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“There’s always gonna be another mountain
I'm always gonna wanna make it move
Always gonna be an uphill battle
Sometimes, ['m gonna have to lose

Ain’t about how fast I get there

Ain’t about what’s waiting on the other side

It’s the climb.” (Miley Cyrus - The Climb)
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RESUMO

A resisténcia adaptativa (RA) aos antimicrobianos ¢ observada quando bactérias sdo expostas a
concentragdes subinibitorias (CSI) desses medicamentos. A partir dessas condicdes, as
bactérias podem se adaptar a presenga do antimicrobiano e serem capazes de sobreviver e
proliferar, inclusive, em concentracdes inibitorias desses compostos. Concentragdes
antimicrobianas subinibitdrias podem ser observadas quando o antimicrobiano ¢ utilizado em
desacordo a prescricdo médica e/ou em ambientes aquaticos devido ao descarte destes
medicamentos na rede de esgoto. Neste contexto, a RA contribui de forma significativa a
resisténcia antimicrobiana (RAM), considerada um dos maiores problemas de satde publica
global pela Organizagdo Mundial de Saude (OMS). O objetivo do presente trabalho foi induzir
RA em linhagens de Escherichia coli associadas a infec¢ao do Trato Urinario (uropatogénicas -
UPECs) e avaliar os mecanismos fisiologicos associados a aquisicdo de RA. Para este fim, 3
linhagens (isolado clinico UPEC90 e duas referéncia CFT073 e J96), foram submetidas a
incubagdo em meio de cultura contendo CSI de antimicrobianos. Foram testadas concentragdes
crescentes de antimicrobianos até a obtencdo de culturas que permaneceram viaveis em cultivo
com concentracdes antimicrobianas inibitorias. Entre os antimicrobianos e as linhagens
testadas, a UPEC90 foi selecionada por adquirir RA a concentracao inibitoria de Gentamicina
(4,0 pg/mL). A linhagem adaptada resultante, denominada CBA UPEC90G4, apresentou maior
taxa de crescimento e menor capacidade de formacdo de biofilme quando comparada a
UPEC90. A andlise do perfil de expressao diferencial de proteinas demonstrou que a exposi¢ao
a Gentamicina desencadeou resposta metabodlica associada ao metabolismo anaerébio e
superproducdo da protease Lon, enzima que degrada proteinas mutadas ou truncadas. Em
conjunto estas condi¢des permitiram a sobrevivéncia da bactéria, uma vez que a Gentamicina
necessita de ambiente aerobio para ter atividade. Além disto, a protease Lon pode estar
associada a degradacdo de proteinas disfuncionais produzidas em razao da ligacdo do
antimicrobiano ao ribossomo bacteriano. Finalmente, os resultados obtidos permitiram
identificar os mecanismos fisio-metabolicos associados a aquisi¢do de RA por Escherichia coli.
Palavras-chave: Resisténcia aos antimicrobianos; Resisténcia adaptativa; Concentragdes
antimicrobianas subinibitorias; Mecanismos de resisténcia; Escherichia coli uropatogénica;

Analise protedmica.



ABSTRACT

Adaptive resistance (AR) to antimicrobials is observed when bacteria are exposed to
subinhibitory concentrations (SIC) of these drugs. From these conditions, the bacteria can adapt
to the presence of the antimicrobial and be able to survive and proliferate, even in inhibitory
concentrations of these compounds. Subinhibitory antimicrobial concentrations can be
observed when the antimicrobial is used in disagreement with a medical prescription and/or in
aquatic environments due to disposal of these drugs in the sewage system. In this context, AR
contributes significantly to antimicrobial resistance (AMR), considered one of the biggest
global public health problems by the World Health Organization (WHO). The objective of this
work was to induce AR in Escherichia coli lineages associated with urinary tract infection
(uropatogenic - UPECs) and evaluate the physiological mechanisms associated with the
acquisition of AR. For this purpose, 3 strains (clinical isolate UPEC90 and two references
CFTO073 and J96), were submitted to incubation in culture containing antimicrobial SIC.
Increasing antimicrobial concentrations were tested until the obtaining of cultures that
remained viable in culture with inhibitory antimicrobial concentrations. Among the
antimicrobials and strains tested, UPEC90 was selected for acquiring AR at the inhibitory
concentration of gentamicin (4.0 pg/mL). The resulting adapted lineage, called CBA
UPEC90G4, showed higher growth rate and lower biofilm formation capacity when compared
to UPEC90. The analysis of the differential protein expression profile showed that exposure to
gentamicin triggered a metabolic response associated with anaerobic metabolism and
overproduction of Lon protease, an enzyme that degrades mutated or truncated proteins.
Together these conditions allowed the bacteria to survive, since gentamicin needs an aerobic
environment to be active. In addition, the Lon protease may be associated with degradation of
dysfunctional proteins produced due to antimicrobial binding to the bacterial ribosome. Finally,
the results obtained allowed to identify the physio-metabolic mechanisms associated with the
acquisition of AR by Escherichia coli.

Keywords: Antimicrobial resistance; Sub-inhibitory antibiotic concentrations; Adaptive

resistance; Escherichia coli uropathogenic; Proteomic analysis.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Alvos celulares dos principais agentes antibacterianos ...............cooeveeievnennen.. 21
Figura 2. Curvas de crescimento de culturas de Escherichia coli adaptadas as CSI em cultivo
em meio LB contendo os antimicrobianos Gentamicina, Cloranfenicol ou Polimixina B ...... 37
Figura 3. Tempo de geracdo (g) da Escherichia coli UPEC90 e de suas culturas adaptadas a
exposicao de concentragdes crescentes de Gentamicina (0,1 pg/mL - 4,0 pg/mL) ............... 42
Figura 4. Tempo de geragdo (g) da Escherichia coli CFT073 e de suas culturas adaptadas a
exposi¢ao de concentragdes crescentes de Gentamicina (0,1 ug/mL - 4,0 pg/mL) ............... 44
Figura 5. Tempo de geracao (g) da Escherichia coli UPEC90 e de suas culturas adaptadas a
exposi¢do de concentragdes crescentes de Cloranfenicol (0,1 pg/mL - 0,4 pg/mL) ............ 46
Figura 6. Tempo de geragdo (g) da Escherichia coli CFTO073 e de suas culturas adaptadas a
exposicao de concentragdes crescentes de Cloranfenicol (0,1 pg/mL - 0,4 pg/mL) ............. 47
Figura 7. Tempo de geracdo (g) da Escherichia coli J96 e de suas culturas adaptadas a
exposi¢do de concentragdes crescentes de Cloranfenicol (0,1 pg/mL - 0,4 pg/mL) ............. 49
Figura 8. Tempo de geragdo (g) da Escherichia coli CFT073 e de suas culturas adaptadas a
exposicao de concentragdes crescentes de Polimixina B (0,1 ug/mL - 2,0 pg/mL) .............. 50
Figura 9. Tempo de geracdo (g) da Escherichia coli J96 e de suas culturas adaptadas a
exposicao de concentragdes crescentes de Polimixina B (0,1 pg/mL - 2,0 pg/mL) .............. 52
Figura 10. Unidades Formadoras de Colonia (UFCs) obtidas apos exposi¢ao das linhagens de
Escherichia coli UPEC90S/A e CBAs UPEC90G1,6 ¢ UPEC90G4 a concentragdo inibitoria de
Gentamicina 4,0 pg/mL por 60 MINULOS ......cuueertiitieit et eeeeeeaaenns 54
Figura 11. Quantificagdo de biomassa de Escherichia coli aderida em superficie de poliestireno
apos 5 dias de incubacao @ 37°C ...ttt e 56
Figura 12. Ensaio de motilidade em meio LB (4gar 0,5%) das linhagens de Escherichia coli
UPEC90S/A e CBA UPEC90G4, avaliado apds 24 h e 48 h de incubagao a 37°C .............. 58
Figura 13. Proteinas identificadas pela analise LC-MS/MS e selecionadas estatisticamente
(Teste T) Para QNALISES . ... ..ouuieeentet et e et ettt et ee e e aees 60
Figura 14. Possiveis mecanismos de resisténcia adaptativa da Escherichia coli UPEC90G4 a

(€ 10177101 (031 ;R 73

LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Tempo de geragdo apresentado pelas linhagens de Escherichia coli cultivadas em LB

contendo concentragdes crescentes de antimicrobianos e em LB sem antimicrobianos ......... 40



Tabela 2. Contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs) em 1mL de meio LB apds

incubacdo de 1 hora em 4 pg/mL de Gentamicina .............cooeieiiiiiiniiiiiiiiiiniiieenen, 55

LISTA DE QUADROS

Quadro 1. Exemplos de Classes de Antimicrobianos: Mecanismos de A¢do e Mecanismos de
Resisténcia COrreSPONAENLE ... ...ouuttit ettt et aeaeaas 22
Quadro 2. Valores de Concentracdo Inibitoria Minima (CIM) aos antimicrobianos de acordo
com os bancos americano (CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute) e brasileiro
(BRCAST - Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing) ...................... 28
Quadro 3. Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos exibido por linhagens de Escherichia
COLI UTOPALOZEIICAS ...ttt ittt ettt et e e et e et et et et e e et et e neeaneenaans 36
Quadro 4. Proteinas associadas ao metabolismo que apresentaram expressao diferencial (teste T
<0,05) entre a linhagem de Escherichia coli UPEC90S/A e CBA UPEC90G4 ................ 60
Quadro 5. Proteinas associadas ao processamento da informagdo genética que apresentaram
expressdo diferencial (teste T < 0,05) entre a linhagem de Escherichia coli UPEC90S/A e CBA
UPECO0GHA ... e e 66
Quadro 6. Proteinas associadas ao processamento da informagdao ambiental que apresentaram
expressao diferencial (teste T < 0,05) entre a linhagem de Escherichia coli UPEC90S/A e CBA
UPECO0GHA ... e e 67
Quadro 7. Proteinas associadas aos processos celulares que apresentaram expressdo diferencial
(teste T < 0,05) entre a linhagem de Escherichia coli UPEC90S/A e CBA UPEC90G4 ....... 69
Quadro 8. Proteinas sem vias identificadas que apresentaram expressao diferencial (teste T <

0,05) entre a linhagem de Escherichia coli UPEC90S/A e CBA UPEC90G4 .................... 72



LISTA DE ABREVIATURAS

BR-CAST: Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
CB: Controle branco

CBA: Cultura bacteriana adaptada a antimicrobiano

CIM: Concentrag¢ao inibitdria minima

CLSI: Clinical and Laboratory Standards Institute

CSI: Concentragdes subinibitérias

DO: Densidade optica

HUB: Hospital Universitario de Brasilia

ITU: Infecgao do Trato Urinario

LB: Meio de cultura Luria-Bertani

MDR: Multi-drug resistant

OMS: Organizacao Mundial de Saude

RA: Resisténcia adaptativa

RAM: Resisténcia aos antimicrobianos

S/A: Sem antimicrobiano

UFC: Unidades formadoras de colonia

UNB: Universidade de Brasilia

UPEC: Escherichia coli uropatogénica

UPEC90S/A: Linhagem de Escherichia coli ndo submetida a indugdo de RA
UPEC90G1,6: Linhagem de Escherichia coli resultante da adaptacao de UPEC90 a 1,6 pg/mL
de Gentamicina

UPEC90G1,6: Linhagem de Escherichia coli resultante da adaptacdo de UPEC90 a 4 ng/mL de

Gentamicina



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ...cucucecrerrrennencsessssesesesssssssssessssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssessssssssssssssesess 13
1.1. ESCHERICHIA COLL...........ooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eesnnsnas s 15
1.2. RESISTENCIA E TOLERANCIA AOS ANTIMICROBIANOS...........covveverrvernan. 16
1.3. RESISTENCIA ADAPTATIVA ..o 18

1.4. ANTIMICROBIANOS: MECANISMOS DE ACAO E RESISTENCIA

BACTERIANA ... 21
1.4. 1. AMINOZIICOSIACOS. . .cuuviieiiiieiiie et ettt e e e e e e s aaeeeaaeeenes 22

2. JUSTIFICATIVA . .....cuovuerueruernesnssnssnssssessssssssessessessessessssssssssessassessessessessessessessessssassessassasses 24
3. OBIETIVOS..uueeeeerncencsssnssessessessessessesssssssssssssssssssessessessessesssssssssssssessessessessessessessassasasses 26
3.1 OBJETIVO GERAL........oioiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee e, 26
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS........oooooeoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 26

4. MATERIAL E METODOS.......cceoevteetesnesnnsnsssssssessessessessesssssssssssssessssessessesssssessssssssssessasses 27
4.1. SELECAO DE LINHAGENS BACTERIANAS........ouimiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 27

4.2. DETERMINACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS..
27

4.3. INDUCAO DA RESISTENCIA ADAPTATIVA........c.covvemirereeeeeeeeeeeseeeeeeeses e, 28
4.4. CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS BACTERIANAS........ccovovieiereerrnn. 29
4.4.1. Curva de CTESCIMENTO. ....c..eeuviriieiieiientiete ettt ettt ette sttt sbe ettt st saesatesaeenaeeneens 29
4.4.2. TeMPO A€ ZEIACAO. ...ceutieeiiieiieeiiietie et etee et et ee et e e st e et eesiteeteesateebeesnseenseesneeans 29

4.4.3. Determinagdo da sobrevivéncia bacteriana apos incubagdo em concentragao

Nibitoria de antimMIiCIODIANO. ........ccuieiciiieeiieeciee ettt e et e eaeeeee e s reeesreeesabeeeeaseeeeneas 30
4.4.4. Ensaio de producao de biofilme............ccevveeeiiieeiiiiniiiece e 30
4.4.5. Ensaio de motilidade..........coevueeiiiiiniiiiinieeeeeeee e 30
4.4.6. Analises estatisticas da CaraCteriZaCa0............ccvuveeeeeiureeeeeiirreeeeeiireeeeeeiveeeeeeiareeeens 31

4.5. ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO DE PROTEINAS POR ABORDAGEM
PROTEOMICA ... e e e e s e oo s et e s e e e s e s et e s e e e s esesesee s sssesesernesesene 31

4.5.1. Preparo dos isolados bacterianos para extragao de proteinas..........cccceeeevveerneennns 31

4.5.2. EXtrag@0o de Proteinas...........c.eceeeiuiiiiiiiiiie ettt e 31



4.5.3. Quantificagdo ¢ Gel de Poliacrilamida..............ccooeevviieiiiiiiiiiciecee e 32

4.5.4. Purificac@o € DIEStAO......ccuuiruieriieeiieiie ettt ettt ettt et et 32

4.5.5. Dessalinizaga0 € QUantifiCaCa0.......cccuieeeeiuiieeeeiiiie et ettt e e 33

4.5.6. LC-MS/MS....ceeeeee ettt ettt et sttt e b be e 34

4.5.7. Analise de dados € eStatiStiCa.......cccuerueeriiriiirierieeieeteee e 34

5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ....c.ccovimiminsincnssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 36

5.1. INDUCAO DE RESISTENCIA ADAPTATIVA.......c.ooovuieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeerseee e 36
5.2. DETERMINACAO DA SOBREVIVENCIA DAS LINHAGENS ADAPTADAS

(CBAs) A CONCENTRACOES INIBITORIAS DE ANTIMICROBIANOS..................... 53

5.3. PRODUCAO DE BIOFILME EM SUPERFICIE DE POLIESTIRENO...................... 55

5.4. ENSAIO DE MOTILIDADE........coiiiiiiiieeeee et 57

5.5. DETERMINACAO DO PERFIL DIFERENCIAL DE EXPRESSAO DE PROTEINAS

DA CULTURA S/A E ADAPTADAL......ootieieteeeeeee ettt 58
5.5.1. EXtragao de Proteinas.......cccueeceerieesiienieeiiesiie e see ettt et e st et siee bt e seee et 58

5.5.2 Perfil diferencial de expressao de proteinas...........cceeeeveeerveeeieieeecieeesiieeesreeesveens 59

6. CONCLUSAO 73
7. PERSPECTIVAS FUTURAS.....cciniitiistnneistecsensncssiessnssesssecssssssssssessssssssssssssssssssssssssassase 75
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS 76

9. APENDICE A - GEL APOS EXTRACAO DE PROTEINAS....cuouvuerirreerereencssessesessesene 85



13

1. INTRODUCAO

Em 2019, foi estimado que a resisténcia aos antimicrobianos foi responsavel por 1,27
milhdo de Obitos em escala global e contribuiu indiretamente com mais 4,95 milhdes
(MURRAY, 2022). A Organizagdo Mundial de Satde (OMS) publicou um relatoério em 2022
com dados de 2020 sobre a situacdo da resisténcia aos antimicrobianos ao redor do mundo.
Segundo esses dados, 8% dos isolados clinicos associados a sepse apresentaram resisténcia aos
carbapenémicos, uma classe de antimicrobianos utilizados como ultimo recurso no tratamento.
Entre aqueles associados as infec¢des do trato urinario (ITUs) (infec¢des bacterianas mais
frequentes em humanos), alguns se mostraram resistentes aos antimicrobianos de primeira linha
(ampicilina e co-trimoxazol) e segunda linha (fluoroquinolonas) (Global antimicrobial
resistance and use surveillance system - GLASS report 2022. Geneva: World Health
Organization; 2022. Licence: CC BY-NC-SA 3.0 1GO.).

