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RESUMO

A Escherichia coli Uropatogénica (UPEC) é o patégeno mais comum em infecgdes do
trato urinario (ITU), responsavel por 75% desses casos. Bactérias patogénicas
realizam comunicagao celular com o ambiente externo que se encontram através
sistemas de dois componentes (TCS). O sensor quinase QseC regula a viruléncia em
varios patégenos Gram-negativos, controlando a atividade do regulador de resposta
QseB, que impede a transcricdo de genes de viruléncia. Estudos demonstraram que
a excluséo de QseC leva a atenuacéo da viruléncia de diversos patdgenos, incluindo
as UPECs. O objetivo do presente trabalho foi estudar através da construgdo de
mutantes de genes de TCS ja caracterizados, as alteragdes das caracteristicas
fenotipicas e genotipicas, além de analisar a patogenicidade em modelo in vivo de
Galleria mellonella. Os resultados obtidos com a analise da expressao génica em
cepas mutantes em gseC demonstraram aumento de 6x na expressao do gene fimH
na cepa EC958AqseC em relagédo a linhagem parental. A mesma mutacgéao levou a
reducado na formacao de biofilme em superficie abidtica para as cepas EC958AqseC
e BR43::gseC em relagcdo as respectivas cepas nao mutadas, e reducdo na
capacidade de ligacdo em receptores de manose, evidenciados no ensaio de
aglutinagao em levedura. Na presenga de metil-a-D-manopiranosideo, um analogo da
manose, houve reducao da capacidade de formagao de biofilme em superficie abidtica
para todas as cepas testadas e seus respectivos mutantes gseC. Entretanto, a
auséncia de gseC nao foi capaz de afetar significativamente a capacidade de adeséao
e invasao das cepas de UPEC em células T24. Em ensaio in vivo com G. mellonella,
houve atenuacgao da viruléncia dos mutantes em relagao a linhagem parental. Com os
resultados obtidos no presente estudo, € possivel concluir que, embora pertencentes
ao mesmo Sequence type, as cepas de UPEC apresentam caracteristicas distintas,
que nao permitem estabelecer um padrao fenotipico para as cepas de UPEC ST131.
Com relagao ao ensaio in vivo em G. mellonella, os mutantes apresentaram atenuagcao
da viruléncia no modelo estudado, o que abre perspectiva para continuidade de

estudos de biomoduladores de QseC para aplicagéo terapéutica.

Palavras-chave: Escherichia coli uropatogénica; sinalizagdo quimica; viruléncia;
ST131; Galleria mellonella.



ABSTRACT

Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is the most common pathogen in urinary tract
infections (UTI), responsible for 75% of these cases. Pathogenic bacteria carry out
cellular communication with the external environment through two-component systems
(TCS). The sensor kinase QseC regulates virulence in several Gram-negative
pathogens by controlling the activity of the response regulator QseB, responsible to
virulence transcription gene activation. Studies have demonstrated that deletion of
QseC leads to attenuation of the virulence of several pathogens, including UPECs.
The aim of this work was study, through the construction of mutants of TCS genes
already characterized, the changes in the phenotypic and genotypic characteristics of
these pathogens, and analyze the pathogenicity in Galleria mellonella in vivo model.
The results obtained with the analysis of gene expression in gseC mutant strains
demonstrated an increase of 6-fold in the expression of the fimH gene in the
EC958AqgseC strain in relation to the parental strain. The same mutation led to a
reduction in biofilm formation on the abiotic surface in all gseC mutants in relation to
the respective non-mutated strains, and decrease the ability bind to mannose
receptors, showed in yeast agglutination assay. In the presence of metil-a-D-
mannopyranoside, a mannose analogue, there was a reduction in the ability to form
biofilm on an abiotic surface for all tested strains and their respective gseC mutants.
Although, the same mutation was not able to significantly affect the adhesion and
invasion capacity of UPEC strains in T24 cells. Studies in vivo with G. mellonella
showed in gseC mutant lower virulence than wildtype. The conclusion obtained in this
study reveal that, although belonging to the same Sequence type, the UPEC strains
present distinct phenotypic characteristics. Regarding the in vivo assay, the gqseC
mutant showed attenuation of virulence in G. mellonella model, that promotes
perspectives to study new molecules with actuate such as biomodulator of QseC to

clinical therapy applications.

Keywords: Uropathogenic Escherichia coli; chemical signaling; virulence; mannose;

Galleria mellonella.
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1. INTRODUGAO

1.1. Escherichia coli uropatogénica

As infecgdes do trato urinario (ITU), sdo as infecgbes mais comuns na
pratica clinica em todo o mundo, e estima-se cerca de 400 milhdes de casos e 230.000
obitos no mundo em 2019. Nos Estados Unidos os custos sociais com o tratamento
de ITU chegaram a US$3,5 bilhdes em 2015 (FLORES-MIRELES; WALKER;
CAPARON; HULTGREN, 2015), no Brasil, o estado de Sao Paulo registrou no ano de
2014, 94 internagdes diarias de pacientes apresentando ITU (SESA-SP, 2015), sendo
que cerca de 35-45% dos casos de ITU evoluiram para casos de Insuficiéncia Renal
Aguda (IRA), gerando altos custos para o SUS (Sistema Unico de Saude) (BRASIL,
2017). As ITU sao mais frequentes no sexo feminino, cerca de 50% das mulheres ja
tiveram ou terdo pelo menos um caso de infecg&o urinaria na vida, sendo a recorréncia
de casos comum (FOXMAN; BROWN, 2003).

A Escherichia coli o agente etiolégico mais comum em casos de ITU
(ANDERSEN; KHANDIGE; MADELUNG; BREWER et al., 2012; MARTINEZ;
MULVEY; SCHILLING; PINKNER et al., 2000), também é o 7° patdgeno mais
frequente em infecgdes nosocomiais, apresentando resisténcia cefalosporinas de 32
e 42 geragao, carbapenemas e colistinas (BRASIL, 2017). As E. coli Uropatogénicas
(UPECs) fazem parte do grupo das E. coli extraintestinais (ExXPEC), sendo
classificadas de acordo com o sitio em que sao isoladas, possuem diferentes fatores
de viruléncia que promovem vantagens no estabelecimento de infecg¢des
extraintestinais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; MANGES; GEUM; GUO; EDENS
et al., 2019; WHELAN; LUCEY; FINN, 2023).

O processo infeccioso pode ocorrer de duas maneiras, por via descendente
ou por via ascendente. A via descendente € mais rara, e esta associada infeccoes
sistémicas, em que, o individuo com um quadro de bacteremia, tém o0s rins
colonizados pelas bactérias que estao na corrente sanguinea, e posteriormente essas
bactérias migram através dos ureteres para a bexiga e a colonizam. Ja a via
ascendente & a mais comum, nessa via, as bactérias entram através da uretra até a
bexiga, onde aderem ao uroepitélio, colonizam, invadem as células uroepiteliais
causando lesbes esfoliativas, multiplicam-se formando as chamadas comunidades
bacterianas intracelulares (IBC, do inglés Intracellular Bacterial Communities), migram

através dos ureteres até os rins, onde causam danos glomerulares pela liberagao de
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toxinas, uma vez nos rins, as E coli sdo capazes de cruzar a barreira de células
tubulares epiteliais e iniciar o quadro de bacteremia (KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004). Para ocasionar todo o processo infeccioso em ambiente extraintestinal, as
UPECs contam com um arsenal de fatores de viruléncia que permitem a patogénese.

1.2. Principais fatores de viruléncia de UPEC

No inicio da patogénese, a UPEC precisa vencer varios obstaculos para
estabelecer o processo infeccioso, como por exemplo, a forca mecanica do fluxo
urinario, presenca de substancias antimicrobianas produzidas e secretadas pelas
células uroepiteliais e presenca de neutrdfilos, dessa forma, uma adesao firme e
irreversivel é essencial para o estabelecimento da infecgdo, seguido da invasao e
multiplicagdo nas células do hospedeiro (JUSTICE; HUNG; THERIOT; FLETCHER et
al., 2004).

1.21. Adesinas

A capacidade das bactérias em aderir aos tecidos do hospedeiro é pré-
requisito para o desenvolvimento da infeccdo. As bactérias podem aderir as células
do hospedeiro através das adesinas, podendo ser essas fimbriais ou afimbriais. As
fimbrias s&o estruturas complexas agrupadas por clusters génicos que codificam as
subunidades fimbriais, maquinaria de montagem e secrecéo (TOTSIKA; BEATSON,;
SARKAR; PHAN et al., 2011; WELCH; BURLAND:; Ill; REDFORD et al., 2002).

As fimbrias do tipo 1 sdo encontradas na maioria das espécies de
Enterobacteriaceae (KIAERGAARD; SCHEMBRI; RAMOS; MOLIN et al., 2000). Sao
manose-especificas e exercem suas propriedades adesivas via adesina FimH, uma
proteina menor, localizada na extremidade da estrutura da fimbria (Figura 1).

Figura 1 - Organizagao genética do cluster de genes da fimbria tipo 1

Componentes da T1P

|
Regulagdo Subunidade Chaperona Dominio de Adaptadores/ 1 Adesina de
Maior Periplasmatica Membrana Iniciadores/ : Ligagdo
Do Pilus Externa terminadores : A Manose

Fonte: Adaptado de Shilling et al. 2001

Fig. 1 - Organizagao genética do cluster de genes da fimbria tipo 1. O retangulo pontilhado indica
aregido da adesina de ligagdo a manose da fimbria tipo-1.
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A adesina FimH reconhece glicoproteinas contendo manose, como por
exemplo a uroplaquina, presente nas células uroepiteliais, permitindo a adesao,
invasdo e colonizagdo do urotélio, além de ser de extrema importadncia para a
formacgao de estruturas semelhantes a biofilme, denominadas IBCs, exercendo fungéo
crucial na colonizagao bacteriana (SCHEMBRI; BLOM; KROGFELT; KLEMM, 2005).
Embora a distribuigdo genética e a expressao génica de fimbria tipo 1 em patégenos
e cepas comensais intestinais sejam semelhantes as observadas em UPECs in vitro,
ha diferencas no processo de regulacdo da expressdao de fimbrias tipo 1 que
influenciam na viruléncia bacteriana no trato urinario (JOHNSON; KUSKOWSKI;
O'BRYAN; COLODNER et al., 2005; SCHWAN, 2011; SUBASHCHANDRABOSE,
2015). Enquanto a fimbria tipo 1 reconhece receptores manosilados, PapG, adesina
das fimbrias P, se liga a glicolipidios contendo Gala1-4Gal na membrana da célula do
hospedeiro, e estdo classicamente associadas a quadros infecciosos de pielonefrite
(SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015).

Outro importante fator de viruléncia de UPEC sé&o os filamentos amiloidais
Curli. Sdo um componente chave na formacédo da matriz extracelular da formacao de
biofime de UPEC (FLOYD; MOORE; EBERLY; GOOD et al, 2015;
HADJIFRANGISKOU; GU; PINKNER; KOSTAKIOTI et al., 2012). A produgao de Curli
ocorre a partir do sistema de secrecao do tipo VI, também conhecida como via de
nucleagao-precipitagdo (CHAPMAN; ROBINSON; PINKNER; ROTH et al., 2002) O
controle da biossintese de curli é estreitamente coordenado por um complexo sistema
de sinalizacado rede que envolve CsgD e diversos outros reguladores, e requer a
expressao de sete genes de dois operons distintos (csgBAC e csgDEFG) (CHAPMAN,;
ROBINSON; PINKNER; ROTH et al., 2002; HAMMAR; ARNQVIST; BIAN; OLSEN et
al., 1995). O operon csgBAC codifica a proteina da subunidade principal de curli CsgA,
a proteina nucleadora curli CsgB e a chaperona periplasmatica CsgC. O operon
csgDEFG codifica o regulador transcricional CsgD, que controla a transcrigdo dos
genes de curli, CsgG é o poro de secregdo da membrana externa essencial para a
biogénese de curli e, CsgEF sao fatores acessérios (CHORELL; ANDERSSON,;
EVANS; JAIN et al., 2015; GOYAL; KRASTEVA; VAN GERVEN; GUBELLINI et al.,
2014; NHU; PHAN; PETERS; LO et al., 2018). Outro fator associado a produgéo de
curli € a temperatura. A maior parte dos estudos disponiveis na literatura sobre a
regulacédo da biossintese de curli sdo em cepas de E. coli K12 em temperaturas de

crescimento abaixo de 30°C, entretanto, para UPEC, o controle genético para a
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producao de curli ocorre a 37°C, que corresponde a temperatura corporal média do
hospedeiro humano durante o processo infeccioso (HUNG; MARSCHALL;
BURNHAM; BYUN et al., 2014; KAI-LARSEN; LUTHJE; CHROMEK; PETERS et al.,
2010; NHU; PHAN; PETERS; LO et al., 2018).

