinas com similaridade as sequéncias ancestrais de cada classe para a construgdo

da matriz de distancia.

A partir destas sequéncias foram selecionados os modelos tridimensionais destas
proteinas atuais das classes das pB-lactamases do tipo TEM, VIM, AmpC e OXA, para
comparagao de similaridade com os modelos ancestrais. Com os dados da Matriz de
distdncia do RMSD das proteinas ancestrais com as proteinas atuais, foi construido um

dendograma para analisar a filogenia das -lactamases com base na homologia estrutural
(Figura 8).

No dendograma construido com base nos valores do RMSD dos modelos
tridimensionais, as f-lactamases ancestrais se agruparam respectivamente com as

proteinas recentes referentes a suas classes, formando quatro grupos. Através dos
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modelos tridimensionais podemos observar um reflexo da classificacdo existente para as
B-lactamases de acordo com sua estrutura primaria (AMBLER, 1980; HALL; BARLOW,
2003), ou de acordo com sua fung¢dao (BUSH; JACOBY, 2010; BUSH; JACOBY;
MEDEIROS, 1995b; HALL; BARLOW, 2003).

AnTEM1
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A Classe C
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Figura 8: Dendograma da distancia entre os modelos das proteinas ancestrais em rela¢o as proteinas

atuais de cada classe de B-lactamase estudada

Assim como mostrado na analise dos modelos tridimensionais das proteinas
ancestrais das -lactamases, o dendograma das estruturas ancestrais com as estruturas
atuais também indica uma ancestralidade comum entre as classes A e D. O agrupamento
entre as enzimas [-lactamases do tipo AmpC, classe C, e do tipo VIM, classe B, formam

ramos independentes.

Os dominios conservados SXXK e KXG moldam o sitio ativo das estruturas
tridimensionais das proteinas, diminuindo a distancia entre as classes de f-lactamases por
interacdes a nivel atdmico, assim, as enzimas das classes A, C e D de B-lactamases sao
agrupadas pela proximidade das estruturas secunddrias, apresentando RMSD entre 3.47
e 4.16 (FLUIT; SCHMITZ, 2004; HALL; BARLOW, 2003, 2004; JORIS et al., 1988;
SANSCHAGRIN; COUTURE; LEVESQUE, 1995).

Portanto, os dados estruturais e funcionais referentes as sequéncias das TEM,

AmpC e OXA B-lactamases indicam que estas possuem uma ancestralidade comum com
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as PBPs, assim, a familia das serina B-lactamases podem ter derivado de uma tnica
enzima com fung¢ao relacionada a sintese da parede celular bacteriana (AMBLER, 1980;
BUSH; JACOBY, 2010; FERNANDEZ et al., 2012; HALL; BARLOW, 2003; HARGIS
et al., 2014; JORIS et al., 1988; MEDEIROS, 1997). As B-lactamases da classe B, no
entanto, sdao agrupadas separadamente das demais classes, apresentando uma
independéncia evolutiva caracterizada pela presenga do dominio conservado da super

familia das metalo-B-lactamase contendo o motivo conservado HXHXD.
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5. CONCLUSAO

A analise das sequéncias proteicas do gene de resisténcia a B-lactamases do tipo
OXA mostram que estdo presentes principalmente no género Acinetobacter, possuem
uma grande diversidade, apresentando trés motivos bem conservados € uma variabilidade
de residuos de aminoécidos, produzindo novos subtipos de enzimas e permitindo a
resisténcia das bactérias a diversos antibioticos. A comparagao entre a filogenia das OXA
B-lactamases ¢ o 16S rDNA mostrou que elas sdo influenciadas por efeitos da

transferéncia génica horizontal..

A andlise estrutural realizada pelos valores do RMSD apresentaram resultados
coerentes com as classificagdes quanto a estrutura primaria e quanto a fungdo, propostas
por Ambler e Bush, respectivamente, aproximando as enzimas das classes A, C e D. A
relacdo filogenética entre as classes A, C e D foi evidenciada pela conservagdo dos trés
motivos presente nas serina [-lactamases ¢ do dominio conservado da transpeptidase,

também presente nas DD-peptidases.

As B-lactamases da classe B, no entanto, formaram um grupo independente, pois,
apesar da semelhanga funcional apresentada pela atividade catalitica destas enzimas com
as demais classes, a auséncia do dominio conservado da transpeptidase altera a estrutura
tridimensional da enzima. No entanto, a presen¢a do dominio da super familia das metalo-
B-lactamase, com o motivo conservado HXHXD que requer ions de zinco para a formacao

da via hidrolitica, sugere que estas seguiram por uma via evolutiva distinta.

Por fim, ¢ importante a realizagao de estudos mais aprofundados para assegurar a
provavel ancestralidade comum das quatro classes das -lactamases, a qual parece estar
ligada aos motivos conservados e associada com a fungao enzimatica da sintese da parede

celular bacteriana.
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