Esse preocupante cenario da resisténcia aos antimicrobianos foi significativamente
agravado durante a pandemia de Coronavirus, quando houve um aumento significativo do uso
de antimicrobianos. Entre as razdes para esse aumento estd o desconhecimento da doenca e
similaridade dos sintomas com outras doengas, como a pneumonia bacteriana, levando a
prescricdo de antimicrobianos mesmo sem confirmacado de coinfeccao bacteriana (HUTTNER,
2020). Em paralelo, a necessidade de ventilagdo mecanica em muitos casos também contribui
para o aumento exacerbado de uso de antimicrobianos. Um estudo recente na Italia relatou um
aumento no numero de &bitos por sepse (de 4,9% em 2008, para 12,9% em 2022), em
decorréncia da disseminagdo de resisténcia aos antimicrobianos em razdo da pandemia do
SARS-CoV-2 (FEDELI, 2024). No Brasil, um estudo comparando a quantidade de isolados
clinicos bacterianos, no periodo de 2019 a 2022, também destacou o aumento de estirpes
resistentes entre os casos de infeccoes (ROCHA, 2023). Nesse mesmo estudo, foram
observadas variagdes no consumo de antimicrobianos por pacientes hospitalizados tendendo
para uma maior taxa de consumo durante a pandemia, fato que possivelmente contribuiu para a
selecdo de estirpes resistentes (ROCHA, 2023).

Além de constituir um problema de saude publica, a resisténcia aos antimicrobianos
(RAM) também gera um problema econdmico, como descrito no relatorio "Drug-resistant
infections: a threat to our economic future" publicado pelo Grupo Banco Mundial em 2017.
Pelas simulagdes, no melhor cendrio, as perdas mundiais anuais associadas a RAM
ultrapassardo 1 trilhdo de dolares (R$ 5 trilhdes) a partir de 2030, e, atingirdo 2 trilhdes de

dolares (R$ 10 trilhdes) em 2050. No pior cendrio, os valores serdo triplicados. Diferentemente


https://www.zotero.org/google-docs/?Qh0LKK
https://www.zotero.org/google-docs/?k4wrr2
https://www.zotero.org/google-docs/?k4wrr2
https://www.zotero.org/google-docs/?AhVvKC
https://www.zotero.org/google-docs/?QtbPBm
https://www.zotero.org/google-docs/?s2O5Ik
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de crises financeiras comuns, os impactos possivelmente gerados pelo aumento de infecgdes
provocadas por patdgenos resistentes aos antimicrobianos causariam danos prolongados e mais
desafiadores, além de déficits persistentes na produgdo economica mundial (World Bank. 2017.
“Drug-Resistant Infections: A Threat to Our Economic Future.” Washington, DC: World Bank.
License: Creative Commons Attribution CC BY 3.0 1GO).

Alguns patdgenos representam uma ameaca maior do que outros devido a sua
incidéncia na populagdo humana e a quantidade de isolados clinicos resistentes. Por essa razao,
em 2024, a OMS atualizou a lista de bactérias consideradas prioritarias para estudo e para
desenvolvimento de novas alternativas de tratamento. Dentro dessa lista, foram elencados
niveis de prioridade: critica, alta e mediana (WHO Bacterial Priority Pathogens List, 2024:
bacterial pathogens of public health importance to guide research, development and strategies
to prevent and control antimicrobial resistance. Geneva: World Health Organization; 2024).

No grupo de prioridade critica estdo as Enterobacterales resistentes aos carbapenémicos,
Enterobacterales resistentes a cefalosporina de terceira geracdo, Acinetobacter baumannii
resistente aos carbapenémicos e Mycobacterium tuberculosis resistente a rifampicina.
Enterobacterales ¢ uma ordem de bactérias Gram-negativas, amplamente distribuidas na
natureza e que podem ter potencial patogénico. Uma espécie que merece destaque nesse grupo
¢ a Escherichia coli. Essa bactéria, de acordo com uma estimativa feita com dados de 2019, foi
0 patogeno responsavel por mais mortes relacionadas a infec¢cdes causadas por isolados
resistentes aos antimicrobianos naquele ano (MURRAY, 2022). Além disso, na Europa, ¢ a
causa mais frequente de bacteremia e infec¢des no trato urinario (European Centre for Disease
Prevention and Control. Surveillance of antimicrobial resistance in Europe 2018. Stockholm:
ECDC; 2019); ja na Australia, foi a bactéria Gram-negativa mais encontrada em culturas de
sangue e urina (Australian Commission on Safety and Quality in Health Care - ACSQHC.
AURA 2019: third Australian report on antimicrobial use and resistance in human health.
Sydney: ACSQHC; 2019).

Escherichia coli tem relevancia na saude publica por ser uma bactéria capaz de causar
diversos tipos de infec¢des em humanos e animais (aves e mamiferos), mas também é um dos
principais microrganismos presentes na microbiota intestinal dos mesmos (POIREL, 2018).
Essa espécie tem uma elevada capacidade de adquirir genes de RAM, principalmente por
transferéncia genética horizontal. Esses genes podem estar associados a resisténcia as
cefalosporinas, aos carbapenémicos, aos aminoglicosideos, as quinolonas e as polimixinas

(POIREL, 2018). A resisténcia as cefalosporinas gera uma grande preocupacao porque, devido
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a sua agdo de amplo espectro, € a classe de antimicrobianos mais comumente prescrita ao redor
do mundo (BASSETTI, 2013). Em razdo do seu impacto na satide publica, essa bactéria foi

escolhida como objeto de estudo para este trabalho.

1.1. ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa, baciliforme, anaerobica facultativa e
ndo esporulante, presente na microbiota humana, de aves e mamiferos (BERG, 1996;
GORDON; COWLING, 2003). Apesar de fazer parte da microbiota residente do ser humano,
por vezes essa bactéria pode se apresentar patogénica, podendo gerar infecgdes intestinais, no
trato urindrio (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004) e causar meningite em neonatos
(European Centre for Disease Prevention and Control. Surveillance of antimicrobial resistance
in Europe 2018. Stockholm: ECDC; 2019). Ja foram descritos alguns patotipos dessa espécie,
dentre eles: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorrdgica (EHEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E.
coli difusa aderente (DAEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli associada com a meningite
(MNEC) e E. coli extraintestinal (EXPEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO;
KAPER, 1998; RUSSO; JOHNSON, 2000).

Os casos mais comuns de infec¢do relacionada a E. coli acometem o trato urinario e sao
chamadas de Infecgdes do Trato Urinério - ITU (FLORES-MIRELES, 2015). As ITUs podem
ser classificadas como uretrite (uretra), cistite (bexiga), ureterite (ureter) ou pielonefrite se
evoluirem para os rins. Além disso, infeccdes assintomaticas, chamadas de bacteriurias,
também podem acontecer (HEILBERG; SCHOR, 2003). As UPECs ndo s3o os Unicos
patdgenos responsaveis por ITUs, mas de acordo com os dados epidemiologicos, sdo os
principais  responsaveis pelos casos complicados e mais simples da doenga
(FLORES-MIRELES, 2015).

Um trabalho realizado no Brasil analisou uroculturas de pacientes atendidos em
Unidades Basicas de Satude - UBS e detectou crescimento de E. coli em 61,4% das culturas
positivas (NATARIO, 2023). Outro trabalho, também no Brasil, analisou isolados coletados no
Hospital Universitario de Recife e identificou que 27% das culturas positivas apresentaram
bactérias resistentes a ciprofloxacina, sendo que a mais prevalente foi E. coli (LIMA, 2022).
Em outra andlise de uroculturas clinicas, E. coli foi a espécie mais presente, tendo sido

identificada em 70% das amostras de urocultura positiva (MORAIS, 2021). Um levantamento
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bibliografico feito entre 2014 e 2020 dos dados clinicos de diversos estados brasileiros
constatou que o microrganismo isolado na maioria dos casos foi E. coli.

UPECs apresentam elevados niveis de RAM, principalmente aos antimicrobianos
utilizados como primeira linha de tratamento, como o beta-lactdmico ampicilina. Para este
antimicrobiano, mais de 55% dos isolados apresentaram resisténcia (OLIVEIRA, 2021). Um
estudo do perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos de isolados clinicos de E. coli
demonstrou um elevado nimero de coldnias resistentes; 46,2% dos isolados apresentou
resisténcia a ampicilina, 26% as fluoroquinolonas e ao sulfametoxazol+trimetoprim, 9,4% a
cefalexina, 6,5% a cefuroxima e 0,6% a nitrofurantoina; 14,7% dos isolados foram classificadas
como multirresistentes (GALVAO, 2023). Esses dados reforcam a importancia de E. coli no

cenario da satde publica e mostram o potencial para adquirir resisténcia.

1.2. RESISTENCIA E TOLERANCIA AOS ANTIMICROBIANOS

A exposicdo aos antimicrobianos causa uma pressdo seletiva que favorece o
crescimento de linhagens bacterianas resistentes. O aumento da prevaléncia de bactérias
resistentes aos antimicrobianos esta associado, entre outros fatores, ao uso inadequado desses
medicamentos, muitas vezes devido a prescricdo de antimicrobiano sem um antibiograma
prévio, ao uso sem prescrigdo e a interrupgio precoce do tratamento (MENENDEZ FRAGA,
2008). Um estudo feito em Ribeirdo Preto (SP) mostrou que quase 80% dos pacientes nao
tiveram seus tratamentos guiados pelo antibiograma. A maior parte dos tratamentos ¢ realizada
pelo uso empirico de antimicrobianos de amplo espectro. Em poucas ocasides, o tratamento ¢
direcionado. A solicitacdo de antibiogramas ¢ realizada apenas apds falha terapéutica e nao
para o direcionamento do tratamento (PEREIRA, L., 2022). Um estudo feito na Espanha
avaliou a incidéncia de erros de medicagdo nas unidades neonatais, ou seja, o uso incorreto de
medicamentos que causa ou pode causar dano ao paciente. Foi relatado que mais da metade dos
erros foram relacionados a medicagdes, mais frequentemente antimicrobianos. O
antimicrobiano prescrito com mais erros no intervalo de administracdo foi a Gentamicina
(ESQUE RUIZ, 2016). Outro fator problematico é a venda de antimicrobianos sem prescri¢io
médica, uma pratica recorrente em diversos paises € que contribui para o uso incorreto
dosantimicrobianos, além de aumentar a prevaléncia de bactérias resistentes (VERSPORTEN,
2014).

A RAM pode ser classificada de 3 formas: intrinseca, adquirida e adaptativa. A

resisténcia intrinseca se refere a caracteristicas estruturais e/ou funcionais da bactéria que nao
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permitem que determinado antimicrobiano atinja seu alvo celular, como por exemplo: os
antimicrobianos da classe dos B-lactdmicos tém sua acdo na parede celular das bactérias,
contudo, bactérias como o Mycoplasma spp, que nao possuem parede celular, sdo naturalmente
resistentes a essa classe de antimicrobianos (ABUSHAHEEN, 2020). Na resisténcia adquirida,
a transferéncia horizontal de genes caracteriza uma fonte importante de obtencdo de
mecanismos promotores de resisténcia, conferindo-lhes estratégias como: capacidade de
modificar a estrutura de enzimas, impedindo a ligacdo de antimicrobianos a sitios especificos;
inativar moléculas que servem como marcadores para os antimicrobianos e alterar a
permeabilidade de membrana reduzindo o influxo e ativagdo de transportadores que aumentam
o efluxo de compostos toéxicos, incluindo antimicrobianos (ABUSHAHEEN, 2020). A
resisténcia adquirida também se dd pelo acimulo de mutagdes que podem ocasionar um
fenotipo resistente (FERNANDEZ; HANCOCK, 2012). A resisténcia adaptativa (RA), por sua
vez, pode ser definida como mecanismo de sobrevivéncia a acdo dos antimicrobianos obtida
por meio da alteragdo da expressdo génica e/ou proteica de forma temporaria (FERNANDEZ;
HANCOCK, 2012). Os dois primeiros tipos de resisténcia (intrinseca e adquirida) sdo bem
documentados na literatura, contudo a RA ainda é pouco explorada.

E importante ressaltar que ndo sdo apenas os microrganismos chamados de resistentes
que podem sobreviver na presenga de antimicrobianos. Existem também os chamados
persistentes e os tolerantes. Os microrganismos persistentes representam subpopulagdes com a
habilidade de sobreviver em ambientes contendo antimicrobianos por periodos prolongados,
mesmo apos a erradicacdo da maior parte da populacdo. Essa capacidade de sobrevivéncia nao
¢ transmitida durante o processo de replicacio (BRAUNER, 2016). Os microrganismos
tolerantes, por sua vez, sdo populagdes que conseguem sobreviver na presenca de
antimicrobianos, mas ndo sdo capazes de se replicar. Ou seja, o ponto de diferenciacdo entre a
resisténcia e a tolerancia ¢ a capacidade da bactéria se replicar em casos de resisténcia e
sobreviver em caso de tolerancia (KESTER; FORTUNE, 2014). Alguns autores também
defendem que essa diferenca estd associada ao aumento na concentragdo inibitéria minima
(CIM) nos organismos resistentes, ja nos tolerantes e nos persistentes a elevacao da CIM nao
acontece. A CIM ¢ a menor concentracdo de antimicrobiano necessdria para inibir o
crescimento bacteriano (KESTER; FORTUNE, 2014). Todavia, o conceito de tolerancia so
pode ser aplicado para antimicrobianos bactericidas, capazes de matar bactérias, e nao

bacteriostaticos, capazes de inibir o crescimento (KESTER; FORTUNE, 2014).
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O mecanismo de tolerancia mais conhecido e identificado nos estudos ¢ a redugdo da
atividade metabolica da bactéria, acarretando em um crescimento mais lento e até mesmo
atingindo estado de dorméncia. Essa reducdo do metabolismo pode ter como gatilhos diversos
fatores estressantes, tais como: estresse oxidativo, escassez de nutrientes e a presenga do
antimicrobiano. Essa alteracdo pode também desencadear outras respostas protetivas, como o
aumento da producdo de bombas de efluxo, que ajudam a diminuir a concentra¢do de

antimicrobianos no interior da célula (BRAUNER, 2016).

1.3. RESISTENCIA ADAPTATIVA

Dentre as classes de resisténcia citadas anteriormente, a adaptativa € a que apresenta
menos mecanismos descritos na literatura (FERNANDEZ; HANCOCK, 2012). Diferentemente
dos outros dois tipos de resisténcia, a adaptativa ¢ dependente da concentragdo de
antimicrobiano, resultando em um fendtipo instavel (SUAREZ; MARTINY, 2021). Uma das
formas de RA ¢ chamada de latente, sendo caracterizada pela mudanca na expressdo de alguns
genes no momento da antimicrobianoterapia, o que resulta na resisténcia. Esse conjunto de
genes ¢ chamado de resistoma latente (PALMER; CHAIT; KISHONY, 2018).

Essa forma de resisténcia ¢ descrita desde o século passado. Stickler induziu a
resisténcia de Proteus mirabilis ao antisséptico Clorexidina. Os resultados demonstraram que
ao inocular isolados clinicos desse microrganismo em meios com concentragdes subinibitdrias
(CSI) do antisséptico, o valor da concentracdo inibitoria minima aumentou (STICKLER, 1974).
Alguns anos depois, Nicas e Hancock testaram a suscetibilidade de Pseudomonas aeruginosa a
polimixina B em meios com condigdes diferentes, colocando um dos grupos com déficit de
ions magnésio e perceberam que as bactérias submetidas a essa condi¢do tornavam-se 70 a 700
vezes mais resistentes ao antimicrobiano testado. Contudo, ao cultivar novamente em um meio
com magnésio elas voltavam a suscetibilidade anterior, mostrando assim, uma possivel
associacao a RA (NICAS; HANCOCK, 1980).

Na década de 90, Gould e colaboradores testaram o efeito antimicrobiano apds o
tratamento com ciprofloxacina pura e combinada com gentamicina em isolados clinicos de
espécies Gram-negativas e Gram-positivas. Nesses testes observou-se uma reducdo na
sensibilidade aos futuros tratamentos com antimicrobiano depois de previamente utilizado, e
essa mudanca era dependente da concentragdo utilizada na primeira exposi¢do (GOULD;
MILNE; JASON, 1990). No ano seguinte, esse mesmo grupo de pesquisadores fez um estudo

similar, mas dessa vez usando gentamicina e ciprofloxacina e também observaram uma redu¢ao
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da morte bacteriana no segundo tratamento. Essa reducao foi associada com a RA (GOULD,
1991).