Além da fimbria tipo 1, P e curli, outras adesinas podem estar associadas
ao processo de patogénese em UPEC, como por exemplo as adesinas Afa/Dr que
promove a adesao difusa das UPECs. Cepas de UPEC Afa/Dr* apresentam maior
tropismo renal e estdo amplamente associadas a ITU em gestantes por serem
responsivas a progesterona (ALVAREZ-FRAGA; PHAN; GOH; NHU et al., 2022).
As fimbrias F1C e S também sdo amplamente associadas a uropatégenos, mas
sao menos frequentes que as fimbrias tipo 1 e P. Embora tenha menor contribui¢cao
na formacao de biofilme em infeccbes humanas, cepas produtoras que produzem
amplamente F1C apresentam deficiéncia na producdo de fimbrias tipo 1 e P
(SUBASHCHANDRABOSE, 2015). As fimbrias S se ligam a receptores dos
eritrocitos e de células epiteliais tubulares renais, também estdo amplamente
associadas a quadros de sepse e meningite baseada na afinidade das fimbrias S a
proteina da matriz extracelular de laminina (LUTHJE; BRAUNER, 2014). As
fimbrias tipo 3 e F9 apresentam como caracteristica a formacao de biofilme in vitro,
que apresenta grande relevancia em ITU associadas a cateteres vesicais (ONG;
ULETT; MABBETT; BEATSON et al., 2008; WURPEL; TOTSIKA; ALLSOPP;
HARTLEY-TASSELL et al., 2014).

Além das adesinas fimbriais, outros importantes fatores de adesao de
UPEC sdo as adesinas nado fimbriais como Antigeno 43 e proteinas
autotransportadas. A adesina Ag3 do antigeno 43 é a proteina autotransportadora
adesiva mais bem caracterizada em E. coli, apresenta capacidade de
autorreconhecimento que leva a autoagregagao das células que a expressam,
promovendo a formacgao de biofiime e adesdo as células do hospedeiro
(CHARBONNEAU; MOUREZ, 2007; SCHEMBRI; KIAERGAARD; KLEMM, 2003;
ULETT; WEBB; SCHEMBRI, 2006). Outra proteina autotransportadora com fungao
adesiva, denominada proteina autotransportadora de E. coli uropatogénica (Upa).
A caracterizagao fenotipica de UpaE realizada por Battaglioli e colaboradores
(2018) revelou que a proteina esta exposta na superficie celular e pode facilitar a
formacdo de biofime e adesdo as proteinas da matriz extracelular humana
(BATTAGLIOLI; GOH; ATRUKTSANG; SCHWARTZ et al., 2018).
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1.2.2. Toxinas

As toxinas produzidas por bactérias tém varias funcbes que vao desde
auxiliar a disseminagao do patégeno por rompimento da integridade celular do
hospedeiro, obtengdo de nutrientes e evasdo ao sistema imune (LUTHJE;
BRAUNER, 2014). Como uma das principais toxinas produzidas por patdégenos
Gram-negativos, podemos citar a endotoxina LPS, constituido pelo lipidio A,
localizado na membrana externa, ancorado a um core de polissacarideos e
repetidas subunidades de antigeno-O, constitui 0 maior complexo imunogénico do
patégeno (WANG; QUINN, 2010).

A o-hemolisina (HIyA) é uma toxina secretada e formadora de poros, sendo
citotéxica a eritrécitos, varios tipos de células nucleadas, incluindo as células
imunolodgicas, endoteliais e epiteliais do trato urinario, conferindo resisténcia parcial
ao soro e resposta imune do hospedeiro (SUBASHCHANDRABOSE, 2015), além
disso, hlyA é regulado positivamente dentro das IBC, o que promove a eficiéncia
da multiplicagdo bacteriana na bexiga e formagao de reservatérios persistentes
(LUTHJE; BRAUNER, 2014). O fator citotoxico necrosante 1 (CNF1) apresenta
atividade em Rho GTPase, induzindo ao rearranjo dos filamentos de actina das
células do hospedeiro, o que promove a internalizagao bacteriana nas células
uroteliais. A expressdao de CNF1 promove uma vantagem no processo de
colonizagdo inicial da bexiga.(BERRY; KLUMPP; SCHAEFFER, 2009;
DORMANESH; SAFARPOOR DEHKORDI; HOSSEINI; MOMTAZ et al., 2014).
Além das toxinas citadas anteriormente, existem as serino-proteases
autotransportadas de Enterobacteriaceae, denominadas SPATEs. A familia SPATE
€ composta por trés toxinas: Sat (do inglés, secreted autotransporter protein)
(GUYER; HENDERSON; NATARO; MOBLEY, 2000), Pic (do inglés, protease
involved in colonization) e Vat (do inglés, vacuolating autotransporter toxin)
(HEIMER; RASKO; LOCKATELL; JOHNSON et al., 2004), sendo essas toxinas
amplamente encotradas em cepas isoladas de casos de pielonefrite (GUYER;
HENDERSON; NATARO; MOBLEY, 2000).

1.2.3. Sistema de aquisicao de ferro

A disponibilidade de ferro no trato urinario € extremamente restrita, por esse
motivo, os sistemas de aquisicdo de ferro sdo de suma importancia para a
sobrevivéncia das UPECs nesse ambiente (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).
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Dentre os sistemas de aquisicao de ferro, podemos citar os receptores heme ChuA e
Hma, que sao receptores de membrana externa que se ligam a subunidade heme
apdés a lise dos eritrocitos, capturam o ferro no periplasma e posteriormente o
transporta para o citosol, sdo regulados positivamente em E.coli durante a replicagéao
intracelular nas IBCs no epitélio da bexiga (HAGAN; MOBLEY, 2009). Outro sistema
de captacao de ferro sédo os sideréforos. No contexto de infecgao, quatro sistemas de
sideréforos s&o investigados em UPECs, sdo eles a enterobactina (FebA),
salmoquelina (IroN), aerobactina (lutA) e vyersiniabactina (FyuA) (GARCIA;
BRUMBAUGH; MOBLEY, 2011). Os sistemas de aquisicdo de ferro possuem
importancia para a persisténcia de UPEC no trato urinario, esse fato foi observado por
Ejrnaes e colaboradores (2011), as cepas que apresentavam maior persisténcia em
comparagdo aquelas de infecgdes esporadicas, apresentavam os genes de
sideroforos altamente conservados (EJRNAES; STEGGER; REISNER; FERRY et al.,
2011).

1.2.4. Mecanismos de evasao imune

Apos o estabelecimento da infeccdo, o sistema imune do hospedeiro
desencadeia uma série de respostas imunoldgicas contra o agente invasor. Como
estratégias para evasao ao sistema imune do hospedeiro, as UPECs utilizam do
arsenal de fatores de viruléncia que permitem a formagao das IBCs, producao de
capsula ou ainda a formacgao de biofilme. A capsula é formada por exopolissacarideo
que envolve a bactéria, impedindo a resposta imune ao LPS, além de promover a
formacgao solida das IBCs, dando uma melhor resisténcia ao ataque de neutrofilos
(SARKAR; ULETT; TOTSIKA; PHAN et al., 2014). Ja a formagao de biofilme promove
uma protegcdo contra condigdes adversas do ambiente (BENGTSSON-PALME;
KRISTIANSSON; LARSSON, 2018; FUX; COSTERTON; STEWART; STOODLEY,
2005). Todos esses fatores associados a viruléncia e desempenho de sobrevivéncia
exercem papel fundamental para o sucesso da infeccdo (LUTHJE; BRAUNER, 2014).
1.3. UPECS ST131

As E. coli ST131 sédo reconhecidas como um dos principais patégenos
causadores de ITU e de corrente sanguinea em casos de infecgdes nosocomiais e de
comunidade. Os clones ST131 sdao comumente identificados entre os demais por
produzirem betalactamase de espectro estendido (ESBL) tipo CTX-M-15, sendo a

maior linhagem subclonal de E. coli resistentes a fluoroquinolonas (FORDE; BEN
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ZAKOUR; STANTON-COOK; PHAN et al., 2014; LAU; REDDY; CHEESBROUGH,;
BOLTON et al., 2008; NICOLAS-CHANOINE; BLANCO; LEFLON-GUIBOUT;
DEMARTY et al., 2008).

Relatos de E. coli, classificadas de acordo com varios loci génicos, comuns em
diferentes cepas, designados por sequence type (ST), dos quais se destaca o ST131
que vem sendo reportado ha mais de 10 anos no mundo todo (CAMPOS; ANDRADE;
FERDOUS; CHLEBOWICZ et al., 2018; KAKKANAT; PHAN; LO; BEATSON et al.,
2017; LAU; KAUFMANN; LIVERMORE; WOODFORD et al., 2008; LAU; REDDY;
CHEESBROUGH; BOLTON et al., 2008; NICOLAS-CHANOINE; BLANCO; LEFLON-
GUIBOUT; DEMARTY et al., 2008; PETTY; BEN ZAKOUR; STANTON-COOK;
SKIPPINGTON et al.,, 2014; ROGERS; SIDJABAT; PATERSON, 2011; SARKAR,;
HUTTON; VAGENAS; RUTER et al, 2018; SARKAR; VAGENAS; SCHEMBRI;
TOTSIKA, 2016; TOTSIKA; BEATSON; SARKAR; PHAN et al., 2011). Os clones
ST131 apresentam grande interesse em medicina por serem produtores de uma [3-
lactamase de espectro estendido (ESBL) conhecida como CTX-M-15, que promove
resisténcia a betalactamicos (NICOLAS-CHANOINE; BLANCO; LEFLON-GUIBOUT;
DEMARTY et al., 2008), além da resisténcia a fluoroquinolonas(LAU; REDDY;
CHEESBROUGH; BOLTON et al., 2008).

No Brasil, o aumento no numero de isolados produtores de ESBL e
carbapenemases em meados de 2000, foi associado ao uso empirico irracional de
antimicrobianos, principalmente cefalosporinas e carbapenemas. Para contornar essa
situagao, em 2010, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) proibiu a
venda de antimicrobianos sem prescricdo médica. Mesmo assim, ainda é alto o
numero de isolados ESBL em infecgbes de comunidade e hospitalar, o que demonstra
a complexidade envolvida no controle e na disseminagao de bactérias ESBL no Brasil
e no mundo (PEIRANO; ASENSI; PITONDO-SILVA; PITOUT, 2011; SILVA;
LINCOPAN, 2012). O numero casos de ITU causadas por UPECs produtoras de ESBL
tem aumentado no Brasil, entretanto, ainda pouco se sabe sobre a prevaléncia de
clones ST131 (CAMPOS; ANDRADE; FERDOUS; CHLEBOWICZ et al., 2018;
ROGERS; SIDJABAT; PATERSON, 2011).

Evidéncias clinicas sugerem que os clones ST131 constituem o grupo mais
virulento das UPECs (JOHNSON; ANDERSON; CLABOTS; JOHNSTON et al., 2010).
Estudos clinicos reportaram transferéncia intrafamiliar de cepas ST131, em um deles,

uma menina de 8 meses de idade desenvolveu artrite séptica grave e osteomielite, a
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mesma cepa foi isolada da mae e do pai da menina (JOHNSON; ANDERSON;
CLABOTS; JOHNSTON et al., 2010). Ja, o segundo estudo, um homem de 68 anos
foi internado com pielonefrite grave e multiplos abcessos, pouco tempo depois, a filha
de 42 anos, foi internada com choque séptico, bacteremia e extensa pielonefrite
enfisematosa ambos com infeccdo causada pela mesma bactéria (ENDER;
GAJANANA; JOHNSTON; CLABOTS et al., 2009).

Apenas alguns genes de viruléncia estdo uniformemente conservados nos
clones ST131, como fimbria tipo-1 (fimH), toxina autotransportadora secretada (sat),
receptor de aerobactina (iutA), proteina especifica da uropatogenia (usp) e marcador
de ilha de patogenicidade (malX) (COELHO; MORA; MAMANI; LOPEZ et al., 2011;
JOHNSON; JOHNSTON; CLABOTS; KUSKOWSKI et al, 2010; JOHNSON;
MENARD; JOHNSTON; KUSKOWSKI et al., 2009; NICOLAS-CHANOINE; BLANCO;
LEFLON-GUIBOUT; DEMARTY et al., 2008).

1.4. Bactérias MDR e a necessidade do desenvolvimento de novas terapias
antimicrobianas

A descoberta da penicilina em 1928, por Alexander Fleming, foi o marco
historico da era dos antibacterianos, que desencadeou o estudo e obtengao de novos
agentes antibacterianos que foram responsaveis pela reducdo da mortalidade de
individuos acometidos por infec¢des bacterianas (NIKAIDO, 2009). Entretanto, o uso
nao-racional e indiscriminado desses agentes no tratamento de infecgbes bacterianas
levou a selecao de bactérias capazes de sobreviver a exposicao a diferentes classes,
denominadas multidroga resistentes (MDR). O aumento de isolados com essas
caracteristicas vem se tornando uma crescente ameacga a saude publica global devido
a escassez de recursos para tratamento dessas infecgdes, tendo como consequéncia
a alta taxa de mortalidade e altos custos com tratamentos médicos (TANWAR; DAS;
FATIMA; HAMEED, 2014).

