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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.



23

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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8. CONCLUSAO

o A comparacao entre mutantes gqseC e linhagens parentais demonstraram
diferenca nas caracteristicas fenotipicas de motilidade e formacao de biofilme,
sendo essas reduzidas nos mutantes;

o A andlise da capacidade de adeséo e invasao de mutantes de gseC em
relacdo a linhagem parental demonstrou que a mutacdo nao exerce papel
fundamental na adeséo e invasdo de células T24;

o Na comparacédo entre a presenca de genes de viruléncia e fenotipo das
cepas parentais e mutantes qseC em ensaios de resisténcia ao soro (sistema
complemento), demonstrou que a mutacdo em gseC néo afeta a capacidade de
resisténcia ao soro;

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

o A capacidade de formacdo de biofiilme em superficie abibtica e a
capacidade de adeséao e invasdo em células T24 na presenca de 100mM de
metil-o-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 atenuagcéo da
viruléncia nos mutantes gseC demonstrada pela maior sobrevivéncia das larvas

de G. mellonella.
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