Também nessa década, Daikos e colaboradores induziram RA em P. aeruginosa para
aminoglicosideos expondo essa bactéria em CSI e inibitorias do medicamento. Foi observada
resisténcia nos dois casos € a mesma se manteve enquanto o antimicrobiano estava presente no
meio. Para reverter a resisténcia foram necessarias varias horas de incubacao da bactéria na
auséncia do medicamento. A partir das observagdes, foi concluido que a exposicdo a
concentragdes continuas de aminoglicosideos pode ndo ser a terapia mais adequada e eficaz,
sendo melhor optar por uma dose inicial maior e doses menores intervaladas (DAIKOS, 1990).
Barclay e colaboradores testaram a RA a gentamicina usando doses unicas em um modelo in
vitro dinamico que mimetiza a farmacocinética in vivo. Nesse caso, eles testaram diferentes
concentragdes e foram realizando o decaimento ap6s um periodo de horas, observando assim
uma maior taxa de resisténcia nas bactérias que foram expostas a elevadas concentragdes
iniciais. Os autores também perceberam que a volta da suscetibilidade ocorreu em menos de 48
horas de experimento, fato esse que pode ser associado com as baixas concentracdes de
gentamicina nesse periodo (BARCLAY; BEGG; CHAMBERS, 1992).

Mais um estudo realizado com P aeruginosa avaliou a RA e observou possiveis
mudangas metabdlicas: a reducao da for¢a proton-motriz e/ou uma mudanga nas proteinas de
membrana (KARLOWSKY, 1996). A partir desse momento, os estudos passaram a buscar os
mecanismos envolvidos nessa resisténcia. Hostacka ¢ Karelova observaram a reducdo na
hidrofobicidade na superficie celular de S. dysenteriae tipo 1 depois da exposicao a CSI de
aminoglicosideos (HOSTACKA; KARELOVA, 1997). Hocquet e colaboradores investigaram a
importancia da bomba de efluxo MexXY-OprM para a RA de P aeruginosa aos
aminoglicosideos, demonstrando que durante a exposi¢do ao meio com o antimicrobiano a
bactéria aumenta rapidamente a expressao do transportador MexXY de maneira
dose-dependente a concentracao de antimicrobiano (HOCQUET, 2003).

Como uma forma de aprofundar a busca pelos mecanismos de resisténcia, os
pesquisadores passaram a fazer andlises utilizando abordagens oOmicas. Skindersoe e
colaboradores verificaram alteracdes na expressao de genes de P. aeruginosa quando exposta a
concentragdes nao inibitdrias de azitromicina, ceftazidima e ciprofloxacina (SKINDERSOE,
2008). Suzuki e seu grupo avaliaram que a RA ¢ consequéncia de varias alteragdes, incluindo:
genoma, transcritos e metabolismo. Nesse estudo eles identificaram a mudancga na expressao de

genes que podem impactar na resisténcia e, com isso, sugeriram que pode ser possivel prever a
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resisténcia pelo nivel de expressdo de alguns poucos genes (SUZUKI; HORINOUCHI;
FURUSAWA, 2014).

Em 2017, Yen e Papin sugeriram que a exposi¢do prévia de uma bactéria a um
determinado antimicrobiano pode influenciar o desenvolvimento de resisténcia quando ela ¢
posteriormente exposta a outro antimicrobiano diferente. Em alguns casos, a adaptagao a um
segundo medicamento pode restaurar parcial ou totalmente a sensibilidade a primeira
medicagdo. Com isso, os dois pesquisadores concluiram que ¢ importante considerar a quais
medicamentos uma populagdo bacteriana pode ter sido previamente exposta, ao escolher um
novo antimicrobiano para terapéutica (YEN; PAPIN, 2017).

Utilizando andlises gendmicas, Palmer e colaboradores identificaram genes que sdo
considerados "nonoptimally expressed genes", que sdo genes nos quais a expressao nao ocorre
otimamente de maneira mais eficaz, ¢ uma mudanca de expressdo deles pode conferir
resisténcia a determinado antimicrobiano. Foi observado que esses genes estavam envolvidos
em estratégias de resisténcia diversas (PALMER; CHAIT; KISHONY, 2018). Suarez e equipe
investigaram genes cripticos, que sdo genes desconhecidos capazes de conferir RAM em E.
coli. Do total de genes identificados, os conhecidos correspondiam a 13%, enquanto os
cripticos, também chamados de ndo classificados, somavam os outros 87%. Esses genes estdo
associados com proteinas de membrana, resposta ao estresse/proteinas reparadoras de DNA,
transportadores, entre outros (SUAREZ; MARTINY, 2021). Mesmo com os estudos
apresentados, ainda existem duvidas sobre os mecanismos associados a RA.

Recentemente, Ortiz e colaboradores avaliaram como CSI de Ampicilina afetam os
fatores de viruléncia de uma E. coli MDR (multi-drug resistant - ou resistentes a multiplas
drogas) e identificaram um aumento na expressdo de fatores como: capacidade de
transformac¢do, motilidade e produgdo de biofilme (ORTIZ, 2025). Poucos meses depois, esse
mesmo grupo publicou um estudo utilizando CSI de Oxacilina em uma estirpe de A. baumannii
produtora de oxacilinase. Assim como no primeiro estudo, eles perceberam alteragdes nos
fatores de viruléncia depois da exposi¢do ao antimicrobiano em CSI (GUERRERO-LOPEZ;
ORTIZ, 2025).
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1.4. ANTIMICROBIANOS: MECANISMOS DE ACAO E RESISTENCIA
BACTERIANA

Os agentes antimicrobianos podem possuir atividade anti-bacteriana, anti-fungica,
anti-parasitaria, anti-viral e anti-blastica (BROOKS, 2004; RUSSELL, 2004). O seu
mecanismo de ac¢dao pode resultar em morte microbiana, os chamados microbiocidas, ou em
inibi¢do do crescimento, os microbiostaticos (WALSH, 2003). Esses agentes podem ser
agrupados em classes: aminoglicosideos, beta lactdmicos, cloranfenicol, macrolideos,
metronidazol, quinolonicos, rimfamicinas, sulfonamidas, tetraciclinas e trimetoprim. Os
principais alvos nas células bacterianas para agdo dos antimicrobianos sao: sintese da parede
celular, integridade da membrana celular, sintese proteica, atividade anti metabdlica e sintese e
integridade de 4cidos nucleicos (TALARO, CHESS, 2008; MADIGAN, MARTINKO, 2006;
WRIGHT, 2010). A Figura 1 ilustra alguns dos alvos dos principais agentes antibacterianos.

Figura 1 - Alvos celulares dos principais agentes antibacterianos
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Fonte: MADIGAN, Michael T. et al. Microbiologia de Brock. Traduzido por: Alice Freitas Versiani et al. 14*
edigdo. Porto Alegre: Artmed, 2016.
Os agentes sdo classificados de acordo com suas estruturas-alvo na célula bacteriana. THF, tetra-hidrofolato; DHF,

di-hidrofolato; RNAm, RNA mensageiro.

Para cada alvo dos antimicrobianos, os microrganismos podem apresentar mecanismos
que permitem manter a sua sobrevivéncia. Alguns dos mecanismos de RAM ja conhecidos sao:

reducdo da permeabilidade; transporte ativo através das bombas de efluxo; alteracao,
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modificagao ou prote¢do das regides-alvo; inativagdo ou modificagdo do composto e ativacao
de rota alternativa para desviar da a¢do do farmaco (DARBY, 2024). No Quadro 1, adaptado de
Darby, sdo citados alguns exemplos de classes de antimicrobianos com seus respectivos
mecanismos de acdo e os mecanismos utilizados pelas bactérias para sobreviverem a essas

pressoes.

Quadro 1 - Exemplos de Classes de Antimicrobianos: Mecanismos de A¢ao e Mecanismos de

Resisténcia correspondente

Classes de ' ' . '
o ] Mecanismo de A¢ao Mecanismo de Resisténcia
Antimicrobiano
Interagem com a subunidade 30S do rRNA Enzimas que modificam os
16S causando falha na leitura, ou proteinas | aminoglicosideos, como acetiltransferases;
Aminoglicosideos truncadas e morte celular; pode ligar-se a metilase do ribossomo 16S; mutagdes no
membrana externa, gerando poros para gene do rRNA 16S; diminui¢ao do influxo
aumentar a acumulagao e/ou aumento do efluxo

Atingem a reticulacao do peptidoglicano )
o ) o Produgdo de B-lactamases; modifica¢do do
) inibindo proteinas de ligacdo a penicilina, que ) )
BB-lactamicos ) . . sitio de ligagdo das proteinas; redugdo da
reticulam a cadeia peptidica na parede celular, .
) permeabilidade e aumento do efluxo
levando a lise da célula
Inibem tradugdo ligando-se ao sitio A da Mutagdes na subunidade 50S do rRNA 23S;
Fenicois subunidade 508, inibindo a sintese de inativacdo enzimatica por acetiltransferases
proteinas e efluxo
Metiltransferases de rRNA que metilam o
Inibem traducdo de proteinas atingindo a rRNA 23S; mutag¢des no ribossomo; efluxo,
Macrolideos subunidade 508, causando cadeias de macrolideos fosfotranferases e esterases;
peptideos truncados protecao ribossomal por proteinas do
cassete F de ligacdo a ATP
Fonte: Darby EM, Trampari E, Siasat P, Gaya MS, Alav I, Webber MA, Blair JMA. Molecular mechanisms of
antibiotic resistance revisited. Nat Rev Microbiol. 2023 May;21(5):280-295. doi: 10.1038/s41579-022-00820-y.
Epub 2022 Nov 21. Erratum in: Nat Rev Microbiol. 2024 Apr;22(4):255. doi: 10.1038/s41579-024-01014-4.

PMID: 36411397 (adaptada).

1.4.1. Aminoglicosideos
Os aminoglicosideos sdo antimicrobianos de amplo espectro que atuam inibindo a

sintese proteica, levando a morte celular, sendo, portanto, considerados bactericidas. Eles

comecaram a ser introduzidos na rotina clinica em 1944, com a estreptomicina, ¢ foram
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amplamente utilizados até¢ a década de 1980, na qual surgiram opg¢des menos tdxicas € com a
cobertura mais ampla (KRAUSE, 2016). Os aminoglicosideos atravessam a membrana celular
através de porinas, entdo sdo transportados através da membrana citoplasmatica por um
mecanismo dependente de energia e ligam-se a subunidade 30S do ribossomo. Esse mecanismo
¢ dependente de oxigé€nio, sendo assim, eles sdo ineficazes em microrganismos anaerobicos e
em ambientes com baixa concentracao de oxigénio (PEREIRA, N., 2022).

Os aminoglicosideos podem ser usados sozinhos ou combinados com outros
antimicrobianos, tanto na terapia empirica quanto na definitiva. No caso da terapia empirica
para sepse grave, pode ser utilizada a combinacdo de aminoglicosideos e beta-lactamicos
(KRAUSE, 2016). Devido a rapida eliminagdo dos aminoglicosideos pelo trato urindrio, eles
sdo regularmente indicados para o tratamento de infec¢des nessa regido (KRAUSE, 2016). Eles
também apresentam uma menor taxa de mortalidade no tratamento de infecgdes causadas por
microrganismos MDR, como demonstrado no estudo de Gonzales-Padilla, que testou a
Gentamicina no tratamento de sepse causada por Klebsiella pneumoniae resistente a
carbapenémicos e colistina (GONZALEZ-PADILLA, 2015).

A Gentamicina ¢ um antimicrobiano da classe dos aminoglicosideos, descoberto em
1963 (WEINSTEIN, 1963). Ela pode ser utilizada em diversos casos, como septicemia
bacteriana, meningite, infec¢des do trato urindrio, infec¢des do trato gastrointestinal e infec¢des
de tecidos moles. Um estudo feito no Rio Grande do Norte analisou os problemas relacionados
a medicamentos (PRM) antimicrobianos em unidade de terapia intensiva (UTI) neonatal e
identificou a Gentamicina como o antimicrobiano mais prescrito. Além disso, identificaram que
um pouco mais de 80% dos PRM estdo relacionados a efetividade do tratamento, sendo a
principal causa a escolha da dose, principalmente dos aminoglicosideos (NUNES, 2017). O
estudo feito na Espanha feito por Esqué Ruiz e ja citado anteriormente, também apresenta
dados semelhantes, mostrando erros no intervalo de administragdo da Gentamicina (ESQUE
RUIZ, 2016). Esses erros no intervalo podem ser tanto para um periodo abaixo quanto para um
periodo acima do estabelecido. No caso dos intervalos acima do limite, a CIM pode ser
insuficiente para o tratamento, favorecendo a falha terapéutica, assim como a resisténcia

bacteriana (NUNES, 2017).
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2. JUSTIFICATIVA

Devido a magnitude das consequéncias da resisténcia aos antimicrobianos (RAM), a
Organizagdo Mundial de Saude publicou em 2015 um Plano de A¢ao Global, convocando todos
os paises membros a adotarem medidas estratégicas para controle da situagdao. Os 5 objetivos
estratégicos do plano sdo: melhorar a conscientizagdo ¢ compreensao da RAM; reforcar o
conhecimento através da vigilancia e da investigacdo; reduzir a incidéncia de infecgdes;
otimizar o uso dos agentes antimicrobianos; e desenvolver o caso econdmico para investimento
sustentavel (WHA68.7 e WHAT72.5).

No Brasil, foi publicado em 2019 o Plano de A¢ao Nacional de Prevencao e Controle da
Resisténcia aos Antimicrobianos no Ambito da Satide Unica (PAN-BR) pelo Ministério da
Satde, com colaboracdo de outros 6rgaos e entidades da Administragdo Publica. Dentre os
objetivos principais, pode ser citado: aprimorar e ampliar o conhecimento sobre a RAM por
meio da realizacdo de estudos cientificos. Uma forma de cumprir com esse objetivo ¢ fomentar
pesquisas para preencher lacunas de conhecimento sobre a resisténcia aos antimicrobianos.

Considerando as formas de resisténcia, a RA ¢ a que apresenta mais lacunas a serem
preenchidas e este trabalho objetiva responder algumas dessas perguntas utilizando como
objeto de estudo uma espécie de grande relevancia clinica, Escherichia coli. Entender as
estratégias metabolicas que permitem que os isolados clinicos se adaptem a presenca de
antimicrobianos ¢ o primeiro passo para a formulagdo e o desenvolvimento de novas estratégias
capazes de controlar a disseminagdo de bactérias resistentes. Além disso, estudos mostram que
além da capacidade de se adaptar a pressao de selegdo promovida pelo antimicrobiano, alguns
fatores de viruléncia t€ém a sua expressdo aumentada, podendo resultar em estirpes mais
virulentas. Por isso, € necessario compreender como bactérias expostas a CSI de
antimicrobiano modulam o seu metabolismo para sobreviver ao antimicrobiano.

Além disso, a exposicdo a essas CSI faz parte do cotidiano da populacdo de forma
silenciosa muitas das vezes. Um relatério denominado "Enviromental Dimensions of
Antimicrobial Resistance: Summary for Policymakers” do Programa das Nagdes Unidas para
Meio Ambiente (PNUMA), publicado em 2022, alerta para um cendrio preocupante:
antimicrobianos estdo sendo lancados no ambiente ainda como substancias ativas por meio de
esgotos. Apesar das aguas residuais serem tratadas, em muitos paises esse tratamento nao ¢
suficiente para barrar tanto as substancias ativas quanto as proprias bactérias expostas a essas
substancias. Esse relatorio também aborda outra problematica: o uso de pesticidas com

propriedades antimicrobianas que também acabam contaminando as plantagdes, o que traz
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implicagdes para a saude publica. Esses residuos que contaminam as plantagdes também podem
impactar diretamente as bactérias da microbiota residente dos individuos quando esses
alimentos sio consumidos. E importante enxergar a RAM como um problema que exige uma
visao holistica e deve ser tratado de forma multidisciplinar, seguindo a proposta da “Uma Sé

Saude” ou “One Health”.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL
Avaliar a resposta associada a resisténcia adaptativa aos antimicrobianos de linhagens

de Escherichia coli uropatogénicas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

% Induzir a resisténcia adaptativa em linhagens de E. coli pela exposi¢do a gentamicina,
cloranfenicol, tetraciclina e polimixina B;

+ Determinar curva de crescimento dos isolados ap6s a indugdo da resisténcia adaptativa;

% Determinar a capacidade de produgdo de biofilme e de sobrevivéncia em concentragdes
antimicrobianas inibitorias pelas linhagens com resisténcia adaptativa;

« Analisar e comparar a expressao de proteinas das bactérias expostas e ndo expostas ao
tratamento com os antimicrobianos;

% Identificar as vias potencialmente relacionadas com a resisténcia adaptativa.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. SELECAO DE LINHAGENS BACTERIANAS

A partir do banco do Laboratério de Andlises Moleculares de Patdgenos, foram
selecionados isolados clinicos de Escherichia coli com perfil de susceptibilidade
antimicrobiana. Esses isolados foram testados novamente quanto a sensibilidade aos
antimicrobianos de interesse e o isolado identificado como UPEC90 foi selecionado para o
estudo. Além do isolado clinico, foram utilizadas 2 linhagens de E. coli referéncias como
uropatogenos: CFT073 (NCBI: txid199310) proveniente de paciente com pielonefrite e a J96,
obtida a partir da urocultura de um pacientes com urosepse (NZ ALIN00000000.2). Os trés
isolados foram mantidos armazenados em Meio Luria Bertani (LB) contendo 25% de glicerol a
-80°C como estoque geral e em LB contendo 25% de glicerol a -20°C como estoque de uso.