Em 2017, a Organizagcdo Mundial da Saude (OMS) publicou uma lista de
patégenos prioritarios globais, solicitando a pesquisa e desenvolvimento de novos
agentes antimicrobianos efetivos para o tratamento das principais infecgdes causadas
por bactérias MDR dentro de trés niveis prioritarios: Critico, Alta Prioridade e Média
Prioridade. O grupo Critico, incluindo Mycobacterium e bactérias Gram-negativas
MDR, como Acinetobacter baumannii, Psedomonas aeruginosa e varias espécies da

familia Enterobacteriaceae, resistentes a carbapenémicos e cefalosporinas de 32
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geracgao, como Klebsiella pneumoniae, E. coli, Serratia spp., Proteus spp., Providencia
spp. € Morganella spp. que compdem uma ameaga em hospitais, lares de idosos e
principalmente entre aqueles pacientes que necessitam de ventilagdo mecanica,
cateteres venosos e sondas vesicais (WHO | Antimicrobial resistance, 2016; WHO |
WHO publishes list of bacteria for which new antibiotics are urgently needed, 2017;
WHO, 2017). A OMS, em 2018, ressaltou, novamente, o problema mundial sobre a
resisténcia bacteriana a antimicrobianos, chamando a ateng&o para o risco de morte
de pacientes acometidos por infecgdes causadas por bactérias MDR, destacando as
infecgdes do trato urinario causadas por E. coli resistentes a fluoroquinolonas, como
um problema mundial, pois em mais da metade dos casos, a terapia antimicrobiana é
inefetiva (WHO | Antimicrobial resistance, 2016). A persisténcia de 6rgéos de saude
mundial, como a OMS e a Organizagdo das Nagdes Unidas (ONU) no tema sobre
resisténcia bacteriana a antimicrobianos vem se repetindo anualmente (WHO |
Antimicrobial resistance, 2016; WHO | WHO publishes list of bacteria for which new
antibiotics are urgently needed, 2017; WHO, 2017).

Em abril de 2019, a ONU publicou um alerta sobre a necessidade de estudo
e desenvolvimento de novos antibacterianos capazes de combater as infeccoes
causadas por bactérias MDR, destacando, novamente, a problematica envolvendo as
infecgdes do trato urinario causadas por esses tipos de bactérias sendo cada vez mais
comuns. Nesse mesmo alerta, a ONU recomendou priorizar planos de agao nacionais
para ampliar os esfor¢os de financiamento e capacitacido de pessoas para o controle
da disseminacao de bactérias; implantagcao de sistemas regulatérios mais fortes que
visam apoiar programas de conscientizagdo para o uso responsavel e prudente de
antimicrobianos por profissionais em saude humana, animal e vegetal; urgentemente
eliminar o uso de antimicrobianos criticamente importantes como promotores de
crescimento na agricultura, além de ressaltar a necessidade de investir em pesquisa
e desenvolvimento de novas tecnologias para combater a resisténcia antimicrobiana.

Desde 2017, no mundo, foram aprovados apenas 12 novos medicamentos
antibacterianos, mas apenas um, o vaborbactam, € pertencente a uma nova classe
de antibacterianos. Para estudos clinicos, havia um total de 76 agentes
antimicrobianos em desenvolvimento, mas desses, poucos apresentavam diferencas
significativas das classes ja existentes no mercado e foram desenvolvidos para o
tratamento de infec¢des pelos patdégenos de prioridade critica (BUTLER; GIGANTE;

SATI; PAULIN et al., 2022). O estudo e descoberta de novos antibacterianos ativos
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contra bactérias MDR é um grande desafio a comunidade cientifica, pois s&o
necessarias que as  caracteristicas  fisico-quimicas, farmacocinéticas,
farmacodinamicas e os perfis de toxicidade sejam adequadas e biocompativeis. Além
disso, outro grande desafio a ser superado € a captagdo de recursos financeiros para
financiamento a longo prazo de pesquisas em biotecnologia para o desenvolvimento
desses novos candidatos para tratamento de infeccdes causadas por esses tipos de
bactérias (CLANCY; NGUYEN, 2020; DHEMAN; MAHONEY; COX; FARLEY et al.,
2020; RAHMAN; LINDAHL; MOREL; HOLLIS, 2021; REX; OUTTERSON, 2020).

1.5. Sistemas de 2-Componentes (TCS)

Os Sistemas de Dois componentes (Two-Component Systems, TCS) sdo um
mecanismo regulatorio importante que permite que a bactéria identifique alteragbes
no microambiente em que se encontra. Em geral, € composto por uma proteina
sensora e outra reguladora de resposta, que na presenga de moléculas que atuam
como sinalizadoras, elevam a ativagdo da transcricdo de genes de viruléncia
aumentando a capacidade do microrganismo em resistir a condigcbes adversas.
Podem ser citados como exemplo de sinalizadores a epinefrina, norepinefrina e auto
indutor-3, alteragéo na concentragdo de ions (Mg?*, Fe?* etc.), presenca de peptideos
antimicrobianos catidénicos (polimixina B), entre outros (Figura 2) (GROISMAN, 2016;
SONCINI; GROISMAN, 1996; TIERNEY; RATHER, 2019; VESCOVI; SONCINI;
GROISMAN, 1996; WOSTEN; KOX; CHAMNONGPOL; SONCINI et al., 2000).

Figura 2 - Esquema representativo de Sistema de Dois-Componentes
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Fig. 2 - Esquema representativo de Sistema de Dois-Componentes. A proteina sensora de
membrana, na presenc¢a de moléculas que atuam como sinalizadoras, ativa a proteina reguladora de
resposta, que leva a ativacdo da transcrigdo de genes de viruléncia aumentando a capacidade do
microrganismo em resistir a condi¢cdes adversas.
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Os TCSs sado capazes de responder diretamente a presenga de
antimicrobianos, que podem atuar como agentes estressores, produzindo um fendétipo
resistente. Os mecanismos de resisténcia a antimicrobianos associados a TCSs
podem ser divididos em quatro categorias, conforme revisdo de Tierney e Rather
(2019): modificagédo da superficie celular, diminuicdo do influxo ou aumento do efluxo
de drogas, regulacdo positiva de enzimas degradantes de antibidticos e formas
alternativas de resisténcia a antibidticos, incluindo produgao de biofilme e resisténcia
induzida por resposta ao estresse (TIERNEY; RATHER, 2019).

Por consequéncia do aumento do numero de patdégenos multidroga-
resistentes (MDR) e a associagao desses mecanismos estarem envolvidos com TCS,
nos ultimos anos, diversas pesquisas estdo sendo realizadas visando a identificacédo
de drogas que atuem nesses sistemas a fim de driblar a resisténcia de patdogenos as
terapias clinicas ja existentes (HIRAKAWA; KURUSHIMA; HASHIMOTO; TOMITA,
2020; TIERNEY; RATHER, 2019).

1.5.1. TCS QseBC como alvo terapéutico

O TCS QseBC, foi previamente reportado em cepas de E. coli
enterrohemorragica (EHEC) (CLARKE; HUGHES; ZHU; BOEDEKER et al., 2006;
SPERANDIO; MELLIES; NGUYEN; SHIN et al., 1999), Salmonella entérica
sorovariedade Typhimurium, Francisella tularensis (BEARSON; BEARSON, 2008;
MOREIRA; WEINSHENKER; SPERANDIO, 2010; RASKO; ROSOVITZ; MYERS;
MONGODIN et al., 2008), E. coli enteropatogénica (EPEC) (SIRCILI; WALTERS;
TRABULSI; SPERANDIO, 2004), E. coli uropatogénica (UPEC)
(HADJIFRANGISKOU; KOSTAKIOTI; CHEN; HENDERSON et al., 2011) como sendo
responsavel pelo aumento da viruléncia desses patogenos (Figura 3). Foram
reportados aproximadamente 25 homologos de QseC em importantes patdégenos
humanos e vegetais (RASKO; ROSOVITZ; MYERS; MONGODIN et al., 2008) .
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Figura 3 - TCS QseBC
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Fig. 3 — TCS QseBC - A proteina sensora de membrana QseC sofre auto-fosforilagdo na
presenga de norepinefrina (Ne) epinefrina (Epi) e auto indutor-3, moléculas essas que atuam como
sinalizadoras, posteriormente transfere o grupamento fosfato (-PO4) a proteina reguladora de resposta,
que leva a ativagao da transcrigao de genes de viruléncia aumentando a capacidade do microrganismo
em resistir a condi¢gdes adversas. Sendo reportado, em EHEC, como responsavel pela ativagao da ilha
de patogenicidade LEE e producédo de Toxina de Shiga e, em Salmonella como ativadora das ilhas de
patogenicidade SPI-1 e SPI-2, responsaveis respectivamente pela capacidade de invasdo e

sobrevivéncia intracelular.

Em estudo realizado por nosso grupo em 2008 (RASKO; MOREIRA; LI;
READING et al., 2008), a molécula LED209 foi selecionada a partir de uma biblioteca
de 150 mil moléculas, essa molécula apresenta como atividade a inibicado do sensor
quinase QseC, promovendo a inibicdo de fatores de viruléncia bacterianos sem afetar
o crescimento de bactérias como EHEC, S. Typhimurium e F. tularensis. Em EHEC,
foi observado que, na presenca de 5pM de LED209, houve inibigdo da transcricdo de
genes de viruléncia, por inibicdo da secre¢cdo das proteinas EspA e EspB, que
codificam a ilha de patogenicidade LEE (Locus Enterocyte Effacement) as quais s&o
requeridas para que a EHEC injete proteinas efetoras que causam a lesao attaching-
effacing (AE). Nessas mesmas concentragdes, o LED209 ndo promoveu a expressao
de toxina de Shiga.

Em S. Typhimurium foi observada uma deficiéncia na capacidade de
colonizagdo do trato gastrintestinal (Gl) e a infecgdo sistémica foi atenuada, em
modelos de camundongos, demonstrando que o LED209 foi capaz de inibir, in vivo, a

expressao de genes de viruléncia dessa bactéria, necessarios para sobrevivéncia e
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patogénese no hospedeiro. Em F. tularensis, assim como em EHEC e S. Typhimurium,
o uso do LED209 também promoveu a reducao da expressao de genes de viruléncia,
incluindo gseC, e a atenuagdo de processos infecciosos (CURTIS; RUSSELL,;
MOREIRA; ADEBESIN et al., 2014; RASKO; MOREIRA; LI; READING et al., 2008).

Em estudo recente realizado pelo nosso grupo, foi demonstrada a
efetividade do LED209 na reducao da formacao de biofilme em superficie abidtica nas
cepas prototipo e isolados clinicos de UPEC MDR. Nesse mesmo estudo também foi
observada a reducdo na expressdo dos genes de viruléncia responsaveis pela
patogénese dessas cepas (dados n&o publicados), ressaltando a importancia de
estudos relacionados a descoberta de novos alvos para agao de moléculas visando o
combate a infec¢cbdes causadas por bactérias MDR.

O LED209 é uma molécula altamente hidrofdbica, o que dificulta a realizagao
de estudos in vivo pelo fato de apresentar solubilidade apenas em solventes toxicos.
Em 2008, Rasko e colaboradores utilizaram um veiculo contendo 5% DMSO
(dimetilsulfoxido), 23% PEG400, 70% bicarbonato de sodio pH9 e 2% tween 80 para
administragdo via oral do LED209 em camundongos (RASKO; MOREIRA; LI,
READING et al., 2008). O DMSO, um solvente organico, é reportado na literatura
como ndo toxico em doses até 10% (GALVAO; DAVIS; TILLEY; NORMANDO et al.,
2013). Entretanto, em estudo realizado por Verheijen e colaboradores (2019)
(VERHEIJEN; LIENHARD; SCHROODERS; CLAYTON et al., 2019), foi verificado em
células cardiacas e hepaticas que a concentragcado de 0,1% de DMSO foi capaz de
alterar a expressao génica dessas células, além de desregular as vias de metilagéo
do DNA. Os autores concluiram que o uso do DMSO deve ser evitado sempre que
possivel (VERHEIJEN; LIENHARD; SCHROODERS; CLAYTON et al., 2019). Esse
estudo ressalta a inviabilidade da utilizacdo do DMSO em formulagdes para uso
enteral e parenteral, demonstrando a importancia do desenvolvimento de sistemas de
carreamento, como por exemplo lipossomas, contendo LED209 para posteriores
estudos in vivo.