O perfil de resisténcia da UPEC90 aos antimicrobianos foi determinado com base nas
CIMs, esses resultados foram gentilmente fornecidas pelo Hospital Universitario de Brasilia
(HUB/UnB) utilizando os seguintes farmacos: Acido Nalidixico, Amicacina, Ampicilina,
Amoxicilina/Acido Clavulanico, B-lactamase de espectro estendido, Cefalotina, Cefepima,
Cefuroxima, Cefuroxima Axetil, Ceftriaxona, Ciprofloxacina, Ertapenem, Gentamicina,
Meropenem, Nitrofurantoina, Norfloxacina, Piperacilina/Tazobactam e

Trimetoprim/Sulfametoxazol.

4.2. DETERMINACAO DO PERFIL DE SENSIBILIDADE AOS
ANTIMICROBIANOS

Os perfis de sensibilidade aos antimicrobianos da UPEC90, da CFT073 e da J96 foram
confirmados testando o crescimento dos isolados em concentragdes inibitorias dos
antimicrobianos escolhidos para este trabalho: Polimixina B, Cloranfenicol, Gentamicina e

Tetraciclina.
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Quadro 2 - Valores de Concentrac¢ao Inibitéria Minima (CIM) aos antimicrobianos de acordo
com os bancos americano (CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute) e brasileiro

(BRCAST - Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing)

Antimicrobiano CIM/CLSI CIM/BRCAST
Polimixina B <2 pg/mL <2 pg/mL
Cloranfenicol <8 pg/mL <8 nug/mL
Gentamicina <4 pg/mL <2 pg/mL
Tetraciclina <4 pg/mL -

Fonte: elaborado pela autora.

Primeiro, foi realizado o pré-inoculo bacteriano em tubos contendo 5 mL de LB (Kasvi)
em estufa a 37°C. Apos 18 horas, 100uL desta cultura foram transferidos para tubos contendo
LB suplementado com o antimicrobiano na concentragdo inibitdria previamente descrita e esses
tubos retornaram para a estufa a 37°C. Para este trabalho, foi utilizado como parametro a tabela
CLSI (Perfomance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing. 30th ed. CLSI
supplement M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory Standards Institute; 2020.) devido a
disponibilidade de dados para os quatro antimicrobianos de interesse. Depois de 18 horas, o
crescimento bacteriano foi avaliado e comparado com meio LB sem indculo utilizando-se

espectrofotometria (leitura a DOggonp)-

4.3. INDUCAO DA RESISTENCIA ADAPTATIVA

A inducdo de RA foi realizada por meio de cultivo bacteriano em LB com CSI de
antimicrobiano, usando como base o protocolo descrito por Stickler (1974). Todas as estirpes
foram cultivadas em concentragdes antimicrobianas crescentes, de 0,1 pg/mL, até
ultrapassarem a Concentragdo Inibitéria Minima - CIM dos antimicrobianos: Gentamicina
(CIM = 4 pg/mL), Cloranfenicol (CIM = 0,4 pg/mL) e Polimixina B (CIM = 2 pg/mL), a fim
de se obter culturas adaptadas ao crescimento na presenga de antimicrobianos em CSI. O
primeiro teste foi feito com a Gentamicina. Como a concentracdo inibitéria desse

antimicrobiano ¢ 4 pg/mL (Valor padrao: CLSI. Perfomance Standards for Antimicrobial
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Susceptibility Testing. 30th ed. CLSI supplement M100. Wayne, PA: Clinical and Laboratory
Standards Institute; 2020.), as concentragdes testadas variam de 0,1 pg/mL a 4,0 ng/mL.

Ap6s 18 horas de incubagdo a 37°C, o crescimento bacteriano foi determinado por meio
da medida da densidade optica (DOgym). Os valores de absorbancia observados foram
utilizados para calcular o volume de indculo contendo a concentragio de 10° bactérias em LB
com a primeira concentracdo de antimicrobiano (0,1 pg/mL). Esse procedimento foi repetido
para todas as concentragdes de antimicrobiano. As culturas que apresentaram crescimento
positivo foram congeladas com glicerol 25% a -20°C para testes futuros.

Esse mesmo teste foi repetido para Cloranfenicol, com as concentragdes variando de 0,1

pg/mL a 0,4 pg/mL, e para Polimixina B, variando de 0,1 pg/mL a 2,0 ug/mL.

4.4. CARACTERIZACAO DAS LINHAGENS BACTERIANAS

4.4.1. Curva de crescimento

O pré-inoculo bacteriano a 37°C em LB contendo antimicrobiano na concentracio
determinada pela indugdo de resisténcia (item 4.3), foi utilizado para determinagao de curva de
crescimento em placa de 96 pogos. O indculo nas placas foram organizados utilizando-se
triplicata técnica para cada condi¢cdo e um controle branco (CB - sem in6culo bacteriano).
Assim, foram estudadas 31 diferentes condi¢oes de bactérias ¢ antimicrobianos ¢ o CB.

Na placa de 96 pocos foram adicionados 100 uL de meio LB nas concentragdes de
antimicrobianos previamente estabelecidas para cada bactéria. Depois, foi medida a densidade
optica (DOggpnm) dos tubos com os pré-indculos e calculada de forma a serem inoculados 100pL
de cultura bacteriana na densidade de 0,3 na placa de 96 pogos.

A placa foi incubada a 37 °C no equipamento de leitura de microplacas (Spectra Max
M3), onde foram realizadas leituras de absorbancia em DOy, € a cada 30 minutos, por 24

horas, com agitac¢ao entre as leituras.

4.4.2. Tempo de geracao
O tempo de geragao foi calculado seguindo a seguinte formula (HUDSON, 2022):

t

— _ cf
G = — n = 3.3log—-

Na formula da esquerda, G ¢ o tempo de geracao, t € o intervalo de tempo, n ¢ o nimero
de geragdes que ¢ calculado pela formula da direita. Para essa segunda formula, Cf ¢ a

concentragdo de bactéria no final do intervalo e Ci € a concentragdo no inicio do intervalo.
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Foi escolhido o tempo de 510 minutos (8,5 h) na curva de crescimento por corresponder

ao final da fase log na curva de crescimento entre todas as culturas analisadas (Figuras 1-8).

4.4.3. Determinacdo da sobrevivéncia bacteriana apds incubagdo em concentracao
inibitdria de antimicrobiano

As bactérias foram inoculadas em LB, contendo a concentragdo de antimicrobiano
correspondente, por 18 horas a 37 °C. Apods esse periodo foram transferidos 100 pL do
pré-indculo para um novo tubo de LB sem antimicrobiano. Esse novo in6culo foi colocado para
crescer sob agitagdo a 37 °C. A absorbancia (DOg.,) da cultura foi monitorada até atingir o
valor de 0,5. A seguir, o antimicrobiano foi adicionado em concentragdo inibitoria a cultura
bacteriana, que foi incubada por 1 hora a 37°C. Apds incubacdo, 100uL foram utilizados para
obter uma dilui¢do seriada de 10. Um volume de 100puL de cada suspensio foi inoculado em
LB agar por “spread-plate”. As placas foram mantidas a 37 °C por 18 horas para contagem das

unidades formadoras de colonia (UFCs) presentes em cada placa.

4.4.4. Ensaio de produgdo de biofilme

As bactérias inoculadas em LB, com a concentragdo de antimicrobiano correspondente,
por 18 horas a 37 °C, foram semeadas em placas de 96 pocos ap0s ajuste da DO, entre 0,1-0,15
em 200 pL de LB com antimicrobianos (em suas respectivas concentracdes). As placas foram
incubadas a 37°C por 48h, para descarte do meio e adigdo de 200 puL. de LB, e uma nova
incubagao a 37°C por 48h.

Ao final dos 5 dias, o meio presente nos pogos foi descartado e foram adicionados 200
pL de solucdo salina para lavar a placa. Apos a lavagem, foram adicionados 200 pL de metanol
durante 15 minutos. Apos secagem total da placa, foram adicionados 200 pL do corante cristal
violeta. Depois de 5 minutos, a placa foi lavada com agua corrente indireta para retirar o
excesso do corante. Apds secagem, foram adicionados 200 pL de acido acético glacial. A
densidade Optica da suspensdo foi aferida por meio de leitura de 9 pontos no espectrofotdmetro

cm Doﬁoonm.

4.4.5. Ensaio de motilidade
O pré-inoculo realizado em caldo LB com antimicrobiano na concentracio determinada
anteriormente (item 4.3), foi utilizado para incubagao em LB agar 0,5% por meio de agulha. Os

tubos foram incubados em estufa a 37°C e o crescimento foi monitorado apos 24 h e 48 h. A
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presenca de crescimento difuso indica motilidade positiva. Por outro lado, o crescimento

bacteriano limitado ao in6culo em agulha indica motilidade negativa.

4.4.6. Analises estatisticas da caracterizagao

Para analise estatistica e elaboracao dos graficos foi utilizado o software GraphPad
Prism 8.0.1. O primeiro teste feito foi o de normalidade, Shapiro-Wilk (p = 0,05), e com base
nos resultados foi selecionado o teste para dados paramétricos, Andlise de Variancia
Unidirecional - ANOVA (p = 0,05), ou ndo-paramétricos, Kruskal-Wallis (p = 0,05). Para
identificar os grupos que diferiram do controle (culturas S/A) foi aplicado o teste de Dunnett (p
= 0,05). Esse teste post hoc foi escolhido pois faz a comparagdo de todos os grupos com o
controle buscando diferencas estatisticas significativas. Dessa forma, o poder do teste ¢ maior
que o de testes que comparam todos os grupos entre si por reduzir o numero de testes (LEE, S.

e LEE, D., 2020).

4.5. ANALISE DO PERFIL DE EXPRESSAO DE PROTEINAS POR ABORDAGEM
PROTEOMICA

4.5.1. Preparo dos isolados bacterianos para extragao de proteinas

As bactérias foram incubadas em 5 mL de meio LB, com a concentracio de
antimicrobiano correspondente, por 18 horas a 37 °C. Apo6s o cultivo do pré-indculo, 1 mL de
cada cultura foi transferida para tubos conicos contendo 40 mL de LB adicionado com o
antimicrobiano correspondente e incubadas a 37 °C por 6,5 h. Para as andlises protedmicas,
foram utilizados os 40 mL de cultura em DOy, 0,6.

Ap0s incubacdo, as culturas foram submetidas a centrifugacao de 12.000 g por 3 min a
4 °C. As células recuperadas foram lavadas por duas vezes com tampao PBS gelado e apo6s as

lavagens, foram mergulhadas em nitrogénio liquido e armazenadas em freezer a -80 °C.

4.5.2. Extracdo de Proteinas

As amostras foram transferidas para um eppendorf e foram adicionados 250 uL de
Glass Beads 0,1 mm e 750 pL de Solu¢do Tampao SDS (Tris-HCl pH 7,9 + DTT 2 mM + IP
Roche 1 comp/10 mL + SDS 4%). A amostra foi mantida em gelo o tempo todo desde o
descongelamento. O material foi levado para o aparelho bead beater (BioSpec

Mini-Beadbeater) onde foram submetidas a 5 ciclos de agita¢ao por 1 min com pausas de 2 min
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no gelo entre cada ciclo. Apos a lise das células, a amostra foi centrifugada por 15 min a 14.000

G e o sobrenadante transferido para um novo tubo que foi mantido a -20 °C.

4.5.3. Quantificacao e Gel de Poliacrilamida

A quantificagdo das proteinas soluveis foi realizada utilizando o sistema Qubit®
(Thermo Fisher Scientific), de acordo com protocolo do fabricante. As leituras foram obtidas
apos diluicdo dos extratos em agua na propor¢ao 1:50. Foi preparada a solucao de trabalho do
Qubit diluindo o reagente de proteina no tampao na propor¢ao de 1:200. Foram adicionados
190 pL da solucdo de trabalho em cada tubo e 10 uL de amostras e controles em seus
respectivos tubos. ApoOs agitagdo em vortex por 2-3 segundos, os tubos foram incubados em
temperatura ambiente por 15 minutos e depois submetidos a leitura no aparelho Qubit™ 4
Fluorometer. Ap6s determinagdo da concentragdo, 30 pg de cada extrato proteico foram
separadas por SDS-PAGE (eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢gdes desnaturantes).
Para isso, as amostras diluidas em 3 volumes de tampao de amostra Laemmli 4x (Tris-HCI 0,25
M, SDS 8%, Glicerol 20%, DTT 0,1 M, azul de bromofenol 0,01%) (Laemmli, 1970) e
aquecimento a 95 °C por 10 min. Apds isso, as amostras foram submetidas a SDS-PAGE, com
malha concentradora de 5% e separadora gradiente de 8% a 18% , submetidas a uma corrente
de 25 A constante. Depois de aproximadamente 1 hora, o gel foi retirado da cuba e corado com
solucao de Coomassie Brilliant Blue R-250 0,5%, diluido em 40% metanol, 20% de acido
acético R por 1 hora. Em seguida, o gel foi descorado por 16h em solucdo descorante contendo

40% metanol, 20% de acido acético.

4.5.4. Purificacdo e Digestao

Para a andlise por espectrometria de massas, foi utilizado o protocolo de digestdo e
remocao do SDS foi seguido de acordo com o padrdo e otimizagdes do filter-aided sample
preparation (FASP) (J. R. Wisniewski, 2017; Jacek R. Wisniewski, 2018; Jacek R. Wisniewski,
Zougman, Nagaraj, & Mann, 2009). Para isso, 110 pg de extrato proteico foram adicionados
300 pL de Solugdo Tampao (Ureia 8M + TEAB 0,02M) filtrada. Esse material ¢ misturado no
vortex entre 15 e 20 segundos.

Em um novo eppendorf ¢ adicionado um filtro Microcon (30 kDa NMWCO, Merck) e
depois sdo pipetados 160 uL da solugdo com amostra. Esse novo eppendorf ¢ centrifugado por

10 min, 1.000 g. Depois sdo adicionados os 160 pL restantes e novamente submetidos a
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centrifugacdo por 15 minutos 8.000 g. O liquido recuperado ¢ descartado e as proteinas retidas
no filtro.

A mistura de proteinas, sdo adicionados 200 pL do Tampédo Ureia + TEAB e o tubo
com filtro ¢ novamente submetido a centrifugacdo por 15 minutos 8.000 g. Esse processo ¢
repetido duas vezes. Apos, lodocetamida (IAA) ¢ adicionada em 1 mL de Tampao Ureia 0,05M
formando o Tampao de Digestdo. Um volume de 100 pL dessa solugdo ¢ adicionada as
amostras que foram mantidas em termomixer por 1 min a 21 °C com rotagdo de 600 rpm.
Depois a rotacao ¢ desligada e a amostra permanece incubada por 20 min no escuro. Uma nova
etapa de centrifugagdo ¢ realizada por 10 min 10.000 g e o volume que passa pelo filtro ¢
descartado. O extrato proteico ¢ lavado com 200 pL de Tampao Ureia + TEAB, centrifugados
por 10 min 10.000 g e descartado o volume que passa pelo filtro.

Foram realizadas quatro lavagens com adicionados 200 uL. do Tampao DT (TEAB
0,02M pH = 7,9) em cada amostra, depois centrifugado por 10 min 10.000 g e descartado o
volume no fundo do eppendorf. Depois o filtro ¢é retirado e acondicionado em um tubo novo.
Sdo adicionados 80 pL da Solu¢do Tampao DT + Tripsina (1:50) em cada amostra. Entdo, o
tubo ¢ vedado com parafilme e incubado por 18 horas a 37 °C em termomixer. No final das 18

horas ¢ adicionada TFA e a solugdo final desse acido deve ser de 0,5%.

4.5.5. Dessalinizagdo e Quantificacao

Sao preparadas colunas StageTips de C18 de acordo com Rappsilber (Rappsilber et al.,
2007). Essas microcolunas foram construidas em ponteiras de 200 puL low-binding (Axygen)
usando seis discos de C18 extraidos com agulhas de gauge 16 de membranas para SPE de C18
(Empore™). Depois é adicionado metanol e o eppendorf submetido a centrifugagio 300 g por 2
min para lavar a coluna. Foram realizados 3 ciclos de lavagem da coluna utilizando
Acetonitrila 100% (ACN) + Acido Formico 0,1%. Entdo, sdo repetidos mais 3 ciclos de
lavagem com H20 + Acido Formico 0,1%, por centrifugagio a 500 g por 5 minutos. Com isso,
finaliza-se a lavagem da coluna e a amostra pode ser adicionada. A adi¢do da amostra na
coluna ¢ realizada em 2 etapas, adicionando 120 pL de amostra por vez e centrifugando a 300
G por 7 minutos. Com a coluna acondicionada em um novo tubo, foram realizados 3 ciclos de
lavagem com agua e centrifugagdo a 500 g por 5 min. Entdo, a coluna ¢ transferida para um
eppendorf de eluigdo. Nele, sdo adicionados 80 uL do Tampio de Eluigio 50% (ACN + Acido
Formico) e centrifugado (300 , 4 min). Depois sdo adicionados mais 100 pL. do Tampao de

Elui¢do 70% (ACN + Acido Formico) e também centrifugado (300, 4 min). Por fim, a coluna é
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retirada e a solugdo contendo peptideos foi submetida a secagem em um sistema Speedvac
SC100 (Savant). Depois a amostra ¢ ressuspendida em 20 pL de 4cido férmico e quantificada
utilizando o sistema Qubit, conforme descrito anteriormente no item 4.5.3, porém na dilui¢do

de 2 puLL de amostra para 198 puL de solugdo de trabalho.

4.5.6. LC-MS/MS

As andlises por LC-MS/MS foram realizadas em Nano-UHPLC (Ultra high
performance liquid chromatography) Dionex Ultimate 3000 (Thermo Fisher Scientific™)
acoplado a um espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Elite (espectrometro de massa
iontrap-orbitrap hibrido, ThermoFisher Scientific™). Foram utilizadas pré-colunas (100 um x 3
cm) de particulas esféricas de silica de 5 pm (Reprosil-Pur 120 A pore C18) (Dr. Maich,
Ammerbuch, Germany) e coluna analitica (75 pum X 25 cm) com resinas CI18 de 3 um
Reprosil-Pur 120 A pore size (Dr. Maich, Ammerbuch, Germany). As fases moéveis utilizadas
foram: solvente A (0,1 % acido férmico) e B (100 % acetonitrila, 0,1 % &cido féormico) em
fluxo constante de 0,250 pL/min. O espectrometro de massas foi configurado para aquisi¢cao
DDA (data-dependent acquisition), de forma que os 15 ions mais intensos foram submetidos a
fragmentacao por HCD (Higher collisional energy dissociation), com janela de isolamento de
2,0 m/z e energia de colisdo normalizada de 35. A resolugdo utilizada foi de 120.000 FWHM e
15.000 FWHM para o MS1 e MS2, respectivamente.

4.5.7. Anélise de dados e estatistica

Para analisar os dados raw gerados, foi utilizado o programa MetaMorpheus (Solntsev
et al., 2018) que utiliza uma versdo modificada do Morpheus (Wenger e Coon, 2013) para
identificacdo de peptideos, e para quantificacio label-free usa o Flash-LFQ (Milikin, Solntsev,
Shortreed, e Smith, 2018). Depois foi feita a normalizacdo dos dados através da transformacao
log,,. Foi entdo aplicado o Método Padrao do MetaboAnalyst para imputar valores ausentes,
seguido do calculo da mediana e transformacao /og,,. Com esse valores, foi realizado o Teste T,
com significancia de 0,05, para cada uma das amostras. Paralelamente, foi feita uma segunda
analise estatistica para comparagdo e confirmagdo dos dados. Na segunda analise também foi
aplicado o Método Padrao do MetaboAnalyst para imputar valores ausentes, seguido do calculo
da mediana e transformacao log,, adicionando a escala de Pareto para diminuir a influéncia de
varidveis com grande variancia. Depois também foi realizado o Teste T, com significancia de

0,05, para cada uma das amostras. Ambos os testes chegaram aos mesmos valores.
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Para analisar as funcdes de cada proteinas e as vias metabodlicas foram utilizados dois
bancos de dados, o UniProt Knowledgebase (UniProtKB; https://www.uniprot.org/) e o KEGG:
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG; https://www.kegg.jp/).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. INDUCAO DE RESISTENCIA ADAPTATIVA
O perfil de susceptibilidade das linhagens bacterianas testadas apontou que todos nao
eram suscetiveis a Tetraciclina, o que inviabilizou a continuidade desse antimicrobiano no
estudo. As trés linhagens mostraram susceptibilidade ao Cloranfenicol e a Polimixina B. Para a

Gentamicina, apenas a UPEC90 apresentou susceptibilidade.

Quadro 3 - Perfil de susceptibilidade aos antimicrobianos exibido por linhagens de Escherichia

coli uropatogénicas

Cloranfenicol Polimixina B Tetraciclina Gentamicina
[8pg/mL] [2png/mL] [4pg/mL] [4pg/mL]
UPEC90 sensivel sensivel resistente sensivel
CFTO073 sensivel sensivel resistente resistente
J96 sensivel sensivel resistente resistente

Fonte: elaborado pela autora.

Apesar de apresentar sensibilidade em Polimixina B, ndo foi possivel dar continuidade
aos ensaios de inducdo de resisténcia com UPEC90, pois a linhagem ndo apresentou
crescimento nas CSI neste antimicrobiano. O crescimento das culturas em CSI de Cloranfenicol
foi observado até¢ a concentracdo de 0,4 pg/mL, limitando a continuidade do uso deste
antimicrobiano no trabalho. Outra exce¢ao no estudo foi a CFT073 que, mesmo apresentando
resisténcia a Gentamicina, passou pelo processo de indugdo para permitir futuras comparagdes
entre a indugdo em organismos sensiveis e resistentes.

Apo6s o estabelecimento das culturas bacterianas adaptadas as CSI, o tempo de geracao
de cada uma delas foi estabelecido a partir da curva de crescimento (Figura 2) e comparado ao
da linhagem ndo adaptada, cultivada sem antimicrobianos (Tabela 1 e Figuras 3-9). A partir dos
cultivos nas diferentes concentragdes de antimicrobianos, foram obtidas 40 culturas em CSI.
Dentre essas, 14 apresentaram viabilidade em concentracdes de até 4,0 pg/mL de Gentamicina;
12 em concentragdes de até 0,4 pg/mL de cloranfenicol; e 14 mantiveram-se vidveis em

concentragoes de até 2,0ug/mL de polimixina B.
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Figura 2 - Curvas de crescimento de culturas de Escherichia coli adaptadas as CSI em

cultivo em meio LB contendo os antimicrobianos Gentamicina, Cloranfenicol ou Polimixina B
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C Curva de crescimento das linhagens UPEC90 e CBAs inoculadas em CSI de Cloranfenicol
1.4+

E

1.2+

-

- UPEC90S/A

A
=
S 109 . el T
= ™ = UPEC90C0,1
2 0.8+ '
= - UPEC90C0,2
)
2 067 —— UPEC90C0,3
< 044 —— UPEC90C0,4
=
o
A 0.2
0'(.IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
VDDV DD DDV DD DDV D DD DD
R L S S R A SO R SR

Tempo (min)

D Curva de crescimento das linhagens CFT(073 e CBAs inoculadas em CSI de Cloranfenicol
1.4-

e
[
P |

—— CFTO073S/A
-=- CFT073CO0,1
—— CFT073C0,2
=+ CFT073C0,3
—— CFT073C0,4

e 2 =
> W o
PR T . |

e
N
al

Densidade éptica (600 nm)

e
~

N
B Y PEY,
0.0 rrrrrrrrrrrri1rrrrrrrrrrrrri

D A DS O DD S ® DS D S DD DD S S DS
R e e PR AR

Tempo (min)

E Curva de crescimento das linhagens J96 ¢ CBAs inoculadas em CSI de Cloranfenicol

1.4
T 124
= r
§ 1.0 - JO6S/A
= -= J96C0,1
2 0.8=
g —— J96C0,2
S 0.6
s - ]96C0,3
;g 0.4+ ~— 196C0,4
=
¥
2 0.2

O'UIIIIIIIIIIIIIIIIIIII‘IIIII

DI I O I I A I T O PO O PN I IO PO IO P PO IR O IR TR AN PO
R e R A S SR S R AU R X

Tempo (min)



39

F Curva de crescimento das linhagens CFT073 e CBAs inoculadas em CSI de Polimixina B
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Fonte: elaborada pela autora.

A UPEC90 foi testada em Gentamicina (A) e Cloranfenicol (C); a CFT073 foi testada em Gentamicina (B),
Cloranfenicol (D) e Polimixina B (F); a J96 foi testada em Cloranfenicol (E) e Polimixina B (G). Eixo Y:
Densidade Optica em 600nm. Eixo X: tempo de incubagdo & 37°C.
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Tabela 1 - Tempo de geracio apresentado pelas linhagens de Escherichia coli cultivadas em LB
contendo concentracoes crescentes de antimicrobianos e em LB sem antimicrobianos

Antimicrobiano Culturas Concentracao gefzglé O(iein) Valordep Resumo de p
UPEC90S/A S/A 822
UPEC90G0,1 0,1 pg/mL 286 <0,0001 kokkx
UPEC90G0,2 0,2 pg/mL 284 <0,0001 oAk
UPEC90G0,4 0,4 png/mL 272 <0,0001 oAk
UPEC90G0,8 0,8 ug/mL 236 <0,0001 ok
UPEC90G1,6 1,6 pg/mL 219 <0,0001 kokkx
UPEC90G3,2 3,2 pg/mL 281 <0,0001 oAk
Gentamicin UPEC90G4 4,0 pg/mL 228 <0,0001 kokkx
CFTO073S/A S/A 230
CFT073G0,1 0,1 pg/mL 186 0,0633 ns
CFT073G0,2 0,2 pg/mL 226 0,3599 ns
CFT073G0,4 0,4 pg/mL 238 0,6753 ns
CFT073G0,8 0,8 pg/mL 209 0,0023 *x
CFT073G1,6 1,6 pg/mL 250 <0,0001 kokkx
CFT073G3,2 3,2 pg/mL 266 0,9239 ns
CFT073G4 4,0 pg/mL 232 0,992 ns
UPEC90S/A S/A 1000
UPEC90CO0,1 0,1 pg/mL 481 <0,0001 kokkx
UPEC90C0,2 0,2 pg/mL 532 <0,0001 kokkx
UPEC90C0,3 0,3 pg/mL 608 <0,0001 kokkx
UPEC90C0,4 0,4 pg/mL 683 <0,0001 kokkx
Cloranfenicol CFT073S/A S/A 219
CFT073C0,1 0,1 ug/mL 223 0,0022 **
CFT073C0,2 0,2 ug/mL 253 0,0868 ns
CFT073C0,3 0,3 ug/mL 316 0,4282 ns
CFT073C0,4 0,4 ng/mL 270 0,0002 koak
JO6S/A S/A 235
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J96C0,1 0,1 pg/mL 352 0,1044 ns
J96C0,2 0,2 pg/mL 411 <0,0001 koK
J96C0,3 0,3 pg/mL 359 0,0701 ns
J96C0,4 0,4 png/mL 513 <0,0001 kA
CFTO073S/A S/A 185
CFT073P0,1 0,1 pg/mL 164 0,0219 *
CFT073P0,2 0,2 png/mL 195 0,4971 ns
CFT073P0,3 0,3 ng/mL 174 0,385 ns
CFT073P0,4 0,4 ng/mL 180 0,9212 ns
CFT073P0,8 0,8 ng/mL 181 0,9688 ns
CFTO073P1,6 1,6 pg/mL 194 0,6406 ns
Polimixing B CFTO073P2 2,0 pg/mL 190 0,9603 ns
JO6S/A S/A 225
JO6PO0,1 0,1 pg/mL 233 >0,9999 ns
J96P0,2 0,2 pg/mL 259 >0,9999 ns
J96P0,3 0,3 pg/mL 221 > 10,9999 ns
J96P0,4 0,4 png/mL 199 0,8332 ns
J96P0,8 0,8 pg/mL 212 > 10,9999 ns
JO6P1,6 1,6 pg/mL 205 >0,9999 ns
JO6P2 2,0 pg/mL 192 0,2286 ns

Fonte: elaborada pela autora.
Ns: ndo significativo (p > 0,05). S/A: cultivo sem adicdo de antimicrobiano. *: significante (p < 0,05) . **: muito

significante (p < 0,01). ***: altamente significante (p < 0,001). ****: altamente significante (p < 0,0001).

Notavelmente, dentre as culturas adaptadas (CBA) obtidas a partir da UPEC90, 8
apresentaram menor tempo de geragdo do que a cultura ndo adaptada a presenca de
antimicrobianos (UPEC90S/A). Na curva de crescimento (Figura 3A), foi possivel perceber
uma diferenca de padrao de crescimento entre a S/A (que ndo passou de uma DOy, de 0,5
mesmo apds 8 horas) e as CBAs que, em sua maioria, passaram de DOggp.n 0,5 € atingindo
densidade optica de 1,0. Pelo calculo do Tempo de Geragdo houve diferenga estatistica
significativa entre o crescimento da S/A e das culturas dela derivadas. Ao compararmos o

crescimento das CBAs com UPEC90S/A, observamos que as CBAs levaram menos da metade
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do tempo para crescer e se multiplicar, sugerindo um possivel mecanismo de adaptagdo que

adotaram apds a indugdo de resisténcia aos antimicrobianos testados (Figura 3).

Figura 3 - Tempo de geracio (g) da Escherichia coli UPEC90 e de suas culturas adaptadas a

exposicao de concentracgdes crescentes de Gentamicina (0,1 pg/mL - 4,0 ng/mL)
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(A) Recorte da curva de crescimento da UPEC90 até 510 minutos (8,5 h). (B) Comparacdo do Tempo de Geragdo

entre a UPEC90S/A (barra preta) e as culturas adaptadas (CBAs) as CSI de Gentamicina. Os asteriscos acima das

barras representam um valor de p < 0,05. UPEC90S/A: UPEC90 original com cultivo sem Gentamicina;

UPEC90GO0,1: CBA a 0,1 pg/mL de Gentamicina; UPEC90G0,2: CBA a 0,2 pg/mL de Gentamicina;
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UPEC90G0,4: CBA a 0,4 pg/mL de Gentamicina; UPEC90G0,8: CBA a 0,8 pg/mL de Gentamicina;
UPEC90G1,6: CBA a 1,6 pg/mL de Gentamicina; UPEC90G3,2: CBA a 3,2 pg/mL de Gentamicina; UPEC90G4:
CBA 44,0 pg/mL de Gentamicina.

Diferentemente da UPEC90, a curva de crescimento da CFT073 no cultivo em LB com
Gentamicina ndo apresenta padrdes claramente distintos, observagdo corroborada pelo Tempo
de Geracao (Figura 4).

As CBAs que mostraram diferenca no padrao de crescimento apresentaram aumento no
tempo de geragdao (em cultivo em LB com 0,8 ug/mL e 1,6 pg/mL de Gentamicina), quando
comparadas a linhagem original. Este comportamento para CFT073 era esperado com esse
antimicrobiano, porque a sua resisténcia a Gentamicina foi apontada ainda no inicio do

processo de inducao (Figura 4).
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Figura 4 - Tempo de geracao (g) da Escherichia coli CFT073 e de suas culturas adaptadas a

exposicio de concentracoes crescentes de Gentamicina (0,1 pg/mL - 4,0 pg/mL)
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Fonte: elaborada pela autora.

(A) Recorte da curva de crescimento da CFT073 até 510 minutos (8,5 h). (B) Comparacao do Tempo de Geracao
entre a CFT073S/A (barra preta) e as culturas adaptadas (CBAs) as CSI de Gentamicina. Os asteriscos acima das
barras representam um valor de p < 0,05. CFT073S/A: CFTO073 original com cultivo sem Gentamicina;
CFT073G0,1: CBA 40,1 pg/mL de Gentamicina; CFT073G0,2: CBA a4 0,2 pg/mL de Gentamicina; CFT073G0,4:
CBA a 0,4 pg/mL de Gentamicina; CFT073G0,8: CBA a 0,8 pg/mL de Gentamicina; CFT073G1,6: CBA a 1,6
ng/mL de Gentamicina; CFT073G3,2: CBA a 3,2 pg/mL de Gentamicina; CFT073G4: CBA a 4,0 pg/mL de

Gentamicina.
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Na presenga de Cloranfenicol, UPEC90 também apresentou dois padrdes de
crescimento. Analisando-se somente a curva de crescimento, ndo fica claro se houve uma
diferenca estatistica entre o crescimento das CBAs e da cultura S/A. Mas ao calcular o Tempo
de Geragdo e analisar esses dados de forma comparativa, € possivel afirmar que o crescimento
da S/A foi mais lento. Esse resultado foi compativel com o obtido para essa mesma bactéria na
Gentamicina, reforcando a hipotese de uma mudanga no metabolismo apds o contato com as

CSI dos antimicrobianos, resultando em um crescimento exacerbado (Figura 5).



46

Figura 5 - Tempo de geracao (g) da Escherichia coli UPEC90 e de suas culturas adaptadas a

exposicio de concentracoes crescentes de Cloranfenicol (0,1 pg/mL - 0,4 pg/mL)
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Fonte: elaborada pela autora.

(A) Recorte da curva de crescimento da UPEC90 até 510 minutos (8,5 h). (B) Comparacdo do Tempo de Geragdo
entre a UPEC90S/A (barra preta) e as culturas adaptadas (CBAs) as CSI de Cloranfenicol. Os asteriscos acima das
barras representam um valor de p < 0,05. UPEC90S/A: UPEC90 original com cultivo sem Cloranfenicol;
UPEC90CO0,1: CBA a 0,1 pg/mL de Cloranfenicol; UPEC90C0,2: CBA a 0,2 pg/mL de Cloranfenicol;
UPEC90C0,3: CBA a 0,3 pg/mL de Cloranfenicol; UPEC90CO0,4: CBA a 0,4 pg/mL de Cloranfenicol.
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Na curva de crescimento da CFT073 incubada em LB com Cloranfenicol, assim como
observado na incubacdo em Gentamicina, ndo ¢ possivel distinguir o padrdo de crescimento
entre as culturas cultivadas nas diferentes concentragdes de antimicrobianos. Os dados do
Tempo de Geragdo mostraram que metade das culturas adaptadas apresentou alguma diferenca
significativa comparado ao crescimento da S/A. CFT073C0,1 e CFT073C0,4 tiveram um

crescimento ligeiramente mais lento (Figura 6).