1.6. Galleria mellonella como modelo alternativo in vitro
A Galleria mellonella (Figura 4), popularmente conhecida como traga do favo

de mel, vém sendo amplamente utilizada como modelo alternativo para estudo de
patogenicidade de fungos e bactérias, como por exemplo, estudos envolvendo
Cryptococcus neoformans (MYLONAKIS; MORENO; EL KHOURY; IDNURM et al.,
2005), Escherichia coli Enteropatogénica (LEUKO; RAIVIO, 2012), Klebsiella
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pneumoniae (WAND; MCCOWEN; NUGENT; SUTTON, 2013b), Burkholderia
pseudomallei, Burkholderia thailandensis e Burkholderia oklahomensis (WAND;
MULLER; TITBALL; MICHELL, 2011), Listeria (MUKHERJEE; ALTINCICEK; HAIN;
DOMANN et al., 2010), Streptococcus (OLSEN; WATKINS; CANTU; BERES et al.,
2011) e UPEC (ALGHORIBI; GIBREEL; DODGSON; BEATSON et al., 2014).

Estudos demonstraram uma forte correlagdo positiva entre a infecgao de
camundongos e G. mellonella para perfil de viruléncia de patdgenos (BRENNAN;
THOMAS; WHITEWAY; KAVANAGH, 2002; COTTER; DOYLE; KAVANAGH, 2000;
JANDER; RAHME; AUSUBEL, 2000), além de resposta imune semelhante a que
ocorre em humanos (CHAMPION; COOPER; JAMES; FORD et al., 2009; WAND;
MCCOWEN; NUGENT; SUTTON, 2013a; WAND; MULLER; TITBALL; MICHELL,
2011), colocando tal modelo como uma alternativa para investigacao in vivo da
viruléncia de isolados clinicos.

Figura 4 — Larvas de Galleria mellonella

Fonte: Adaptado de (FRANKEL; SCHROEDER, 2019)

Fig.4 — A. Larvas de G. mellonella. B. Esquema de inoculagao das larvas na proleg.
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2. HIPOTESE

A auséncia do sensor quinase QseC poderia atenuar a viruléncia de cepas de
UPEC ST131 e, na presenca de d-manose, poderiam ser aptos a reduzir a capacidade
de adesao e invasao de células T24 em ensaios in vitro e in vivo em modelo de Galleria

mellonella.
3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais
Estudar como a auséncia do sensor quinase QseC pode interferir na
patogénese e sinalizagdo quimica de diferentes cepas de UPEC ST131 em ensaios

in vitro e in vivo em modelo de G. mellonella.

3.2. Objetivos especificos

o Construgao de mutantes dos genes qseC

o Estudo das caracteristicas fenotipicas de motilidade e formacéao de biofilme dos
mutantes gseC em comparagao com as linhagens parentais

. Analise da capacidade de adesao e invasdo de mutantes de gseC em relacéo
a linhagem parental

o Comparacgéao entre a presenga de genes de viruléncia e fendtipo das cepas

parentais e mutantes gseC em ensaios de resisténcia ao soro (sistema complemento)

o Estudo da expressao de genes de viruléncia dos mutantes comparados as
parentais
o Investigacdo da capacidade de formagao de biofilme em superficie abiotica e

adesdo e invasdo em células T24 na presenga de 100mM de metil-a-D-
manopiranosideo, um analogo a manose.
. Testar a viruléncia das cepas parentais em relagdo as mutantes em gseC em

modelo in vivo de Galleria mellonella.



28

4. ORGANOGRAMA DO TRABALHO
O presente trabalho foi realizado conforme o esquema a seguir (Figura 5)

Figura 5 — Representacdo esquematica das etapas do trabalho
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Fonte: O autor.

Figura 5 — Representacédo esquematica das etapas do trabalho. O trabalho foi dividido em duas frentes:
(1) Analises fenotipicas e (2) analises genotipicas das linhagens parentais e mutantes

5. METODOLOGIA

5.1. Cultivo e armazenamento das cepas bacterianas

As cepas bacterianas utilizadas no presente estudo, apresentadas na
Tabela 1, fazem parte da cole¢do de bactérias do Laboratério de Patogenicidade e
Sinalizagdo Quimica Bacteriana (PASIQUIBAC), da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Unesp, campus de Araraquara. A cepas BR43, que foi utilizada para
o estudo, foi selecionada a partir de uma biblioteca de amostras clinicas brasileiras
sequenciadas, disponiveis na colecdo de bactérias do Laboratorio PASIQUIBAC. A

biblioteca de isolados clinicos brasileiros, da qual a cepa BR43 faz parte, foi
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gentilmente cedida pelos professores Dr. Adriano M. Ferreira e Dr. Rodrigo T.
Hernandes, da UNESP de Botucatu. A cepa BR43 e outras amostras clinicas
brasileiras foram sequenciadas em parceria com o Prof. Dr. Mark Schembri, Dr. Scott
A. Beatson e Dr. Brian M. Forde da University of Queensland, Australia.

As cepas bacterianas que ficaram estocadas em ultrafreezer a -80° C,
foram cultivadas em condigdes aerdbicas, sob agitagdo a 37°C em meio LB (Luria-
Bertani).

Foram incluidas no estudo cepas de UPEC ST131 produtoras de
carbapenemase blakrec-2, que foram gentiimente cedidas pela foram gentilmente
cedidas pela Prof. Dra. Mara Corréa Lelles Nogueira da Faculdade de Medicina de
S&o José do Rio Preto - FAMERP. Foram sequenciadas em parceria com o Prof. Dr.
Mark Schembri da Universidade de Queensland (Australia), e tiveram seu genoma
notado pela Dra. Fernanda Zani Manieri. Passando a fazer parte do presente estudo

as cepas listadas na Tabela 1.



Tabela 1 — Cepas utilizadas no estudo
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Cepa Caracteristicas relevantes Referéncia

EC958 Clone ST131 multidroga-resistente 025b:H4 (FORDE; BEN ZAKOUR; STANTON-COOK; PHAN et al., 2014)
EC958AqseC Clone ST131 multidroga-resistente O25b:H4 mutante do gene gseC Gentilmente doada pelo Prof. Dr. Mark Schembri

BR43 Isolado Clinico Brasileiro 025b:H4 ST131 (DA SILVA; LUSTRI; CASTILHO; FERREIRA et al., 2021)
BR43::.gseC Isolado Clinico Brasileiro O25b:H4 ST131 mutante gseC Este estudo

BR43::gseC+ Mutante gseC complementado com pBAD33-Gm-gseC Este estudo

A14 ST131 KPC2 Este estudo

A14::qseC ST131 KPC2 mutante gseC Este estudo

A14::gseC+ Mutante gseC complementado com pBAD33-Gm-qseC Este estudo

A45 ST131 KPC2 Este estudo

A45::qseC ST131 KPC2 mutante gseC Este estudo

A45::qseC+ Mutante gseC complementado com pBAD33-Gm-gseC Este estudo

S-17 (APir) Pro Res= mod RP4-2 Te:UM-Km:Tn7 S contendo  oelBEIRO; LUSTRI: ELIAS; MOREIRA, 2019)

pJP5603 qgseC
pBAD33-Gm-gseC Plasmideo pBAD33-Gm GmR contendo gseC

(RRIBEIRO; LUSTRI; ELIAS; MOREIRA, 2019)

StrR — Resisténcia a estreptomicina

GmR — Resisténcia a gentamicina
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5.2. Selecao das cepas bacterianas para obtengao dos mutantes

As cepas bacterianas obtidas de isolados clinicos apresentadas na
Tabela 1 e mantidas conforme descrito no item anterior, foram descongeladas
em banho de gelo e submetidas ao isolamento de coldnias, por estria, em placas
de Petri contendo o meio Agar McConkey, e incubadas a 37°C por 24 horas. As
coldnias isoladas obtidas para avaliagao do critério de pureza. A seguir, apos
esse periodo de incubacao, 5 colbnias isoladas foram submetidas as provas
bioquimicas em meios TSI, citrato e SIM para identificacdo especifica de
enterobactérias e excluir eventuais contaminantes.

As cepas bacterianas isoladas e identificadas foram submetidas ao teste
de sensibilidade aos antibacterianos ciprofloxacino (Cipro), gentamicina (Gm),
ampicilina (Amp), cloranfenicol (Cm), tetraciclina (Tet), canamicina (Km), como
preconizado pelo CLSI (CLSI, 2020) para selecdo de amostras sensiveis a Gm,
Cm e Km, em virtude desses antibacterianos serem utilizados nas analises
citolégicas (ensaio de infecgcdo em célula T24) e nos ensaios de mutagénese
utilizando os vetores plasmidiais pJP5603 (Figura 5) e pBAD33-Gm (Figura 6)
com marcas de resisténcia a Km e Gm, respectivamente.

Figura 6 - Vetor suicida pJP5603

300 ¢

<, g‘ao

N\
gue

2400

pJP5603
3,126 bp

iy
008

2200

I
aﬁé"f laczi, = -

Fonte: (RIEDEL; ROHLFS; BUCHHOLZ; WAGNER-DOBLER et al., 2013)

Fig. 6. Vetor suicida pJP5603 — a seta vermelha indica o gene de resisténcia a Km, que
permite a selecao da cepa transformada.
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Devido as resisténcias intrinsecas das cepas bacterianas a Amp, n&o foi
possivel a utilizagcdo da metodologia de mutagénese por A-Red, pois requer que
as bactérias sejam sensiveis a Amp. O vetor pJP5609, conhecido como vetor
suicida, apresenta como caracteristica a marca de resisténcia a Km, tornando-o
elegivel para a mutagénese. A metodologia de mutagénese pela técnica do vetor
suicida foi descrita por Penfold e Pemberton (1992) (PENFOLD; PEMBERTON,
1992). Para ser replicado, o plasmideo pJP5609, necessita que seja codificada
uma proteina Pir, por uma bactéria que abrigue esse gene, quando a bactéria
nao tal proteina, o vetor plasmidial se integra a regido de homologia ao gene
clonado, interrompendo-a e adicionando a marca de resisténcia a Km a cepa
antes sensivel. O plasmideo foi clonado com o gene de interesse (primers Tabela
2), e entdo a cepa S-17 APir foi transformada com a construgdo plasmidial
contendo o interesse para replicagao do plasmideo. A cepa S-17 APir é positiva
para a produgéo de pili sexual, e foi colocada para conjugagdo em membrana de
nitrocelulose com as cepas de UPEC de interesse (PENFOLD; PEMBERTON,
1992). As cepas transconjugantes foram selecionadas em meio contendo os
antibidticos Cp e Km, e a mutagénese foi confirmada por sequenciamento da
regiao.

Figura 7 — Vetor plasmidial pPBAD33-Gm
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Fonte: (JIMENEZ; LACASTA: VILCHES; REYES et al., 2009)

Fig. 7 — Vetor plasmidial pBAD33-Gm. O vetor possui marca de resisténcia a
gentamicina (Gm), indicada pela seta vermelha, que permite a sele¢céo da cepa transformada em

meio contendo esse antimicrobiano.
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O vetor plasmidial pBAD33-Gm foi escolhido para realizagdo da
complementacdo dos mutantes por ser um vetor de baixo niumero de copias com
possibilidade de superexpressao induzivel por arabinose, por ser portador do
promotor do gene araC, permitindo ser transformado em vetor de alto numero de
copias(JIMENEZ; LACASTA; VILCHES; REYES et al., 2009), o que podera ser
utilizado para alguns experimentos futuros. Apds o sequenciamento para
confirmagao da mutagénese, as cepas mutantes foram transformadas com as

construgdes com o gene de interesse para complementagédo.



Tabela 2 — Primers utilizados para mutagénese
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Nome do Primer

Sequéncia (5’-3’)

Referéncia

gseCF-pJP5603
gseCR-pJP5603
qseCF-PBAD33
gseCR-PBAD33
M13F

M13R

pBAD33F
pBAD33R

ATGGTACCCGACGGCAGAATGGTCCTTAA
GAGCTCCCTGAAGGTTATCCAGTGAGTCC
GCAGAGCTCATGAAATTTACCCAACGTCTTAGTC
GCAGGTACCTTACATCATCACCATCACCACCCAGCTTACCTTCGCCTC
GTAAAACGACGGCCAG

CAGGAAACAGCTATGAC

ATGCCATAGCATTTTTATCC

GATTTAATCTGTATCAGG

(RRIBEIRO; LUSTRI; ELIAS; MOREIRA, 2019)
(RRIBEIRO; LUSTRI; ELIAS; MOREIRA, 2019)
(RRIBEIRO; LUSTRI; ELIAS; MOREIRA, 2019)
(RRIBEIRO; LUSTRI; ELIAS; MOREIRA, 2019)
Invitrogen®
Invitrogen®
Addgene®
Addgene®
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5.3. Construgao de mutante de gseC nas cepas de UPEC ST131
produtoras de KPC-2

A cepa de E. coli S17 (Apir) que ja continha previamente a construgao
gseC-pJP5603 foram colocadas para conjugagdo com as cepas A14, A20, A25
e A45, por acoplamento do filtro em membranas de nitrocelulose. Colbénias de
transconjugantes foram selecionadas em placas de agar LB contendo
canamicina (50ug.mL") e ciprofloxacino (5ug.mL"), e a integragdo do vetor
suicida pJP5603 no gene gseC foi confirmada por PCR utilizando os primers
M13R e qseCR-pJP5603. Uma vez sendo amplificada a regido de interesse, a
reacao de PCR foi purificada seguindo as recomendacgdes do Kit de Purificagdo
de Produto de PCR Invitrogen®, e posteriormente enviada para sequenciamento

para confirmacao da obtencdo do mutante.