Figura 6 - Tempo de geracao (g) da Escherichia coli CFT073 e de suas culturas adaptadas a

exposicao de concentracdes crescentes de Cloranfenicol (0,1 pg/mL - 0,4 pg/mL)
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Fonte: elaborada pela autora.

(A) Recorte da curva de crescimento da CFT073 até 510 minutos (8,5 h). (B) Comparacdo do Tempo de Geragao
entre a CFT073S/A (barra preta) e as culturas adaptadas (CBAs) as CSI de Cloranfenicol. Os asteriscos acima das
barras representam um valor de p < 0,05. CFT073S/A: CFTO073 original com cultivo sem Cloranfenicol;
CFT073C0,1: CBA a 0,1 pg/mL de Cloranfenicol; CFT073C0,2: CBA a 0,2 pg/mL de Cloranfenicol,
CFT073C0,3: CBA a 0,3 ug/mL de Cloranfenicol; CFT073C0,4: CBA a 0,4 pg/mL de Cloranfenicol.

A cultura S/A da linhagem J96 apresentou crescimento pouco divergente ao observado
para suas CBAs. Contudo, o tempo de geragdo de duas CBAs, J96C0,2 e J96C0.4,

apresentaram valores maiores quando comparadas ao de S/A e as demais CBAs (Figura 7).
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Figura 7 - Tempo de geracao (g) da Escherichia coli J96 e de suas culturas adaptadas a exposicao

de concentragoes crescentes de Cloranfenicol (0,1 pg/mL - 0,4 pg/mL)
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Fonte: elaborada pela autora.

(A) Recorte da curva de crescimento da J96 até 510 minutos (8,5 h). (B) Comparagdo do Tempo de Geragédo entre
a J96S/A (barra preta) e as culturas adaptadas (CBAs) as CSI de Cloranfenicol. Os asteriscos acima das barras
representam um valor de p < 0,05. J96S/A: J96 original com cultivo sem Cloranfenicol; J96C0,1: CBA a 0,1
ng/mL de Cloranfenicol; J96C0,2: CBA a 0,2 pg/mL de Cloranfenicol; J96C0,3: CBA a 0,3 pg/mL de
Cloranfenicol; J96C0,4: CBA a 0,4 pg/mL de Cloranfenicol.

A indugdo da resisténcia de todas as linhagens, UPEC90, CFT073 e J96, em

Cloranfenicol ndo atingiu a CIM desse antimicrobiano devido a limitagdo de crescimento nas
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incubagdao em LB com concentragdes de Cloranfenicol acima de 0,4 pg/mL. Por esta razdo, a
caracterizagdo destas CBAs nao foi continuada.

A curva de crescimento de CFT073 em CSI de Polimixina B seguiu um padrio
semelhante daquele apresentado nos outros 2 antimicrobianos. No Tempo de Geragdo ¢
possivel distinguir uma ligeira diferenciagdo em uma cultura adaptada, a CFT073 Poli B 0,1,

que teve um menor tempo do que a cultura S/A (Figura 8).

Figura 8 - Tempo de geracio (g) da Escherichia coli CFT073 e de suas culturas adaptadas a

exposicao de concentracdes crescentes de Polimixina B (0,1 pg/mL - 2,0 pg/mL)
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Fonte: elaborada pela autora.

(A) Recorte da curva de crescimento da CFT073 até 510 minutos (8,5 h). (B) Comparacdo do Tempo de Geragao
entre a CFT073S/A (barra preta) e as culturas adaptadas (CBAs) as CSI de Polimixina B. Os asteriscos acima das
barras representam um valor de p < 0,05. CFT073S/A: CFTO073 original com cultivo sem Polimixina B;
CFT073P0,1: CBA a 0,1 pg/mL de Polimixina B; CFT073P0,2: CBA a 0,2 pg/mL de Polimixina B; CFT073P0,3:
CBA a 0,3 pg/mL de Polimixina B; CFT073P0,4: CBA a 0,4 pg/mL de Polimixina B; CFT073P0,8: CBA a 0,8
pg/mL de Polimixina B; CFT073P1,6: CBA a 1,6 ug/mL de Polimixina B; CFT073P2: CBA a 2,0 pg/mL de

Polimixina B.

A curva de crescimento da J96 incubada em LB com Polimixina B apresentou um
padrdo semelhante entre todas as culturas analisadas e, inclusive, ndo foi identificada diferenca

significativa de crescimento delas por meio da comparacao do Tempo de Geragado (Figura 9).
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Figura 9 - Tempo de geracao (g) da Escherichia coli J96 e de suas culturas adaptadas a exposicao

de concentragdes crescentes de Polimixina B (0,1 pg/mL - 2,0 pg/mL)
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Fonte: elaborada pela autora.

(A) Recorte da curva de crescimento da J96 até 510 minutos (8,5 h). (B) Comparagdo do Tempo de Geragédo entre
a J96S/A (barra preta) e as culturas adaptadas (CBAs) as CSI de Polimixina B. Os asteriscos acima das barras
representam um valor de p < 0,05. J96S/A: J96 original com cultivo sem Polimixina B; J96P0,1: CBA a 0,1
png/mL de Polimixina B; J96P0,2: CBA a 0,2 pg/mL de Polimixina B; J96P0,3: CBA a 0,3 pg/mL de Polimixina
B; J96P0,4: CBA a 0,4 pg/mL de Polimixina B; J96P0,8: CBA a 0,8 ng/mL de Polimixina B; J96P1,6: CBA 4 1,6
pg/mL de Polimixina B; J96P2: CBA a 2,0 pg/mL de Polimixina B.
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Apesar das linhagens CFT073 e J96 apresentarem crescimento em cultivo com
Polimixina B em sua CIM, a linhagem UPEC90 nado apresentou crescimento em cultivo neste
antimicrobiano. Por essa razao, a caracterizagdo de CBAs cultivadas em Polimixinas nao foi
continuada. E importante ressaltar que as linhagens apresentaram comportamentos semelhantes
mesmo expostas a antimicrobianos diferentes. As CBAs da UPEC90 apresentaram valores de
DO mais altos do que a cultura ndo exposta a antimicrobianos (UPEC90S/A) (Figuras 3 e 5).
Esse comportamento diverge dos achados de Mathieu et al, visto que o crescimento da E. coli
tratada com doses subinibitdrias de ampicilina alcangou DOs mais baixas do que o controle nao
tratado (MATHIEU, 2016). Similarmente, os achados de He3 e Gallert demonstraram que as
colonias de E. coli, na presenca de concentragdes ambientais de antimicrobianos, obtiveram
uma taxa de crescimento ¢ uma DO menores (HEB ¢ GALLERT, 2016). Os resultados da
CFTO073 (Figuras 4, 6 e 8) ¢ da J96 (Figuras 7 ¢ 9) ndo apresentaram diferengas estatisticas
significativas, salvo poucas excec¢des, nas quais as culturas adaptadas seguiram o padrao de

menor crescimento.

5.2. DETERMINACAO DA SOBREVIVENCIA DAS LINHAGENS ADAPTADAS
(CBAs) A CONCENTRACOES INIBITORIAS DE ANTIMICROBIANOS

Para determinar a sobrevivéncia bacteriana apos a aquisicdo de RA, trés CBAs obtidas a
partir de UPEC90 foram selecionadas: UPEC90G1,6 (adaptada a 1,6 pg/mL de Gentamicina) e
UPEC90G4 (adaptada a 4,0 ug/mL de Gentamicina). A selecdo destas culturas ocorreu em
razdo das diferengas significativas observadas no tempo de geracao (g) em relacdo a cultura
S/A (Figura 3).

A contagem das unidades formadoras de colonias (UFCs) recuperadas ap6s o cultivo da
UPEC90S/A, UPEC90G1,6 ¢ UPEC90G4, mostrou que a viabilidade da cultura S/A foi
bastante comprometida pela sua exposi¢do ao CIM de Gentamicina (Figura 10), indicando a
sensibilidade da linhagem em concentragdes inibitorias deste antimicrobiano. Por outro lado, o
numero de UFCs recuperadas apos a incubagdo das CBAs foi cerca de 10 vezes maior do que o
da cultura S/A, sendo significativamente maior para a UPEC90G4 (Figura 10 e Tabela 2). Estes
dados indicam que a aquisi¢ao de RA pode ser de carater permanente a linhagem. Além disso,
foi possivel observar que as coldnias recuperadas a partir da incubacao das duas culturas
adaptadas em CIM do antimicrobiano foram maiores em diametro do que aquelas recuperadas a

partir da incubagdo da S/A (Figura 10).
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Figura 10 - Unidades Formadoras de Colonia (UFCs) obtidas apo6s exposicdo das linhagens de
Escherichia coli UPEC90S/A e CBAs UPEC90G1,6 e UPEC90G4 a concentracao inibitéria de

Gentamicina 4,0 pg/mL por 60 minutos
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Fonte: elaborada pela autora.
Cada cultura foi incubada em meio de cultura LB com CIM de gentamicina (4,0 pg/mL) por 1 hora. Apds

incubagdo, as amostras foram diluidas em 10 e inoculadas em meio LB 4gar sem gentamicina. (A) UPEC90:
foram observadas em média 51 UFCs por placa. (B) CBA UPEC90G1,6 (adaptada a 1,6 pg/mL de Gentamicina):
contabilizando em média 234 UFCs por placa. (C) CBA UPEC90G4 (adaptada a 4,0 pg/mL de Gentamicina):
foram observadas em média 387 UFCs por placa. (D) Determinagdo da sobrevivéncia da cultura controle
UPEC90S/A (sem RA) (preto), CBA UPEC90G1,6 (laranja) e CBA UPEC90G4 (vermelho); os asterisco (**)
representam a diferenca estatistica significativa entre a UPEC90S/A e a UPEC90G4 (p <0,01).



55

Tabela 2 - Contagem de unidades formadoras de colonias (UFCs) em 1mL de meio LB apos

incubacio de 1 hora em 4 ng/mL de Gentamicina

UPEC90S/A UPEC90G1,6 UPEC90G4
1 1,11E+08 4,32E+08 4,03E+08
2 4,10E+07 1,16E+08 3,77E+08
3 3,.80E+07 1,92E+08 5,26E+08
4 1,40E+07 1,97E+08 2,41E+08
Média 5,10E+07 2,34E+08 3,87E+08
Desvio Padriao 4,18E+07 1,37E+08 1,17E+08

Fonte: elaborada pela autora.

UPEC90S/A: Linhagem de Escherichia coli nao submetida a indugdo de RA.

UPEC90G1,6: Linhagem de Escherichia coli resultante da adaptacdo de UPEC90 a 1,6 ng/mL de Gentamicina.
UPEC90G4: Linhagem de Escherichia coli resultante da adaptacao de UPEC90 a 4 pg/mL de Gentamicina.

5.3. PRODUCAO DE BIOFILME EM SUPERFICIE DE POLIESTIRENO

No ensaio de biofilme também foi possivel observar diferencas de produgdo de biofilme
entre as mesmas duas CBAs e a S/A. Enquanto a cultura S/A apresentou biofilme forte, as
CBAs UPEC90G1,6 e UPEC90G4, apresentaram menor biomassa no biofilme aderido (Figura
11). Esse comportamento também foi observado por Wojnicz e Tichaczek-Goska ao comparar a
producao de biofilme de culturas de E. coli sem tratamento de antimicrobiano e culturas
submetidas a CSI de ciprofloxacino, amicacina e colistina. A amicacina, também da classe dos
aminoglicosideos, foi considerada como a mais efetiva na erradicagdo do biofilme, reduzindo a
DO para 25% do valor da amostra controle (WOINICZ e TICHACZEK-GOSKA, 2013).
Assim como neste estudo, a exposi¢do prévia ao antimicrobiano demonstrou relagao direta com
a queda da biomassa no biofilme, sendo quantificada através de uma menor densidade optica.

Estes dados podem sugerir que as culturas adaptadas apresentam estratégias de
sobrevivéncia em superficies abidticas diferentes da S/A. Enquanto as culturas adaptadas
possivelmente adotaram um crescimento acelerado (Figura 3), a cultura S/A tem um
crescimento mais lento e uma significativa producdo de biofilme, garantindo o aumento de sua

populacao em superficies abidticas (Figura 11).
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Figura 11 - Quantificacio de biomassa de Escherichia coli aderida em superficie de poliestireno
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(A) Placa de 96 pogos ap6s 5 dias de incubagdo da cultura de Escherichia coli UPEC90S/A e das CBA a 37°C. (B)
Placa apos coloragdo com Cristal Violeta da biomassa bacteriana aderida a superficie. (C) Imagem gerada pelo
espectrofotometro ap6s leitura de 9 pontos em cada poco da placa de 96. (D) Grafico comparando o valor médio
das densidades opticas em DO, das culturas bacterianas que passaram pela adaptagdao com antimicrobiano e do
cultivo selvagem. Os asteriscos (****) representam diferenca estatistica significativa quando comparados ao

controle (p <0,0001).

5.4. ENSAIO DE MOTILIDADE

Ao analisar o crescimento em meio semi-solido (LB agar 0,5%) foi observado que a
cultura UPEC90S/A e a CBA UPEC90G4 nao possuem motilidade. A area de crescimento de
ambos os indculos correspondeu exatamente ao espago onde a agulha de indculo foi inserida,
demonstrando apenas crescimento estatico, sem motilidade (Figura 12). No trabalho de
Wojnicz e Tichaczek-Goska, na maioria dos casos, ndo foi identificada diferenga na motilidade
entre culturas expostas a CSI de antimicrobianos e culturas ndo expostas, mas algumas células
isoladas de biofilmes de 72 h tratadas com CSI perderam a motilidade (WOJINICZ e
TICHACZEK-GOSKA, 2013).
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Figura 12 - Ensaio de motilidade em meio LB (agar 0,5%) das linhagens de Escherichia coli
UPEC90S/A e CBA UPEC90G4, avaliado ap6s 24 h e 48 h de incubacao a 37°C
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Fonte: elaborada pela autora.

5.5. DETERMINACAO DO PERFIL DIFERENCIAL DE EXPRESSAO DE
PROTEINAS DA CULTURA S/A E ADAPTADA

5.5.1. Extragdo de proteinas

A visualizagdo do gel de poliacrilamida resultante da eletroforese (Apéndice A)
permitiu identificar bandas bem definidas (Apéndice) demonstrando a qualidade do extrato

proteico para analise protedmica.
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5.5.2 Perfil diferencial de expressdo de proteinas

Pela andlise LC-MS/MS foram identificadas 1.204 proteinas no total. Contudo, apds a
normaliza¢do dos dados e andlise estatistica (Teste T) para identificar aquelas que apresentaram
expressao diferencial, esse numero foi reduzido para 5%, totalizando 66 proteinas.
Adicionalmente, foi realizada a prospec¢do de proteinas com expressao exclusiva em apenas
uma das condi¢des testadas. A andlise estatistica (como Teste T menor que 0,05) possibilitou
identificar 66 proteinas diferencialmente expressas de forma significativa entre as condigdes
avaliadas. 27 dessas mostraram-se mais expressas na CBA UPEC90G4 do que na S/A,
representando aproximadamente 40% do montante. O restante das proteinas (correspondente
aos outros 60%) exibiu expressdo diminuida na CBA em relagdo a S/A. Entre as detectadas em
apenas uma condi¢do, 22 proteinas estavam presentes apenas na cultura UPEC90S/A e 13
somente na CBA UPEC90G4. No total, foram elencadas 101 proteinas com a expressao
diferencial entre uma condi¢dao e a outra (Figura 13). Essas proteinas participam de diversas
vias metabodlicas do metabolismo central, como: Ciclo de Krebs, Glicolise/Gliconeogénese,
Fosforilagdo Oxidativa, Via das Pentoses Fosfato, entre outras. Contudo, algumas proteinas nao
puderam ser classificadas quanto as vias por falta de informag¢do nos bancos de dados

utilizados, KEGG e UniProt (Quadro 4-8).
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Figura 13 - Proteinas identificadas pela analise LC-MS/MS e selecionadas estatisticamente (Teste

T) para analises

1.204

66 35
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UPEC90G4 > UPEC90S/A UPEC90G4 < UPEC90S/A UPEC90G4 UPECY90S/A

Fonte: elaborada pela autora.