5.4. Analise de genes de viruléncia

Analise genbmica das cepas A14 e A45 de Escherichia coli
Uropatogénicas (UPEC) ST131 produtoras de Blakrc-2, realizadas em parceria
com a Dra. Fernanda Zani Manieri. Foi realizada a pesquisa dos mesmos genes
nas cepas de UPEC EC958 e BR43. Os dados foram agrupados em um quadro
e comparados quanto a presenca e auséncia nessas cepas de UPEC ST131. O
objetivo da analise foi de servir como guia para a realizagdo de experimentos
especificos. As proteinas originadas pelos genes foram determinadas a partir da

pesquisa no UniProtKB (https://www.uniprot.org/).

5.5. Ensaio de resisténcia sérica

O ensaio foi realizado adaptado de Ranjan et al. (2018) (RANJAN;
SCHOLZ; SEMMLER; WIELER et al., 2018). O experimento foi realizado
utilizando a proporgéo de 1:1 de suspensao bacteriana e Soro Fetal Bovino (ndo
inativado), o controle foi realizado nas mesmas condigbes com PBS. A interag&o
foi realizada por 90 minutos, em seguida foi realizada a diluigdo seriada 1:10,
plaqueamento e incubacao a 37°C por 18h. Apds esse periodo foi realizada a
contagem de UFC/mL. O numero de UFC/mL do exposto foi comparado com o

numero de UFC/mL do controle.
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5.6. Analise de Curli por coloragcao por Congo Red

A analise de Curli por coloragdo de Congo Red foi realizada a partir
de spot do pré-indculo que foi cultivado de modo estatico em estufa a 37°C por
16-18h. Foi realizado um spot com 5uL do pré-indéculo em placas de LB agar
contendo 0,3% de Congo Red. As placas foram incubadas por 48h em estufa a
37°C, em seguida foram analisados os aspectos macroscoépicos das colbnias
como aparéncia, coloracdo e brilho. Foram consideradas positivas para
producao de filamentos Curli aquelas que apresentavam aspecto de vidro
esmerilhado, coloragdo avermelhada-vermelha intensa e opacidade (NHU;
PHAN; PETERS; LO et al., 2018).

5.7. Analise da expressao génica por qRT-PCR

Foi utilizada a técnica de gRT-PC, conforme descrito(WALTERS;
SPERANDIO, 2006), para analise da expressao génica de fimH e csgD (Tabela
3). Foi realizada uma diluicao de 500uL do cultivo (pré-inéculo) em 30mL de LB.
A seguir, foi realizada a extragao utilizando TRIzol e o kit RiboPure (Ambion®). O
ensaio de qRT-PCR foi realizado em triplicatas biolégicas, e, cada uma, em
duplicatas experimentais. Para cada reagao foram utilizados 100ng de RNA das
amostras, acrescidos de Master Mix SYBR®, Multi-scribe® reverse transcriptase
(Thermo Fisher Scientific) e RNAse inhibitor (Thermo Fisher Scientific). As
reagdes foram normalizadas utilizando rpoA (RNA polymerase subunit A) como
gene de referéncia. A técnica foi realizada utilizando o equipamento
QuantStudio3 (Thermo Fisher Scientific) para realizacdo das reagdes. Os
resultados obtidos pelo ensaio de qRT-PCR foram analisados pelo método de
Comparative critical threshold (AACT) (WALTERS; SPERANDIO, 2006).



Tabela 3 — Primers qRT-PCR
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Nome do Primer

Sequéncia (5’-3’)

Referéncia

fimH F
fimH R
csgB F
csgB R
rpoA F
oA R

CGGGGTGATGGATTCTCGTT
CTGGGGATCTCCACCATGT
AGCCGCAGCAGGTTATGATT
CCTGCCGTAACTGAGCACTA
GCGCTCATCTTCTTCCGAAT
CGCGGTCGTGGTTATGTG

(RRIBEIRO; LUSTRI; ELIAS; MOREIRA, 2019)
(RRIBEIRO; LUSTRI; ELIAS; MOREIRA, 2019)
Este estudo
Este estudo
(MOREIRA; WEINSHENKER; SPERANDIO, 2010)
(MOREIRA; WEINSHENKER; SPERANDIO, 2010)
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5.8. Analise de perfil proteico

5.4.1. Extragcao de proteinas totais: foram realizados 25mL de cultivos
bacterianos de 16-18h em LB, a 37°C, estaticamente. Em seguida, foram
centrifugados a 4200xg por 6 minutos. O precipitado foi ressuspendido em PBS,
com a adigdo de PMSF (inibidor de protease) a 100 mM. Para o rompimento
celular, foi utilizado o sonicador Q125 (QSonica), com microtip se 1/8, 30% de
amplitude, 10 pulsos (1 pulso/segundo) com intervalo de 10 segundos, durante
4 minutos, em banho de gelo (MOREIRA; HERRERA; NEEDHAM; PARKER et
al., 2013). Apos processo de sonicagéo, as amostras foram centrifugadas a 4500
rom por 10 min a 4°C. Foram separadas aliquotas do sobrenadante e do pellet
para analise.

5.4.2. SDS-PAGE: para analise qualitativa, as proteinas obtidas no pellet e
sobrenadante foram submetidas a corrida eletroforética em gel de poliacrilamida
12%, na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), em condigbes
desnaturantes(LAEMMLI, 1970), em sistema MiniProtean Tetra System (Bio-
Rad). Como marcador de peso molecular para proteinas, sera utilizado o Protein
Ladder Dual Color (Bio-Rad). Para visualizagdo das bandas, foi utilizada
coloragcdo por Coomassie G-250 (Bio-Rad) conforme recomendagdo do
fabricante (ANDERTON, 1980).

5.4.3. Southern Blotting: apds a separagao por SDS-PAGE, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose utilizando o método semi-seco
no Trans-Blot SD Semi-dry Transfer Cell (Bio-Rad), com os papéis de filtro e
membranas previamente hidratadas em tampdo proprio para transferéncia.
Foram incubadas com anticorpo primario a-T1P(HERNANDES; VELSKO;
SAMPAIOQO; ELIAS et al., 2011) , gentilmente doado pela Profa Dra. Roxane M.F.
Piazza (Instituto Butantan) e secundario. Para finalizar, foi adicionado o ECL
Western Blotting (Promega), um revelador de quimioluminescéncia. As imagens
foram detectadas utilizando ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad) (TOWBIN,
1979).



39

5.9. Aglutinagao de células de levedura

Para analisar se a capacidade das bactérias de expressar um fendtipo de
ligacado de d-manose apos mutacao de gseC, foi realizado o teste de aglutinagéo
em células de levedura (Saccharomyces cerevisiae) em laminas de vidro. O
cultivo estatico de 16-18h a 37°C de cepas de UPEC EC958, EC958AqgseC,
BR43, BR43::gseC, A14, A14::.qseC, A45 e A45:.gseC foram homogenizadas
com células de levedura (5%), e o tempo até a ocorréncia da aglutinagao foi
medido(SCHEMBRI; BLOM; KROGFELT; KLEMM, 2005).

5.10. Ensaio de motilidade Swimming

Para avaliar o fendétipo de motilidade das cepas selecionadas para o
estudo, foi realizado o teste de motilidade Swimming (Figura 8). Para o ensaio
de swimming, foram inoculados 5 uL de um cultivo em caldo LB overnight no
centro de uma placa de meio LB semi-sélido (0,3% de agar), perfurando o meio
e inoculando em seu interior. Apos 8 horas de incubacao a 37°C, foi medido o
didmetro do halo de crescimento (MOREIRA; WEINSHENKER; SPERANDIO,
2010; SPERANDIO; TORRES; JARVIS; NATARO et al., 2003).

Figura 8 — Motilidade Swimming
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Fig. 8 — Motilidade Swimming. E a movimentagao individual da bactéria em meio semi-

sélido (Agar LB 0,3%) mediada pela rotagdo do flagelo.

5.11. Ensaio de motilidade Twitching
Para avaliar se as cepas selecionadas apresentavam fendtipo de
motilidade Twitching (Figura 9) (BRADLEY, 1980). A partir de um pré-indculo

overnight, foi estriada uma placa de agar LB para cada uma das cepas do estudo,
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e para Pseudomonas aeruginosa PAO1 (controle positivo), com o objetivo de
obter col6nias isoladas. As placas foram incubadas a 37°C por 18h. Uma unidade
formadora de colénia (UFC) foi inoculada na superficie de uma placa de agar LB
(1,0%). As placas foram incubadas por 16h a 37°C, e depois por 72h em
temperatura ambiente. Apds esse periodo foi verificada a caracteristica das
colénias obtidas (ZOLFAGHAR; EVANS; FLEISZIG, 2003).

Figura 9 — Motilidade Twitching
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Fig. 9 — Motilidade Twitching. E a movimentagdo em superficie da bactéria, ocorre pela

extensédo, adesao e retracao do pili tipo-4.

5.12. Ensaio in vivo em modelo de Galleria mellonella

Para verificar a viruléncia das cepas de UPEC EC958, BR43, A14 e A45,
foi realizada a infeccdo em G. mellonella. As larvas selecionadas mediam entre
15-25mm, e apresentavam coloracdo creme com 0 menor numero possivel de
pigmentos. As cepas de UPEC selecionadas foram cultivadas em meio LB por
16h a 37°C, sob agitacdo, o meio sera centrifugado, ressuspendido, tera sua
DOeoonm normalizada, a amostra foi plaqueada, incubada a 37°C por 16-18h,
apods esse periodo foi contado o numero de unidades formadoras de coldnia por
mL (UFC/mL) para confirmar o numero de colbnias viaveis, e foi determinado
10°UFC/10uL como dose infecciosa. Foram utilizadas 10 larvas para cada
amostra e controle (PBS 1X estéril). As larvas foram incubadas ao abrigo de luz
em estufa a 37°C. Foi verificada a sobrevivéncia e melanizagcdo das larvas nos
periodos de 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 24h, 48h e 72h. A infec¢do das G. mellonella
foi adaptada de Alghoribi e colaboradores (2014) (ALGHORIBI; GIBREEL,;
DODGSON; BEATSON et al., 2014).
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5.13. Ensaio de formagao de biofilme em superficie abiética

Formacdo de biofilme foi avaliado em experimentos como descrito
anteriormente (MOREIRA; PALMER; WHITELEY; SIRCILI et al., 2006) e corado
pelo método de cristal violeta. Todos os experimentos foram realizados em
triplicar usando caldo LB. Culturas bacterianas foram cultivadas sob condi¢cao
estatica por 16-18h, foram inoculadas em meio fresco em uma diluicdo de 1:100
em placas de poliestireno de 96 pocgos. As placas foram incubadas a 37°C em
atmosfera de CO2 por 24 h. Estas condigbes foram testadas na auséncia e
presengca de 50mM e 100mM de a-D-metil-manopiranosideo (aMM) diluidos
diretamente no meio. Todos estes os ensaios foram repetidos trés vezes para

garantir a reprodutibilidade.

5.14. Ensaio de adeséao e invasdo em células T24

Para analisar a capacidade de adesao e invasao das cepas de UPEC
ST131 EC958, BR43, A14 e A45 e seus respectivos mutantes gseC, foi realizado
0 ensaio de adesédo e invasao em células T24 (células de carcinoma de bexiga
urindria) adaptado de (VALLE; MABBETT; ULETT; TOLEDO-ARANA et al.,
2008). Foram inoculadas 1,2x10%células por pogo em placas de 24 pogos de
poliestireno. A placa foi incubada por 72h a fim de atingir a confluéncia
necessaria (1,2x108células/pogo). Apds esse periodo, o meio foi removido, os
pocos lavados uma vez com PBS 1X e foi adicionado meio McCoy’s 5A (Sigma
Aldrich) suplementado com 10% de soro bovino fetal (Vitrocell). As bactérias
foram cultivadas sob condi¢des estatica a 37°C por 16-18h. As células foram
infectadas no MOI 10:1 células T24. Apos a infecgcdo, as placas foram
centrifugadas a 180xg por 2 minutos, e incubadas por 1h a 37°C 5%COa.
5.13.1 Adesao - O meio foi removido e as células lavadas 5x com PBS 1X, em
seguida foram lisadas com 0,1% de Triton X-100, incubadas por 5 minutos em
temperatura ambiente, em seguida, prosseguiu-se com a diluicdo seriada e
plagueamento para contagem das UFC/mL. As placas foram incubadas por 16-
18h em estufa a 37°C. Todo o experimento foi realizado em ftriplicata.
5.13.2. Invasao - Foi adicionado 100mg/mL de apramicina ao meio, a placa foi
mantida sob agitagao em temperatura ambiente a 450 rpm por 5 minutos, para
homogeneizar o antimicrobiano nos pogos, em seguida, foi incubada por 55
minutos a 37°C 5%COz2. O meio foi removido e as células lavadas 5x com PBS
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1X, em seguida foram lisadas com 0,1% de Triton X-100, incubadas por 5
minutos em temperatura ambiente, em seguida, prosseguiu-se com a diluicao
seriada e plaqueamento para contagem das UFC/mL. As placas foram
incubadas por 16-18h em estufa a 37°C. Todo o experimento foi realizado em
triplicata.

5.15. Analise dos resultados

Os dados obtidos foram analisados com o GraphPad Prism 7, a
significancia estatistica entre os grupos bacterianos foi determinada por meio do
teste t- Student e ANOVA (Oneway analysis of variance). Valores de P inferiores
ou iguais a 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. Foram
utilizada a cepas sem tratamento como padrdo de normalizagdo. Os resultados
de expressao génica relativa obtidos pela técnica de gRT-PCR foram analisados
pelo método de Comparative Critical threshold (AACt) (WALTERS;
SPERANDIO, 2006).

6. RESULTADOS
6.1. Obtencao de mutantes gseC utilizando a técnica do vetor suicida
Foram realizados testes preliminares de sensibilidade a alguns
antimicrobianos com as cepas ST131 produtoras de Blakpc-2, as cepas que se
apresentaram sensiveis a Cm, Km e Gm foram submetidas a mutagénese
utilizando a técnica do vetor suicida, pois nao foi possivel aplicar a metodologia
de Lambda Red devido as caracteristicas de resisténcia a diversos antibioticos
utilizados como marca de sele¢ao na técnica. Apos a conjugagao, a suspenséo
bacteriana foi plaqueada em placas contendo Km e ciprofloxacino (Cp) (60ug/mL
e 5ug/mL), as coldnias transconjugantes foram submetidas a PCR utilizando os
pares de primers denominados reversos, apenas na questao da nomenclatura,
M13R/gseCR para confirmagdo do sucesso da mutagénese. Das 6 cepas
submetidas ao processo de mutagénese, foram recuperadas colbnias
transconjugantes das cepas A14, A20, A25 e A45, entretanto, na checagem por
PCR, foram amplificados os fragmentos alvo apenas para as cepas A14::qseC,
A45::qseC. As reacdes foram purificadas e enviadas para sequenciamento da

regido de interesse, que confirmaram a efetividade da mutagénese.
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6.2. Analise de genes de viruléncia

Foi realizada a pesquisa dos principais genes de viruléncia que
desempenham fungdo importante na viruléncia de cepas de UPEC, a tabela a
sequir traz os principais genes envolvidos e a proteina codificada por eles.

Tabela 4 — Principais genes de viruléncia identificados nas cepas UPEC ST131
produtoras de Blakprc-2

EC958 BR43 A14 A45 Proteina’

cea - - - + Colicina -Toxina transmembrana
chuA + - + + Receptor heme de membrana externa
fyuA + + + + Sideroforo receptor de yersiniabactina
gad + + + + glutamato descarboxilase
hchA + + + + Proteina/acido nucleico deglicase 1
iha - + + + receptor de sideréforo
irn2 - - + + peptideo sintetase nao ribossémica
iSs - + + + aumento de resisténcia ao soro
iucC + + + + producgao de aerobactina
iutA + - + + Receptor de aerobactina férrica
kpsk + + + + exportador de polissacarideo capsular
kpsM + - + + transportador de acido polissialico
nhaA + + + + Na(+)/H(+) antiporter NhaA
ompT + + + + proteina receptora de enterobactina férrica
papA + - + + pilina fimbrial principal
pil - + + + Fator de biogénese do pilus tipo IV
prc - - - + Protease especifica da cauda
sat + + - + Serino protease autotransportada
senB - - - + enterotoxina

. Proteina de ligagéo do ferro ao sistema
SitA + + + +

transportador ABC

terC - + + + Modulador redox putativo ligado a membrana
traT - + + + resisténcia ao complemento
usp + + + + Proteina especifica uropatogénica
virB - - + + sistema de secrecao do tipo IV

yfcV + - + + proteina fimbrial

+: genes identificados; -: genes ausentes/nao identificados
* As proteinas originadas pelos genes foram determinadas a partir da pesquisa no
UniProtKB (https://www.uniprot.org/)

Devido a presenca dos genes iss, traT, nhaA as cepas de UPEC foram

submetidas ao teste de resisténcia ao soro.
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6.3. A auséncia do sensor quinase QseC nao afeta a capacidade de
resisténcia ao soro (sistema complemento) de cepas de UPECs ST131

O ensaio de resisténcia sérica evidenciou que todas as cepas foram
capazes de sobreviver a exposi¢ao ao soro pelo periodo de 90 minutos (Figura 10).
O fato pode ser justificado pela presenga de genes como iss, traT e hchA, que permitem
que as bactérias consigam resistir a atividade do sistema imune do hospedeiro. Quando
comparada a capacidade de sobrevivéncia da linhagem parental e seus respectivos
mutantes a exposi¢cao ao soro, foi observado que a auséncia do sensor quinase QseC
nao afetou a capacidade de sobrevivéncia das mesmas, demonstrando entéo, que gseC

pode nao exercer papel fundamental na regulagao da expressao desses genes.

Figura 10 — Ensaio de resisténcia ao soro
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Fig. 10 — Ensaio de resisténcia ao soro. DH5a (controle) - apos 90 minutos de exposigédo ao soro,
houve eliminagdo completa da cepa. Todas as UPECs ST131 e seus respectivos mutantes foram
capazes de sobreviver a exposi¢ao ao soro, no periodo de 90 minutos. Multiple T test com
corregcdo de Bonferron-Dunni — GraphPad Prism 8.2.1 (ns = nao significativo; *p<0.05;
**p<0.005).

6.4. A auséncia do sensor quinase QseC afeta a capacidade de formagao
de biofilme de cepas de UPEC ST131

O ensaio de formacéao de biofilme em superficie abidtica foi realizado
de acordo com o descrito por Curtis e colaboradores(CURTIS; RUSSELL;
MOREIRA; ADEBESIN et al., 2014). O ensaio evidenciou que houve redugéo na
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formacao de biofilme nas cepas mutantes para o gene gseC em relagéo as
linhagens parentais conforme pode ser observado na Figura 11. Os resultados
obtidos para a formacgao de biofilme demonstram que o sensor QseC exerce uma
funcdo importante na regulagéo desse fator de viruléncia de UPEC, necessitando
de estudos mais aprofundados para compreender como esse sensor atua na

regulacdo completa dessa via regulatéria.

Figura 11 - Ensaio de formacéao de biofilme em superficie abidtica
das cepas ST131 e seus respectivos mutantes e complementados
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Fonte: O autor.

Figura 11 — Ensaio de formacao de biofilme em superficie abidtica das cepas ST131
e seus respectivos mutantes e complementados. Houve a redug¢ao na formagéo de biofiime para
as cepas mutantes de gseC em relagdo as linhagens parentais. As cepas complementadas
recuperaram o fenoétipo observado na linhagem parental. Two-way ANOVA com corregédo de
Bonferroni ***p<0,01; ****p<0,001, ns = n&o significativo.

6.5. A expressao de fimH é variada nos mutantes das linhagens ST131
Estudos anteriores realizados demonstraram aumento de expressao

de fimH que codifica para a pilina FimH da fimbria tipo | na cepa EC958AgseC

(6,5x) em relagao a linhagem parental, entretanto, para a BR43::gseC, ndo houve

diferenca significativa na expresséo de fimH em relagdo a BR43. Também foi



46

observado que houve reducdo na expressao de fimH nas cepas mutantes gseC
de A14 e A45, conforme representadas na Figura 12 (A-D). O aumento na
expressao de fimH para a cepa EC958AqgseC e a constancia da expressao para
a cepa BR43::gseC, nao refletiu nas caracteristicas fenotipicas observadas na
formacgao de biofilme, que representa um conjunto multifatorial para a adesao

bacteriana em condigdes abidticas, em que houve redugao (Figura 11).
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Figura 12- Expressao de fimH nas cepas mutantes em qseC

A. Expressdo de fimH - EC958 X EC958AqseC B. Expressao de fimH — BR43 X BR43::qseC
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C. Expressao de fimH - A14 X A14::qseC D Expressao de fimH — A45 X A45::qseC
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Fig. 12 - Expressao de fimH nas cepas mutantes em gseC. A. Houve aumento da expresséao de fimH na cepa EC958AqseC em relagdo a EC958. B. BR43 x
BR43::gseC nao houve diferenga significativa na expressao de fimH entre a cepa selvagem e a mutante. C. A14 x A14::qgseC a expressao de fimH (0,32x) na
cepa mutante foi menor em relacao a cepa selvagem. D. A45 x A45::qseC a expressao de fimH (0,86x) na cepa mutante foi menor em relagéo a cepa selvagem.
Os resultados de expressao génica relativa obtidos pela técnica de gqRT-PCR foram analisados pelo método de Comparative Critical threshold (AACt). Teste T

Student **p<0.01; ns=nao significativo.
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6.6. A mutacdao em gseC nao afeta a producgao de fimbria tipo-1 na cepa
EC958AqgseC

Os resultados de formagao de biofilme em superficie abibdtica e de
expressao génica de fimH se mostraram antagbénicos. Para verificar se a super-
expressao do gene fimH estava alterando a producgéao de fimbria tipo-1 (T1P), foi
realizado o Western Blot utilizando o anticorpo primario anti-T1P (a-T1P) nas
cepas EC958 e EC958AqseC. Nao foi observada alteragcdo significativa na
producdo de T1P na cepa EC958 e EC958AqgseC nas condi¢gdes testadas,
conforme pode ser observado na Figura 13.
Figura 13 — Imunoblot a-T1P das cepas EC958 e EC958AqgseC
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Fig. 13 - Imunoblot a-T1P das cepas EC958 e EC958AqgseC pellet ndo foi possivel
observar diferencas entre as cepas EC958 e EC958AqseC nas condigbes testadas.

6.7. Cepas de UPEC ST131 apresentam diferentes fenétipos
de motilidade swimming

Foi realizado o ensaio de motilidade swimming com as cepas ST131
KPC2 (A14 e A45), com a cepa prototipo ST131 EC958 e com a cepa de isolado
clinico brasileiro BR43. Os resultados obtidos demonstraram que embora as
cepas sejam classificadas como ST131, as caracteristicas fenotipicas
apresentadas pelos isolados sdo bastante variadas, como podemos observar
com as cepas EC958, BR43 e A14, que apos 24h de incubagao formaram um
halo de 5,0cm, 3,2cm e 2,7cm de didmetro respectivamente, enquanto a cepa
A45 nao apresentou fendtipo de motilidade (Figura 14). Os mutantes gseC das
cepas EC958 e BR43 apresentaram reducdo no fendtipo de motilidade
swimming, enquanto o mutante da cepa A14, ndo apresentou variacéo

significativa.
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Figura 14— Motilidade Swimming 24 horas
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Fig. 14 — Motilidade swimming ap6s 24h de incubagéo em estufa a 37°C em meio agar LB 0,3%.
Houve redugao no fendtipo de motilidade para os mutantes gseC das cepas EC958 e BR43. A
cepa A14::qgseC nao apresentou alteracao significativa no fenétipo de motilidade em relagao a
A14. A cepa A45 ndo apresentou fenétipo de motilidade. foi utilizado Multiple T test com correcao
de Bonferron-Dunni — GraphPad Prism 8.2.1 (ns = ndo significativo; *p<0.05; **p<0.005).