Quadro 4 - Proteinas associadas ao metabolismo que apresentaram expressao diferencial (teste T

<0,05) entre a linhagem de Escherichia coli UPEC90S/A e CBA UPEC90G4

1. Metabolismo

N° de

acesso Nome da Proteina Gene Classe Regulacio
D-alanyl-D-alanine carboxypeptidase

POAEB2 DacA dacA  Biossintese de peptidoglicano Positiva

Biossintese e metabolismo de

POAGL4 N-acetylneuraminate lyase nanA glicanos Negativa

P08200 Isocitrate dehydrogenase [NADP] icd Ciclo de Krebs Negativa
Succinate dehydrogenase cytochrome "Exclusiva"

P69054 b556 subunit sdhC Ciclo de Krebs S/A

Succinate--CoA ligase [ADP-forming]
POAB36 subunit beta sucC Ciclo de Krebs Negativa
P25516 Aconitate hydratase A acnA Ciclo de Krebs Negativa
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POAYMO Lon protease lon Degradagao de proteinas Positiva
P11868 Propionate kinase tdeD Fermentagdo Negativa
POABB4 ATP synthase subunit beta atpD Fosforilagao oxidativa Positiva
Formate dehydrogenase, cytochrome "Exclusiva"
POAELO b556(fdo) subunit fdol Fosforilagao oxidativa S/A
NADH-quinone oxidoreductase subunit
H; AltName: Full=ENADH
POAFDA4 dehydrogenase I subunit H; nuoH Fosforilagdo oxidativa Negativa
Glyceraldehyde-3-phosphate
POA9B2 dehydrogenase A gapA Glicolise / Gliconeogénese Positiva
Phosphoenolpyruvate carboxykinase
P22259 (ATP) pckA Glicolise / Gliconeogénese Negativa
ATP-dependent 6-phosphofructokinase
POA796 isozyme 1 pfkA Glicolise / Gliconeogénese Positiva
P23538 Phosphoenolpyruvate synthase ppsA Glicolise / Gliconeogénese Negativa
POAII1 Citrate lyase subunit beta citE Metabolismo anaerobico Negativa
PFL-like enzyme TdcE; AltName:
P42632  Full=Keto-acid formate acetyltransferase  tdcE Metabolismo anaerobico Negativa
POAS825 Serine hydroxymethyltransferase glyA  Metabolismo de aminoacidos Positiva
"Exclusiva"
P22634 Glutamate racemase murl  Metabolismo de aminoacidos adaptada
POAAV4 5-oxoprolinase subunit B pxpB  Metabolismo de aminoacidos Negativa
"Exclusiva"
P75745 5-oxoprolinase subunit C pxpC  Metabolismo de aminoacidos adaptada
P21170 Biosynthetic arginine decarboxylase speA  Metabolismo de aminoacidos Positiva
POAGF6  L-threonine dehydratase catabolic TdcB ~ #dcB ~ Metabolismo de aminoacidos Negativa
"Exclusiva"
POAS8S53 Tryptophanase tnaA  Metabolismo de aminoacidos S/A
P26646 Probable acrylyl-CoA reductase Acul acul ~ Metabolismo de carboidratos Negativa
POA6T3 Galactokinase galK  Metabolismo de carboidratos Negativa
"Exclusiva"
P24175 Phosphomannomutase manB  Metabolismo de carboidratos S/A
Phosphoenolpyruvate synthase "Exclusiva"
POA8A4 regulatory protein ppsR Metabolismo de carboidratos S/A
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"Exclusiva"
P05707 Sorbitol-6-phosphate 2-dehydrogenase srlD  Metabolismo de carboidratos S/A
POASG3 Uronate isomerase uxaC  Metabolismo de carboidratos Negativa
Putative acyl-CoA thioester hydrolase
P46130 YbhC ybhC  Metabolismo de carboidratos Positiva
Iron-sulfur cluster assembly protein Metabolismo de cofatores e
P77667 SufA sufA vitaminas Positiva
Metabolismo de cofatores e~ "Exclusiva"
POAC13 Dihydropteroate synthase folP vitaminas S/A
Glutamate- 1-semialdehyde Metabolismo de cofatores e
P23893 2,1-aminomutase hemL vitaminas Negativa
Pyridoxine/pyridoxamine 5'-phosphate Metabolismo de cofatores e
POAFI7 oxidase pdxH vitaminas Positiva
Metabolismo de cofatores e~ "Exclusiva"
P77150 Pyridoxal kinase PdxY pdxY vitaminas adaptada
Metabolismo de cofatores e
P61714  6,7-dimethyl-8-ribityllumazine synthase  ribE vitaminas Negativa
2-octaprenyl-6-methoxyphenol Metabolismo de cofatores e~ "Exclusiva"
P25534 hydroxylase ubiH vitaminas S/A
Ubiquinone biosynthesis accessory Metabolismo de cofatores e
Q46868 factor UbiK ubiK vitaminas Negativa
Cyclopropane-fatty-acyl-phospholipid
POAY9H7 synthase cfa Metabolismo de lipideos Positiva
3-hydroxydecanoyl-[acyl-carrier-protein]|
POA6Q3 dehydratase fabA Metabolismo de lipideos Negativa
POAG6F3 Glycerol kinase glpK Metabolismo de lipideos Negativa
"Exclusiva"
P25524 Cytosine deaminase codA  Metabolismo de nucleotideos adaptada
P60546 Guanylate kinase gmk  Metabolismo de nucleotideos Positiva
Xanthine-guanine
POA9MS phosphoribosyltransferase gapt Metabolismo de nucleotideos Positiva
POA7ES CTP synthase pyrG ~ Metabolismo de nucleotideos Negativa
"Exclusiva"
P32709 Protein NrfD nrfD Metabolismo do nitrogénio adaptada
P33937 Periplasmic nitrate reductase napA Metabolismo do nitrogénio Positiva
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P08201 Nitrite reductase (NADH) large subunit  nirB Metabolismo do nitrogénio Positiva

P19930 Hydrogenase 1 maturation protease hyaD Peptidases e inibidores Negativa

P76002 Inhibitor of g-type lysozyme pliG Peptidases e inibidores Negativa

POA6K6 Phosphopentomutase deoB Via das pentoses fosfato Negativa
6-phosphogluconate dehydrogenase,

P00350 decarboxylating gnd Via das pentoses fosfato Positiva

P0A867 Transaldolase A tal4 Via das pentoses fosfato Negativa

Fonte: elaborado pela autora.
A diferenga de expressdo (positiva ou negativa) refere-se a comparag@o linhagem com RA/linhagem sensivel a

Gentamicina (CBA UPEC90G4/ UPEC90S/A). “Exclusiva”: foi observada apenas em uma das condigdes.

As vias identificadas estdo associadas ao metabolismo, majoritariamente, mas também
foram distinguidas vias associadas ao processamento de informagdes genéticas, ambientais e
aos processos celulares (Quadros 4-8). Em termos gerais, o perfil de expressdo proteica indica
uma diminui¢ao no catabolismo de carboidratos da CBA UPEC90G4, bem como uma reducao
de atividade das vias convencionais de energia (Ciclo de Krebs e Fosforilagio Oxidativa),
sugerindo que a bactéria altera seu metabolismo energético quando submetida as CSI de
gentamicina.

Seis enzimas de reagOes catabdlicas relacionadas ao metabolismo de carboidratos
apresentaram redu¢do de expressdo em CBA UPEC90G4: Acrilil-CoA redutase (gene: acul),
Galactoquinase (gene: gal/K), Fosfomanomutase (manB), Proteina reguladora da sintase de
fosfoenolpiruvato (gene: ppsR), Sorbitol-6-fosfato-2-desidrogenase (gene: s7/D) e Isomerase de
uronato (gene: uxaC). Todas essas proteinas estdo associadas a reagdes que sdao fontes
alternativas de carboidratos.

Ao se analisar as vias da Glicolise e da Gliconeogénese, foram identificadas quatro
proteinas diferencialmente expressas: duas com regulacdo positiva e duas com regulacao
negativa. Entre aquelas mais expressas na cultura adaptada estdo: (i) Isoenzima 1 da
6-fosfofrutoquinase dependente de ATP (gene: pfkA) que participa do inicio da Glicolise,
catalisando a fosforilagdo da D-frutose 6-fosfato em frutose 1,6-bifosfato com uso de ATP; ¢ a
(1) Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase A (gene: gapA), que catalisa a fosforilagdo oxidativa
do gliceraldeido 3-fosfato a 1,3-bifosfoglicerato, e também o caminho inverso, participando
tanto da Glicolise quanto da Gliconeogénese. Entre as proteinas que apresentaram-se com

expressdo reduzida em CBA UPEC90G4 estdo: (i) Fosfoenolpiruvato carboxiquinase (gene:
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pckA) envolvida exclusivamente na Gliconeogénese, catalisando a conversao de oxaloacetato
em fosfoenolpiruvato; e a (ii) Fosfoenolpiruvato sintase (gene: ppsA), responsavel por catalisar
a fosforilagdo do piruvato em fosfoenolpiruvato, também associada com a Gliconeogénese.
Dessa forma, sugere-se que a bactéria adaptada prioriza a glicolise, em detrimento da
gliconeogénese.

Foram identificadas quatro proteinas que atuam diretamente no Ciclo de Krebs e todas
estdo com a expressao baixa na CBA UPEC90G4: Isocitrato desidrogenase (gene: icd),
responsavel por catalisar a descarboxila¢do oxidativa do isocitrato em 2-oxoglutarato e dioxido
de carbono com a redugdo concomitante de NADP", além de ser é um dos pontos de controle
do ciclo, sendo uma etapa limitante na velocidade dele (ALABDULADHEM, 2022); Succinato
Desidrogenase (gene: sdhC), especificamente a subunidade do citocromo b556 que ancora a
proteina & membrana celular; a subunidade beta da Succinato-CoA ligase (gene: sucC),
responsavel por conferir especificidade de nucleotideo a enzima e se liga ao substrato
succinato; e a Aconitato hidratase A (gene: acnA), que catalisa e isomerizagdo reversivel do
citrato em isocitrato via cis-aconitato. Como essa via representa o inicio do metabolismo
aerdbico da célula, a redugdo de sua expressdo pode indicar uma diminui¢do da atividade de
metabolismo aerdbio na bactéria adaptada.

A presenca de trés enzimas com expressao elevada em CBA UPEC90G4: proteina nrfD
(gene: nfrD), nitrito redutase (gene: nirB) e nitrato redutase periplasmatica (gene: napA),
sugere que a bactéria estd utilizando a via do nitrogénio em condi¢des anaerdbicas. Ja foi
descrito em E. coli a redugdo de nitrato em nitrito, pela nitrato redutase, e posterior redugao do
nitrito 2 amonio pela nitrito redutase, acumulando o amoénio no meio de forma progressiva
(TISO, 2015). Esse processo pode ser realizado por meio de dois sistemas diferentes: Nap/Nrf,
atuando no periplasma em concentragdes mais baixas de nitrato, e Nar/Nir, produzindo amoénio
no citoplasma quando a disponibilidade do nitrato ¢ alta (WANG e GUNSALUS, 2000). Wang
et al analisaram o papel das duas nitrito redutases, nir e nrf, € observaram que nir ¢ necessaria
para a assimilacdo de nitrato e nitrito, ademais, em condi¢des que favorecem a expressao de
nrf, o amonio produzido pode fornecer o nitrogénio assimilatdrio necessario para o crescimento
(WANG, 2019). Quando o nitrato estd em abundancia a bactéria consegue utiliza-lo para a
oxidagdo de NADH e para a producao de ATP, mas a medida que a concentracao dele torna-se
limitante, a nitrito redutase nir pode usar o nitrito resultante para a amonifica¢do fermentativa,
combinando a respiragdo anaerdbica e fermentagdo de forma a otimizar o metabolismo

energético (WANG, 2019). Esse mecanismo ¢ vantajoso para a célula em comparagdo com a
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fermentagdo classica, possibilitando melhor crescimento, além de promover o equilibrio redox.
Com base no exposto, ¢ possivel que a CBA UPEC90G4 esteja adotando essa estratégia, assim
ela consegue escapar da gentamicina, que ¢ dependente de oxigénio, e crescer mais
rapidamente do que através da fermentagao.

Foram identificadas proteinas que participam da Fosforilagdo Oxidativa, duas com
regulagdo negativa: Formato desidrogenase subunidade do citocromo b556 (gene: fdol) e
NADH-quinona oxidorredutase subunidade H (gene: nuoH); e uma com regulagdo positiva:
ATP sintase subunidade beta (gene: atpD). A Formato desidrogenase permite o uso do formato
como principal doador de elétrons durante a respiracdo aerdbica. A NADH-quinona
oxidorredutase transporta elétrons do NADH para quinonas na cadeia respiratoria. A ATP
sintase, unica regulada positivamente dentre as trés, produz ATP a partir de ADP na presenga
de um gradiente de protons através da membrana.

Trés proteinas associadas a Via das Pentoses Fosfatos diferencialmente expressas foram
identificadas: 6-fosfogluconato desidrogenase descarboxilante (gene: gnd), fosfopentomutase
(gene: deoB) e transaldolase A (gene: talA), das quais apenas a primeira apresentou uma
expressdo superior na cultura adaptada. A 6-fosfogluconato desidrogenase catalisa a
descarboxilagdo oxidativa do 6-fosfogluconato em ribulose 5-fosfato e CO2. A
fosfopentomutase catalisa a conversdao de desoxirribose 1-fosfato em desoxirribose 5-fosfato e
ribose 1-fosfato em ribose 5-fosfato. Por fim, a transaldolase A esta envolvida no equilibrio dos
metabolitos na via.

A Protease Lon (gene: lon) foi encontrada com a expressio aumentada em CBA
UPEC90G4. Essa proteina faz a mediacdo da degradagdo seletiva de proteinas mutantes e
anormais. Nesse contexto, a referida protease desempenha papel fundamental, uma vez que o
efeito da gentamicina ¢é interferir na produ¢do de proteinas funcionais devido a sua a¢do no
ribossomo (CHAVES, 2023). A Lon ¢ necessaria para a homeostase celular e a sobrevivéncia a

danos no DNA e alteracdes de desenvolvimento induzidas por estresse.
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Quadro 5 - Proteinas associadas ao processamento da informacio genética que apresentaram

expressio diferencial (teste T < 0,05) entre a linhagem de Escherichia coli UPEC90S/A e CBA

UPEC90G4
2. Processamento da Informaciao Genética
N° de ] ]
Nome da Proteina Gene Classe Regulacao
acesso
Ribosomal RNA large subunit "Exclusiva"
P75782 rimF Biogénese ribossomica
methyltransferase F S/A
Processamento de informagdo  "Exclusiva"
POASNO Macrodomain Ter protein matP )
genética S/A
) i "Exclusiva"
P09980 ATP-dependent DNA helicase Rep rep Replicagao
adaptada
Dual-action ribosomal maturation
POASX0 darP Traducao Negativa
protein DarP
POASN3 Lysyl-tRNA ligase lysS Tradugdo Positiva
POATM9 Large ribosomal subunit protein bL31 rpmE Tradugdo Positiva
POA7S3 Small ribosomal subunit protein uS12 rpsL Tradugdo Positiva
POA7S9 Small ribosomal subunit protein rpsM Traducdo Positiva
"Exclusiva"
P45531 Protein TusC tusC Transcrigao
adaptada
Q57261 tRNA pseudouridine synthase truD Transcri¢ao Positiva

Fonte: elaborado pela autora.
A diferenga de expressdo (positiva ou negativa) refere-se a comparagdo linhagem com RA/linhagem sensivel a

Gentamicina (CBA UPEC90G4/ UPEC90S/A). “Exclusiva”: foi observada apenas em uma das condigdes.

Dentre as proteinas identificadas relacionadas ao processamento da informagao
genética, foram destacadas: a Proteina de maturacdo ribossdmica de dupla a¢do darP (gene:
darP) e a Proteina da subunidade ribossomica pequena uS12 (gene: rpsL). A primeira, que
apresentou expressdao diminuida em CBA UPEC90G4, integra uma rede de fatores de
biogénese da subunidade ribossomica 50S que se monta ao longo da interface 30S-50S,
impedindo a formacdo de estruturas incorretas de rRNA 23S. A segunda esta envolvida na
precisdo da traducgdo e estd com a expressdo aumentada. A proteina da subunidade ribossomica
pequena (gene: rpsM) também foi encontrada com a expressdo aumentada nas coldnias de E.

coli tratadas com CSI de ampicilina no estudo de Mathieu et al. Essa proteina ¢ responsavel por
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controlar a expressdao de um operon que codifica quatro proteinas ribossomicas e a subunidade

alfa da RNA polimerase (MATHIEU, 2016).

Quadro 6 - Proteinas associadas ao processamento da informaciao ambiental que apresentaram
expressao diferencial (teste T < 0,05) a linhagem de Escherichia coli UPEC90S/A e CBA
UPEC90G4

3. Processamento da Informacao Ambiental

N° de
Nome da Proteina Gene Classe Regulacao
acesso
Putative aga operon transcriptional ) "Exclusiva"
POACK2 agaR Fatores de transcrigédo
repressor adaptada
POACN4  HTH-type transcriptional repressor AIIR  alIR Fatores de transcri¢ao Negativa
o ) "Exclusiva"
POA9F1 Transcriptional regulator MntR mntR Fatores de transcri¢@o
adaptada
HTH-type transcriptional regulatory ) )
P07604 ) tyrR Fatores de transcrigédo Negativa
protein TyrR
o ) ) "Exclusiva"
P14375 Transcriptional regulatory protein ZraR ~ zraR Fatores de transcri¢ao o
P13445 RNA polymerase sigma factor RpoS rpoS Regulador transcricional Positiva

Fonte: elaborado pela autora.
A diferenga de expressdo (positiva ou negativa) refere-se a comparagdo linhagem com RA/linhagem sensivel a

Gentamicina (CBA UPEC90G4/ UPEC90S/A). “Exclusiva”: foi observada apenas em uma das condigdes.

Foram identificados cinco fatores de transcricdo que apresentaram expressao
diferencial: dois deles tiveram sua expressao aumentada em CBA UPEC90G4 e os outros trés
diminuidos em relacdo a UPEC90S/A. O Possivel repressor transcricional do operon aga (gene:
agaR), atuando no transporte e metabolismo de N-acetilgalactosamina, ¢ o Regulador
transcricional mntR (gene: mntR), que reprime o mntH e o mntS e ativa o mntP na presenca de
manganés, estdo regulados positivamente. Os trés fatores restantes estdo regulados
negativamente. O Repressor transcricional do tipo HTH allR (gene: a/lR) é um repressor dos
operons de utilizagdo de alantoina e glioxilato. A Proteina reguladora transcricional tipo HTH
tyrR (gene: #rR) atua em multiplos processos, incluindo: regular varios genes que codificam
proteinas envolvidas na biossintese ou transporte de fenilalanina, tirosina e triptofano; modular

a expressao de pelo menos oito unidades de transcricao ndo ligadas e regular o gene tyyrP. A
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Proteina reguladora transcricional zraR (gene: zraR) faz parte de uma via de sinalizacdo que
gera uma resposta ao estresse do envelope, sendo importante para a integridade da membrana e
contribuindo para a resisténcia aos antimicrobianos que tentam comprometé-la (ROME, 2018).
Cabe ressaltar que o mecanismo de a¢dao da gentamicina, antimicrobiano utilizado neste estudo,
¢ ligar-se ao rRNA 16S na subunidade ribossomica 30S, perturbando a traducdo do mRNA
(CHAVES, 2023); o seu alvo celular ndo ser a membrana ¢ consistente com a observagao de
que, mesmo sob pressdo do antimicrobiano, a cultura adaptada ndo apresenta aumento de
expressao da via zraR.

O fator sigma da RNA polimerase (gene: 7poS), que apresentou expressao elevada em
CBA UPEC90G4, ¢ o principal regulador transcricional da fase estacionaria do crescimento e
da resposta geral ao estresse, controlando, positivamente ou negativamente, a expressao de
centenas de genes envolvidos em diversos grupos funcionais como fatores regulatorios,
sistemas de transporte, proteinas intrinsecas da membrana, enzimas metabolicas e
gerenciamento do estresse. Em estudo conduzido por Weber ef al, foi sugerido que essa
proteina, em uma situacdo de estresse, pode alterar significativamente o trafego da membrana,
aumentando a resisténcia contra compostos toxicos através da indugao de bombas de efluxo. Os
autores observaram que esse fator sigma esta associado a alteragdes no metabolismo energético,
favorecendo uma mudanga da respiracdo oxidativa para um metabolismo energético
respiratdrio mais fermentativo ou anaerdbico, corroborando os achados deste estudo, uma vez
que ele esta regulado positivamente na cultura adaptada (WEBER, 2005). No mesmo estudo,
foram descritos alguns genes regulados por esse fator sigma, sendo quatro deles associados
com proteinas que foram identificadas no presente trabalho: Alfa glutamato descarboxilase
(gene: gadA), antiporte glutamato/gama-aminobutirato (gene: gadC), quinase lipidica (gene:
vegS) e carboximetilenobutenolidase putativa (gene: ysgA). Todas essas quatro proteinas estao
sendo reguladas negativamente na linhagem adaptada. Um trabalho feito por Jung e
colaboradores também mostrou uma relagao desse fator sigma com a expressao da Isocitrato
desidrogenase (gene: icd), proteina previamente mencionada devido a sua relevancia no Ciclo
de Krebs. Foi observado que fator rpoS age como um regulador negativo da expressdo do gene
icd durante a fase estacionaria (JUNG, 2006). Na presente analise, na mesma condicao, foi
identificada a Isocitrato desidrogenase com uma expressao diminuida enquanto o fator sigma

rpoS apresentava expressao elevada, em concordincia com a correlagdo proposta por Jung.
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Quadro 7 - Proteinas associadas aos processos celulares que apresentaram expressio diferencial

(teste T < 0,05) entre a linhagem de Escherichia coli UPEC90S/A e CBA UPEC90G4

4. Processos Celulares

N° de
Nome da Proteina Gene Classe Regulacao
acesso
P11557 Cell division protein DamX damX Divisdo Celular Negativa
o . "Exclusiva"
P26648 Cell division protein FtsP fisP Divisgo Celular -
Thiol:disulfide interchange protein .
P77202 dsbG Dobramento Negativa
DsbG
Molybdopterin synthase sulfur carrier "Exclusiva"
P30748 . moaD Dobramento
subunit S/A
G/U mismatch-specific DNA "Exclusiva"
POAYHI1 mug Dobramento
glycosylase S/A
Iron-sulfur cluster assembly protein "Exclusiva"
P77689 sufD Dobramento
SufD S/A
POABZ6 Chaperone SurA surd Dobramento Positiva
P68767 Cytosol aminopeptidase pepA Dobramento Positiva
P31473 Regulatory ATPase RavA ravA Estresse Positiva
Bifunctional glutamine synthetase
P30870 adenylyltransferase/adenylyl-removing ginE Estresse e detoxificagao Negativa
enzyme
"Exclusiva"
P75824 NADH oxidoreductase HCR her Estresse e detoxificacao A
Probable dimethyl sulfoxide reductase ) )
P77783 ynfF Estresse e detoxificacao Negativa
chain YnfF
POAGB6 ECF RNA polymerase sigma-E factor rpoE Estresse e detoxificacao Negativa
P63284 Chaperone protein ClpB clpB Estresse por calor Negativa
‘ ) "Exclusiva"
P64448 Uncharacterized protein YnbE ynbE Estrutura de membrana -
P04949 Flagellin flic Motilidade Negativa
P69908 Glutamate decarboxylase alpha gadA Resisténcia a acidos Negativa
Glutamate/gamma-aminobutyrate ) ) . .
P63235 ) gadC Resisténcia a acidos Negativa
antiporter
o ) ) "Exclusiva"
P60061 Arginine/agmatine antiporter adiC Transporte

adaptada
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"Exclusiva"
POAB24 Iron uptake system component EfeO efeO Transporte A
Glutamine transport system permease "Exclusiva"
POAEQ6 ) ginP Transporte
protein GInP adaptada

Lipoprotein-releasing system
P75957 lolD Transporte Negativa
ATP-binding protein LolD

P28635  D-methionine-binding lipoprotein MetQ  metQ Transporte Negativa

Intermembrane phospholipid transport -
P63386 o i mlaF Transporte Positiva
system ATP-binding protein MlaF

P77338 Mechanosensitive channel MscK mscK Transporte Positiva
PTS system glucitol/sorbitol-specific "Exclusiva"
P05706 sriB Transporte
EITA component S/A
PTS system glucitol/sorbitol-specific "Exclusiva"
P56580 srlE Transporte
EIIB component S/A

Fonte: elaborado pela autora.
A diferenga de expressdo (positiva ou negativa) refere-se a comparagdo linhagem com RA/linhagem sensivel a

Gentamicina (CBA UPEC90G4/ UPEC90S/A). “Exclusiva”: foi observada apenas em uma das condigdes.

O Fator sigma-E da RNA polimerase ECF (gene: rpoE) que apresentou regulacao
negativa em CBA UPEC90G4. Esse fator possui a func¢ao de controlar a resposta ao estresse de
membrana, respondendo ao estresse proteico peripldsmico, ao aumento dos niveis de
lipopolissacarideos bem como ao choque térmico.

As  proteinas Alfa glutamato  descarboxilase (gene: gadA), antiporte
glutamato/gama-aminobutirato (gene: gadC) foram descritas no estudo de Weber et al tendo os
genes regulados pelo fator sigma da RNA polimerase (gene: rpoS). Tanto o gene da Alfa
glutamato descarboxilase quanto o do antiporte glutamato/gama-aminobutirato sdo associados
com resisténcia a acidos (WEBER, 2005). Neste estudo, ambas as proteinas foram identificadas
com a expressao diminuida na cultura adaptada.

A Flagelina (gene: fIiC), proteina responsavel pela formagdo dos filamentos do flagelo
bacteriano, foi identificada com a expressdo diminuida em CBA UPEC90G4. Apesar da
diferenca de expressao, o ensaio de motilidade demonstrou que a UPEC90 original e a derivada
adaptada nao apresentaram movimento flagelar ativo (Figura 12). Portanto, a diminui¢ao da
expressdo dessa proteina pode indicar que o metabolismo ¢ deslocado para reduzir o gasto

energético com motilidade em condi¢cdes de RA a gentamicina.
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Associada ao metabolismo do nitrogénio, a Proteina Permease do Sistema de Transporte
de Glutamina (gene: g/nP) faz parte do grupo de proteinas envolvidas na assimilagdo de amonio
extracelular (VAN HEESWIJK, 2013) e apresentou aumento de expressdo na linhagem
adaptada. Sugere-se que a célula estd importando nitrogénio do meio extracelular para provavel
sintese de aminoacidos e acidos nucleicos. Sao necessarios estudos adicionais para comprovar
essas evidéncias. Ainda associada a glutamina, foi identificada a Enzima bifuncional glutamina
sintetase adenililtransferase/removedora de adenilil (gene: g/nE) com a expressdo diminuida em
CBA UPEC90G4. Essa enzima esta envolvida na regulacao da glutamina sintetase que age no
processo de assimilagdo de amodnia. Assim, quando os niveis de nitrogénio celular estdo
elevados, a adenililtransferase inativa a glutamina sintetase, reduzindo a sua atividade. Por
outro lado, quando os niveis estdo baixos, a adenililtransferase aumenta a atividade da
glutamina sintetase (JAGGI, 1997). Ao diminuir a expressdao dessa enzima, a bactéria limita a
regulacdo da glutamina sintetase.

A ATPase regulatéria ravA (gene: ravA), que apresenta maior expressdo na CBA
UPEC90G4, geralmente estd associada a outra proteina denominada fator de von Willebrand
tipo A, constituindo o operon ravA-viaA. Esse operon ¢é essencial para a acdo dos
antimicrobianos da classe dos aminoglicosideos sob condi¢des anaerdbicas, e esta envolvido na
regulacdo da membrana celular. Essas proteinas interagem com o complexo de transporte de
elétrons da fumarato redutase e modulam esse complexo, apresentando atividade similar a de
chaperonas. Foi demonstrado previamente que essas proteinas sdo essenciais para a agao dos
aminoglicosideos nas condi¢des respiratorias com fumarato (EL KHOURY, 2023). Estudos
demonstraram que o nivel de susceptibilidade antimicrobiana varia dependendo da natureza da
cadeia respiratdria empregada por E. coli para crescimento, concluindo que esse operon
ravA-viaA pode facilitar a captacdo de aminoglicosideos através da membrana em estados
celulares de baixa energia, como com o fumarato, mas tem um efeito dispensavel em condic¢des
de alta conservacao de energia, isto €, na presenca de nitrato ou oxigénio. Esse efeito
sensibilizador estd associado ao aumento da captacdo de gentamicina de maneira dependente da

forca préton-motriz (FELIX, 2022; EL KHOURY, 2023; BHANDARI, 2023).
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Quadro 8 - Proteinas sem vias identificadas que apresentaram expressao diferencial (teste T <

0,05) entre a linhagem de Escherichia coli UPEC90S/A e CBA UPEC90G4

5. Proteinas que nao apresentam identificacdo de via metabdlica
N° de
Nome da Proteina Gene Classe Regulagiao
acesso
o ) o "Exclusiva"
P76502 Phosphohistidine phosphatase SixA SixA ndo identificada
adaptada
"Exclusiva"
P31433 AsmA family protein YicH yicH ndo identificada
adaptada
o o "Exclusiva"
P76407 Lipid kinase YegS yegS nao identificada -
. ) o "Exclusiva"
P56262  Putative carboxymethylenebutenolidase  ysg4 ndo identificada -

Fonte: elaborado pela autora.
A diferenga de expressdo (positiva ou negativa) refere-se a comparagdo linhagem com RA/linhagem sensivel a

Gentamicina (CBA UPEC90G4/ UPEC90S/A). “Exclusiva”: foi observada apenas em uma das condig¢des.

Algumas proteinas foram identificadas, mas ndo foram associadas as respectivas vias
por falta de informacao nos bancos de dados acessados. No trabalho de Weber et al a quinase
lipidica (gene: yegS) e a carboximetilenobutenolidase putativa (gene: ysgA) demonstraram ter
os seus genes regulados pelo Fator sigma da RNA polimerase (gene: rpoS) (WEBER, 2005). A
quinase lipidica apresenta fun¢do conhecida apenas in vitro, fosforilando fosfatidilglicerol, mas
o substrato in vivo ¢ desconhecido. A carboximetil enobutenolidase putativa também possui
fungdo desconhecida. Ambas foram identificadas com a expressdo diminuida em CBA
UPEC90G4.

Em conjunto, esses resultados indicam que houve alteragdes no perfil de expressao de
proteinas apos a aquisi¢do de RA a Gentamicina pela linhagem UPEC90. Ao se adaptar a
presen¢a de Gentamicina, a CBA direcionou o metabolismo para vias anaerobicas promovendo
crescimento e sobrevivéncia a acdo do antimicrobiano, por meio da utilizagdo da via do
nitrogénio. Além de favorecer o crescimento da bactéria, o redirecionamento para vias
anaerobicas também compromete a a¢do da Gentamicina, que ¢ dependente de oxigénio.
Paralelamente, a linhagem com RA passou a expressar proteinas envolvidas na degradagdo de

proteinas truncadas, mitigando o dano celular causado pela agdo do antimicrobiano.
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6. CONCLUSAO

Em conjunto, os dados obtidos demonstraram que a linhagem de E. coli uropatogénica
UPEC90 adquiriu RA ao ser exposta a CSI de Gentamicina, alterando o seu metabolismo de
forma expressiva. Como resultado dessa alteragdo, ela consegue crescer na presenga do
antimicrobiano em sua CIM, indicando que ela adquiriu resisténcia. Além disso, ao adquirir
RA, a CBA UPEC90GH4 apresentou menor tempo de geragdao do que a UPEC90S/A.

O aumento da proliferagdo celular, a redu¢do da producdo de biofilme e utilizagdo de
metabolismo anaerdbio sdo alteragdes fisiologicas possivelmente associadas a RA a
Gentamicina. Paralelamente, a expressao elevada da Protease Lon também pode estar associada
a RA da linhagem uma vez que essa enzima medeia a degradacdo de proteinas truncadas ou
mutadas que possivelmente sdo produzidas em razdo ao mecanismo de acdo da Gentamicina
(ligacdo a subunidade 30S do rRNA 16S no ribossomo bacteriano e interferéncia na sintese
proteica).

Assim, sugere-se que a bactéria portadora de RA adota trés alternativas simultaneas
para sobreviver a Gentamicina: crescimento acelerado, inativagdo do antimicrobiano pela
anaerobiose e degradagdo das proteinas alteradas ou disfuncionais. Conjuntamente, essas
estratégias capacitam a bactéria a crescer em Concentracdes Inibitérias de Gentamicina. A
figura a seguir ilustra os mecanismos associados a RA identificados no presente trabalho

(Figura 14).

Figura 14 - Possiveis mecanismos de resisténcia adaptativa da Escherichia coli UPEC90G4 a

Gentamicina
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Fonte: elaborada pela autora.

Setas vermelhas indicam vias metabolicas associadas a proteinas com regulagdo negativa, enquanto setas verdes
representam vias com regulacdo positiva. Os tragos em “T” indicam eventos de inibicdo, e as setas continuas
indicam as vias metabdlicas ativas. (A) O primeiro mecanismo de resisténcia ocorre por meio da inibigdo da
respiragdo aerdbica, com a mudanga para uma via anaerdbica alternativa, especificamente o metabolismo do
nitrogénio. Essa adaptacdo, além de permitir o crescimento acelerado da bactéria, compromete a agdo da
gentamicina, cuja atividade antimicrobiana é dependente de oxigénio. (B) O crescimento acelerado contribui para
a sobrevivéncia bacteriana e foi evidenciado pela analise do tempo de geragdo (Figura 2). (C) O aumento da
expressdo da protease Lon favorece a degradacdo de proteinas truncadas ou ndo funcionais, sintetizadas em

decorréncia da ag¢do da gentamicina.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

Foram identificadas algumas vias que demonstram como a bactéria pode estar alterando

o seu metabolismo para sobreviver e crescer na presenga do antimicrobiano. Com essas vias, €

possivel tragar novos experimentos para confirmar as hipoteses levantadas por este trabalho:

Avaliagao do efeito do acimulo de amoénia no meio no metabolismo de
Nitrogénio;

Caracterizagdo da expressdo da estrutura flagelar na linhagem UPEC90 e em sua
derivada portadora de RA;

Andlise dos genomas das duas culturas (UPEC90 ¢ CBA UPEC90G4)
identificando se existem alteracdes gendmica e génicas associadas a RA;
Realizagdo de microscopias de varredura e de transmissdo para avaliar se

houveram altera¢des estruturais.
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9. APENDICE A - GEL APOS EXTRACAO DE PROTEINAS

Figura Suplementar 1 - Gel de poliacrilamida contendo a triplicata do extrato proteico de
UPEC90S/A (esquerda) e da CBA UPEC90G4 (direita)

AMEER= e g. 5

Fonte: elaborada pela autora.
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