6.8. Caracteristicas da infecgao por UPEC ST131 em modelo de Galleria
mellonella

As larvas de G. mellonella foram infectadas com 10°UFC das cepas
EC958, EC958AqgseC, BR43, BR43::qseC, A14, A14::qseC, A45 e A45::qseC.
Como controle, foi utilizada a cepa DH50 e PBS 1x. As larvas infectadas com a
cepa DH5a e as que receberam PBS 1x ndo apresentaram mortalidade no
decorrer do estudo. O percentual de sobrevivéncia das larvas apos infecgao
pode ser observado na figura abaixo (Figura 15). A cepa A14 apresentou maior
viruléncia, 100% de mortalidade em 24h, seguida da A45, em que apdés 30h
100% das larvas haviam morrido e, EC958 em que 100% da mortalidade ocorreu
em 48h. Também foi observado, que todas as cepas mutantes em gseC,
apresentaram menor viruléncia em relagdo a linhagem parental, no modelo
estudado. Além disso, as larvas infectadas com as cepas de UPEC ST131
apresentaram pouca melanizacdo no decorrer do experimento, sendo que
nenhuma das larvas infectadas com a cepa A45 apresentou qualquer indicio de

melanizacgao.
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Figura 15 — Percentual de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella
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Fig. 15 — Percentual de sobrevivéncia das larvas de G. mellonella nas cepas de UPEC
ST131.

6.9. A mutacao em gseC afeta a capacidade de ligagdo em receptores de
D-manose e reduzem a capacidade de formacgao e biofilme

No ensaio de aglutinagdo em levedura, que tem por objetivo analisar
a capacidade das fimbrias tipo-1 em se ligar em receptores de D-manose,
demonstraram que as cepas mutantes em gseC perderam a capacidade de
aglutinar quando comparadas as linhagens parentais, indicando a perda da
capacidade de ligagdo a manose (Tabela 5). O tempo médio de aglutinagao foi
inferior a 5 minutos para todas as cepas nao mutadas.

Tabela 5 — Ensaio de aglutinagdo em levedura

Cepa Tempo médio de aglutinagao
EC958 5 minutos
EC958AqseC Nao aglutinou
BR43 5 minutos
BR43::gseC Nao aglutinou
A14 5 minutos
A14::qseC N&o aglutinou
A45 5 minutos

A45::qseC N&o aglutinou
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O ensaio de formacéao de biofilme em superficie abibtica, pela técnica
de coloracgao por cristal violeta, demonstrou a reducédo na formacgao de biofiime
nos mutantes gseC e em todas as cepas tratadas com 50 e 100mM de metil-a-
D-manopiranosideo («MM), evidenciando a presenca de fimbrias sensiveis a
manose conforme pode ser observado na Figura 16.

Figura 16 — Biofilme 24h em superficie abidtica em diferentes
concentracées de aMM
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Fig. 16 — Biofilme 24h em superficie abiética em diferentes concentragdes de aMM.
A diferenca estatistica entre as amostras tratadas com a«MM foi determinada Two-way ANOVA
com Teste de multiplas comparagdes de Dunnett (*P<0.5). Para a analise estatistica entre as
cepas parentais e seus respectivos mutantes, foi utilizado Teste t ndo pareado com correcéo de
Welch (2P<0,5).

6.10. A mutacao em gseC nao afetou significativamente a capacidade de
adesao e invasao de células T24

Estudo de adesao e invasao das cepas UPECs ST131 EC958, BR43,
A14 e A45 mutantes para gqseC nao demonstraram reducgdo significativa na
adesao e invasao de células T24 em comparagao com as respectivas linhagens
parentais nas condi¢des testadas. Conforme pode ser observado na Figura 17.
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Figura 17— Ensaio de adesao e invasdo em células T24

Adesao
8_
ns ns s ns Em Controle
6- i = MutantegseC
E pBAD33-Gm+qgseC+
4_.
2_
0- T T T T
EC958 BR43 A14 A45
Invasdo em Células T24
8_.
mm Controle
2 61l & B3 MutantegseC
§ N B3 pBAD33-Gm+gseC+
l-:l-, 4- = ns ns
o
2
4 2
0_.

T T
EC958 BR43 A14 A45

Fonte: O autor

Fig. 17 — Ensaio de adesao e invasao em células T24. Para a analise estatistica entre as cepas
parentais e seus respectivos mutantes, foi utilizado Multiple T test com correcdo de Bonferron-
Dunni — GraphPad Prism 8.2.1 (ns = n&o significativo; *p<0.05).



54

6.11. A presenca de 100mM de metil-a-d-manopiranosideo (aMM) afetou a
capacidade de adesao em células T24

A partir dos resultados obtidos com o ensaio de formacéao de biofilme
em superficie abidtica, em que houve reducdo na formacido de biofiime na
presenca de 100mM de aMM, foi realizado o teste de adesado e invasao em
condicdes semelhantes. E possivel observar que a presenga de 100mM de aMM
houve redugcdo na capacidade de adesdo de todas as cepas (parental e
mutantes) nas células T24 (Figura 18 A). Entretanto, a capacidade de invaséo
nao foi significativamente reduzida para as cepas BR43, A45 e seus respectivos
mutantes (Figura 18 B). Para as cepas EC958, A14 e seus respectivos
mutantes, a presenca de 100mM de aMM provocou a reducéo na capacidade de

invasdo das células T24 (Figura 18 B).
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Figura 18 — Ensaio de adesao e invasao em células T24 na presenga de 100mM de metil-a-d-manopiranosideo
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Fig. 18 - Ensaio de adeséo e invasdo em células T24 na presenga de 100mM de aMM. A. Ensaio de adesao das cepas parental, mutante gseC e complementado
na presencga e auséncia de aMM, que proporcionou a redugao da capacidade de adesao das bactérias as células T24. B. Ensaio de invasao das cepas parental,

mutante gseC e complementado na presenga e auséncia de aMM, que proporcionou a redugao da capacidade de invasao das cepas EC958, EC958AqseC,
A14 e A14::gseC as células T24. (*p<0.05; **p<0.005 ***p<0.0005, ns=nao significativo — Multiple T test — GraphPad Prism 8.2.1)
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6.12. A producao de filamentos curli é diferente nas cepas de UPEC ST131

A comparacao entre os resultados obtidos nos ensaios de adesao e
invasao e expresséo génica de fimH com os mutantes gseC demonstraram além
da fimbria tipo-1, outros fatores podem estar associados a adesé&o e invaséo de
células T24, o que nos levou a investigar os filamentos curli. Os resultados
obtidos com a técnica de coloragéao por Congo Red demonstraram que, embora
a cepa A45 tenha apresentado uma coloragao vermelha intensa, as cepas BR43
e A14 também sao produtoras de filamentos curli, pois podemos observar a
colénia com coloragdo avermelhada e aspecto opaco (Figura 19). Ainda é
possivel observar que a cepa A45 apresenta aspecto semelhante a vidro
esmerilhado. As cepas BR43::qseC, A14::qseC e A45::qseC, as caracteristicas
das colonias foram semelhantes as observadas para as respectivas linhagens
parental, exceto a A45:.gseC, por nao apresentar o aspecto de vidro
esmerilhado.

Figura 19 — Analise da producao de filamentos curli por coloragao de
Congo Red

WT  :gseC ::qgseC+

Fonte: O autor.

Fig. 19 - Analise da producéao de filamentos curli por coloragao de Congo Red. As
cepas BR34, A14 e EC958, assim como seus respectivos mutantes, apresentaram colénias com
coloragcédo rosada e opacas. A cepa A45 e seu respectivo mutante apresentou colénia com

coloracao vermelha intensa, aspecto opaco e semelhante a vidro esmerilhado
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6.13. A Mutacao em gseC altera a expressao de csgB nas cepas de UPEC
ST131

Os resultados obtidos nos experimentos de adesao e invasao, bem
como na coloracado de curli por Congo Red, levantaram a hipotese de haver
diferenciagcado na expresséo de curli. Para avaliar se nas condigdes estudadas
estava realmente havendo alteracdo na expressao de curli, foi realizado o qRT-
PCR de csgB, que € a menor subunidade de curli. Foi observado que houve
aumento de aproximadamente 1,6x na expressao de csgB na cepa BR43::.gseC
em relagao a linhagem parental (Fig. 20-B), assim como o aumento de 2,0x para
A45::gseC em relacdo a A45 (Fig. 20-D). As cepas EC958AqseC e A14::qseC
apresentaram redugado na expressao de csgB de 1,2x e 2,0x em relagdo a

linhagem parental (Fig. 20 A e C).
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Fig. 20 - Expresséao génica de csgB. A. Expressao de csgB é reduzida em 1,2x na cepa EC958AqgseC em relagdo a EC958. B. Expressao de csgB é 1,6x maior
na cepa BR43::gseC em relagdo a BR43. C. Expressao de csgB é reduzida em 2,0x na cepa A14::qgseC em relagdo a A14. D. Expressao de csgB é 2,0x maior
na cepa A45::.gseC em relagdo a A45. Os resultados de expressao génica relativa obtidos pela técnica de qRT-PCR foram analisados pelo método de
Comparative Critical threshold (AACt). Teste T Student **p<0.01
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6.14. Cepas de UPEC ST131 nao apresentam fenétipo de motilidade
Twitching

As cepas EC958, BR43, A14 e A45, assim como seus respectivos
mutantes gseC, foram submetidas ao ensaio de motilidade Twitching. A cepa de
P. aeruginosa PAO1 foi utilizada como controle positivo para o ensaio. As
caracteristicas observadas para a cepa PAO1 foi de uma coldnia central mais
densa, e ao redor dessa colénia um crescimento regular menos denso, que
caracteriza o fendtipo de twitching. Essa caracteristica fenotipica nao foi
observada em nenhuma das cepas de UPECs ST131 submetidas ao teste
(Figura 21), portanto, nenhuma das cepas do presente estudo apresentam a

caracteristica de motilidade twitching.

Figura 21 — Motilidade twitching

A.Al4 B. A45 C.BR43 D.EC958 E.PAO1

Fonte: O autor.

Fig. 21 — Motilidade twitching. A. Cepa A14 — coldnia irregular com aspecto denso. B. Cepa A45
— coldnia irregular com aspecto denso. C. Cepa BR43 — colbnia irregular com aspecto denso. D.
Cepa EC958 — coldnia irregular com aspecto denso. E. Cepa PAO1 — controle positivo. Colbnia
central com aspecto denso (seta laranja) com crescimento menos denso, regular, ao redor da

colbnia central (seta vermelha).
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7. DISCUSSAO

As UPECs e demais membros da familia Enterobacteriaceae,
resistentes a fluoroquinolonas e carbapenémicos, estdo na lista de patégenos
prioritarios de interesse global e que necessitam maiores estudos quanto ao
desenvolvimento de novas estratégias para o combate a infecgbes causadas por
esses patogenos, segundo OMS (NATIONS, 2019; WHO, 2021). Os diversos
fatores de viruléncia que compdem o arsenal das UPECs, destaca-se a fimbria
tipo-1 (FimH) ligantes de manose, que possui papel fundamental na ades&o ao
uroepitélio, formacgao de biofilmes, colonizagdo e estdo ainda, associadas a
formacdo de comunidades bacterianas intracelulares (IBCs) e reservatérios
quiescentes que contribuem para infeccbes recorrentes do trato urinario
(SCHWARTZ; KALAS; PINKNER; CHEN et al., 2013). Os resultados obtidos no
presente trabalho, relacionados a formacgao de biofilme, demonstram, nas cepas
de UPEC ST131 EC958, BR43, A14 e A45 e seus respectivos mutantes de gseC,
que o sensor QseC exerce uma fungao importante na regulagéo desse fator de
viruléncia, uma vez que nos mutantes de gseC houve a reducao da formagao de
biofilme em superficie abiética (Figura 11 e Figura 16). Comparados aos estudos
anteriores que demonstraram que o sistema de dois componentes QseBC,
previamente reportado em cepas de E. coli enterrohemorragica (EHEC)
(CLARKE; HUGHES; ZHU; BOEDEKER et al., 2006; SPERANDIO; MELLIES;
NGUYEN; SHIN et al, 1999), S. Typhimurium, Francisella tularensis
(BEARSON; BEARSON, 2008; MOREIRA; WEINSHENKER; SPERANDIO,
2010; RASKO; ROSOVITZ; MYERS; MONGODIN et al., 2008), E. coli
enteropatogénica (EPEC) (SIRCILI; WALTERS; TRABULSI; SPERANDIO,
2004), E. coli Uropatogénica (UPEC) (HADJIFRANGISKOU; KOSTAKIOTI;
CHEN; HENDERSON et al., 2011) demonstraram que a auséncia de gseC esta
associada a atenuagao da viruléncia desses patdgenos. Estudos mais recentes
realizados por Ribeiro e colaboradores (2019) (RIBEIRO; LUSTRI; ELIAS;
MOREIRA, 2019) relatou a reduc&o na capacidade de formagao de biofilme em
mutantes gseC em E. coli Enteroagregativa (EAEC), tendo o mesmo foi
reportado por outros autores para outros patégenos como Francisella novicida
(DEAN; VAN HOEK, 2015), Haemophilus parasuis(HE; DAI; WEN; DING et al.,
2018),Vibrio parahaemolyticus (ANG Q, 2021) Pasteurella multocida (YANG;
HU; GAO; YUAN et al., 2021).
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A mutacido em gseC, nas cepas de UPEC ST131 EC958, BR43, A14
e A45, nao evidenciaram exercer fungdes significativas na adesao e invasao de
células T24 (Figura 17), sugerindo que outros fatores ambientais possam estar
relacionados a esse fendtipo, ou associados a outras rotas de regulagdo da
expressdo de fimH nos mutantes, conforme é sugerido por Bessaiah e
colaboradores (2022) (BESSAIAH; ANAMALE; SUNG; DOZOIS, 2022) em artigo
recentemente publicado, sugerem que a regulacdo das fimbrias tipo 1 esta
potencialmente relacionada as respostas ao estresse ambiental
desempenhando um papel importante na regulagdo dos mecanismos de
colonizagao e viruléncia de E. coli patogénicas extraintestinais. Outro resultado
obtido em nosso estudo de anadlise da expressao génica da cepa EC958,
demonstrou aumento aproximado de 6,5x na expressdo de fimH no mutante
EC958AqgseC em relagdo a EC958 (Figura 12), sugerindo que a auséncia de
gseC pode levar a alteragao da rota de regulagao da expressao de fimH, embora
no resultado observado no western blot (Figura 13) ndo houve diferengas
notaveis na produgao da fimbria entre o mutante EC958AqgseC e a cepa EC958.
Os dados obtidos no presente estudo, com as cepas de UPEC ST131, diferem
dos dados ja reportado na literatura por Kostakioti e colaboradores (2009 e 2012)
(KOSTAKIOTI; HADJIFRANGISKOU; CUSUMANO; HANNAN et al, 2012;
KOSTAKIOTI; HADJIFRANGISKOU; PINKNER; HULTGREN, 2009) para a cepa
UTI89 mutante em gseC, que relata redugao na expressao de fimbria tipo-1 e de
FimA, além da reducéo da capacidade de adeséo e colonizagéo de bexiga e rins
em experimento in vivo. Tais diferencas observadas nos dados obtidos podem
estar relacionadas a sequéncia de insergédo /SL3-like localizada no gene fimB
observada nas cepas ST131 no gene fimB, que conforme reportado por Totsika
e colaboradores (2011) (TOTSIKA; BEATSON; SARKAR; PHAN et al., 2011),
associada mutagdo em fimB gera um “enriquecimento de fim” designado pelos
autores de “expressdo mais forte” da fimbria tipo-1. Essa sequéncia de insergao
ISL3-like, previamente reportada para E. coli Nissle 1917, que demonstrou a
existéncia de recombinagcdo alternativa mediadora da alteragdo da fase de
expressao do switch da fimbria off-on, a qual nao é encontrada em outras E. coli
que nao possuem tal sequéncia.

Sheng e colaboradores (2020) relataram a associagdo de adesinas

denominadas filamentos curli na promog¢ao da formagao de biofilme, invasao de
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células epiteliais e persisténcia de infecgdo por EHEC em gado (SHENG; XUE;
ZHAO; HOVDE et al., 2020). Os resultados obtidos com experimento de
coloragao de curli por Congo Red, demonstraram que apenas as cepas BR43,
A14 e A45 apresentavam capacidade de produzir filamentos curli e que a
mutacdo em gseC néo afetou tal capacidade (Figura 19). Em estudo de
expressao génica de csgB (menor subunidade de curli), demonstrou aumento de
aproximadamente 1,6x na expressao de c¢sgB na cepa BR43::qseC em relagéo
a linhagem parental (Fig. 20-B), assim como o aumento de 2,0x para A45::qseC
em relagcdo a A45 (Fig. 20-D). Os resultados obtidos com a expresséo de csgB
corroboram com o observado nos experimentos de adesao e invasao de células
T24, onde foi observado que nao houve diferenga significativa na capacidade de
invasao das células para os mutantes de gseC, mesmo com o bloqueio das
fimbrias tipo-1 com 100mM de oMM para as cepas BR43, A45 e seus respectivos
mutantes, demonstrando a importancia dos filamentos curli na viruléncia dessas
cepas. Com relagdo as cepas EC958, A14 e seus respectivos mutantes, a
expressao de csgB foi reduzida, e o fato refletiu diretamente na capacidade de
invasao das cepas na presenca de 100mM de oMM, que também foi reduzida.
Resultados obtidos no estudo de motilidade swimming das cepas de
UPEC ST131 demonstraram heterogeneidade no fenotipo de motilidade para as
cepas parentais e seus respectivos mutantes (Figura 14), entretanto, o fenétipo
de motilidade nao é determinante para o estabelecimento de infec¢ao do trato
urinario, sendo que o fator capacidade de adesao apresenta maior importancia
nesse quesito(SUBASHCHANDRABOSE, 2015). Outro fator que foi investigado
foi a presenga do gene pil, responsavel pela biogénese do Pili Tipo-IV que, em
alguns casos, pode servir como receptor para bacteriéfagos, além de
desempenhar um papel importante na adesao bacteriana a células epiteliais e
superficies mucosas. Das 4 amostras estudadas, apenas 3 (BR43, A14 e A45)
apresentavam a presenga de pil em seu genoma (Tabela 4). Para verificar a
influéncia do Pili Tipo-IV no fendtipo das cepas, foi realizado o ensaio de
motilidade Twitching (BRADLEY, 1980). Esse fendtipo é caracterizado pela
movimentagao de retracdo e extensao do pili (MERZ; SO; SHEETZ, 2000). Os
resultados demonstraram que nenhuma das cepas estudadas apresentaram a
caracteristica de motilidade Twitching (Figura 22), mesmo naquelas que

possuem o gene em seu genoma (Tabela 4). A presenca de Pili Tipo IV constitui



65

um dos muitos fatores envolvidos para a formacao de biofilme em superficie
abidtica (O'TOOLE; KOLTER, 1998).

No decorrer dos estudos com as cepas EC958, BR43, A14, A45 e
seus respectivos mutantes, foi possivel observar reducdo na capacidade de
aglutinagdo em células de levedura nos mutantes de gseC (Tabela 5). Também
foi verificada a reducdo da formacao de biofilme em superficie abidtica na
presenca de 50 e 100mM de aMM, evidenciando que as cepas parentais e
mutantes apresentam sensibilidade de ligagdo em receptores de manose (Figura
17), demonstrando o potencial da utilizagdo da manose na funcionalizagao de
lipossomas carreadores de LED209 como hipoétese inicial do estudo.

O composto LED209 (RASKO; MOREIRA,; LI; READING et al., 2008)
foi desenvolvido com o objetivo de bloquear o sensor QseC levando a atenuagao
da viruléncia de diversos patégenos(CURTIS; RUSSELL; MOREIRA;
ADEBESIN et al., 2014; RASKO; MOREIRA; LI; READING et al., 2008;
RIBEIRO; LUSTRI; ELIAS; MOREIRA, 2019). Em estudos anteriores realizados
pelo grupo (dados néo publicados), em analise de expressao génica de fimH nas
cepas BR43 e EC958, apos tratamento com LED209, foi observado com 5nM de
LED209 a cepa BR43 apresentou reducao de 111x na expressao do gene fimH,
também foi verificado que a cepa EC958 que apresentou reducédo de 2,6x na
expressao do gene fimH. Também foi verificado, que na presenga de 5nM de
LED209, houve reducido da capacidade de formacéo de biofilme das cepas de
UPEC BR43 e EC958 tratadas em relagao as ndo tratadas, assim como foi
reportado para a cepa de UPEC UTI89 (CURTIS; RUSSELL; MOREIRA;
ADEBESIN et al., 2014).

Com relagao ao estudo de viruléncia em modelo de G. mellonella, foi
observado que as cepas de UPEC ST131 EC958 (ESBL), A14 e A45 (produtoras
de blakpc-2) apresentaram maior viruléncia quando comparadas a BR43 (Figura
16). Ademais, as cepas mutantes em gseC demonstraram redugédo da
capacidade da viruléncia em G. mellonella, pelo fato de as larvas terem
sobrevivido mais a infecgdo. Alguns autores, de forma conflitante, relatam
interrelacdo entre resisténcia a antimicrobianos e menor viruléncia bacteriana
(JOHNSON; KUSKOWSKI; GAJEWSKI; SAHM et al., 2004; PIATTI; MANNINI;
BALISTRERI; SCHITO, 2008; SILVA; MENDONCA, 2012). Entretanto, no

presente estudo realizado nao foi possivel observar tal interrelacdo, o que
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demonstra a necessidade da realizacao de estudos comparativos da expressao
de genes relacionados a fatores de viruléncia com o objetivo de uma melhor
compreensao do assunto.

Outro fator interessante observado foi que as larvas de G. mellonella
infectadas com as cepas de UPEC ST131 EC958, BR43 e A14 apresentaram
pouca melanizacao no decorrer do experimento, sendo que nenhuma das larvas
infectadas com a cepa A45 apresentou qualquer indicio de melanizagao.
Estudos transcricionais revelaram que as larvas de G. mellonella apresentam
respostas imunes a infeccdo, que pode ser a resposta celular podendo ser
mediada por hemocitos circulantes, essa se assemelhando-se a resposta
desenvolvida por macréfagos, e a resposta humoral, mediada por receptores de
reconhecimento de padrdo, peptideos antimicrobianos e enzimas (VOGEL;
ALTINCICEK; GLOCKNER; VILCINSKAS, 2011). Além disso, o processo de
infecgcao promove ativagao da cascata de fenoloxidase, que leva a produgao de
moléculas reativas, que contribuem para o processo de encapsulamento dos
patogenos promovendo a melanizagao das larvas (FRANKEL, 2019). O fato de
as bactérias ndao terem promovido a indugdo das larvas ao processo de
melanizagao pode estar relacionado aos mecanismos de evasdo ao sistema
imune que essas UPECs apresentam, que demonstram a necessidade de
continuidade dos estudos em relagao a esses fatores.

Em ensaio de resisténcia ao soro (Figura 10), todas as cepas (parental
e mutantes gseC) foram capazes de sobreviver a exposi¢gao de 90 minutos ao
SBF. Esse fato pode ser justificado pela presenca de genes iss, tratT e nhaA
responsaveis por aumentar a sobrevivéncia as respostas imunes do hospedeiro.

As caracteristicas fenotipicas de motilidade, formagéo de biofilme em
superficie abidtica, adesao e invasao de células T24, das cepas de UPEC ST131
demonstram que, embora pertencentes ao mesmo Sequence Type, muito ainda
deve ser investigado e estudado a respeito das caracteristicas de
patogenicidade e viruléncia desses patdégenos de grande interesse em saude
publica, pelas caracteristicas de resisténcia e que sdo globalmente
disseminados (WHO, 2021). Os estudos fenotipicos com as linhagens parentais
e seus respectivos mutantes demonstraram que a busca por novos mecanismos
de atenuacdo de viruléncia em patdgenos é uma estratégia promissora. A

auséncia do sensor quinase QseC levou a atenuagao da viruléncia em modelo
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in vivo em larvas de G. mellonella, redugdo na formacdo de biofiime em
superficie abidtica e redugcao da motilidade swimming nas cepas EC958, BR43
e A14. Com relagao aos testes utilizando «MM, um analogo da manose, tanto a
linhagem parental quanto os mutantes gseC, apresentaram redugdo na
capacidade de formacao de biofiime e adesdo em células T24. Os resultados
obtidos no presente estudo apresentam-se promissores para o desenvolvimento
do lipossoma funcionalizado com d-manose, com moléculas anti-viruléncia e/ou
farmacos antimicrobianos, proposto inicialmente, como uma importante
ferramenta terapéutica para combater infecgdes causadas por um patégeno de

grande relevancia clinica.

8. CONCLUSAO

o A comparagao entre mutantes gseC e linhagens parentais demonstraram
diferenga nas caracteristicas fenotipicas de motilidade e formagao de biofilme,
sendo essas reduzidas nos mutantes;

o A analise da capacidade de adeséo e invasao de mutantes de qseC em
relagdo a linhagem parental demonstrou que a mutagcdo nédo exerce papel
fundamental na adeséo e invasao de células T24;

° Na comparacéao entre a presenca de genes de viruléncia e fendtipo das
cepas parentais e mutantes gseC em ensaios de resisténcia ao soro (sistema
complemento), demonstrou que a mutagao em gseC nao afeta a capacidade de
resisténcia ao soro;

o Estudo da expressao dos genes de viruléncia fimH e csgB dos mutantes,
comparados as parentais, demonstraram heterogeneidade na expressao, sendo
cepa-dependente;

o A capacidade de formacdo de biofiime em superficie abidtica e a
capacidade de adesao e invasdo em células T24 na presenca de 100mM de
metil-a-D-manopiranosideo, um analogo a manose, foi reduzida;

o No estudo da viruléncia das cepas parentais em relacdo as mutantes em
gseC, em modelo in vivo de G. mellonella, foi observada a atenuagao da
viruléncia nos mutantes gseC demonstrada pela maior sobrevivéncia das larvas

de G. mellonella.
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