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Resumo

A resisténcia aos antimicrobianos (RAM) ¢ um problema de satide publica global que resulta
em dificuldades no tratamento de doencas infecciosas. A RAM pode ser adquirida por meio de
mutagoes, por transferéncia horizontal e também pode resultar de uma adaptagdo decorrente de
alteracdes metabolicas. Essa tltima € associada a resisténcia adaptativa, que pode ser definida
como um mecanismo de sobrevivéncia microbiana a acdo dos antibioticos obtida por meio da
altera¢do da expressdo génica e/ou proteica de forma temporaria. Apesar de pouco relatada, a
resisténcia adaptativa ¢ de suma importancia, ja que o uso inadequado dos antibioticos pode
servir como um estimulo e ocasionar uma mudanca na expressdo de genes e proteinas,
resultando em linhagens resistentes a acdo desses medicamentos. O objetivo deste trabalho ¢
testar a capacidade da bactéria Escherichia coli na resposta as concentracdes subinibitdrias
(CS]) de antibioticos e avaliar as diferengas na expressdo de proteinas nessas condigdes. Para
este fim, foram utilizadas trés linhagens: um isolado clinico de urocultura (UPEC90) e as duas
linhagens padrdes na literatura (CFT073 e J96). Todas as estirpes foram cultivadas em
concentracoes crescentes, de 0,1 pg/mL, até atingir a Concentracao Inibitéria Minima - CIM
dos antibioticos: Gentamicina, Cloranfenicol e Polimixina B, a fim de se obter culturas
adaptadas ao crescimento na presenca de antimicrobianos em CSI. Apds o estabelecimento das
culturas CSI, o tempo de geracdo de cada uma delas foi comparado ao da linhagem original
(cultivada sem antibidticos). A partir dos cultivos nas diferentes concentracdes de
antimicrobianos, foram obtidas 40 culturas CSI. Dentre essas, 14 CSI apresentaram viabilidade
em concentragdes de até 4,0 pg/mL de Gentamicina; 12 em concentragdes de até 0,4 pg/mL de
cloranfenicol; e 14 mantiveram-se viaveis em concentragdes de até 2,0 pg/mL de polimixina B.
Notavelmente, 8 CSI derivadas da UPEC 90 apresentaram menor tempo de geracdao do que a
linhagem original, 7 quando cultivadas em gentamicina e 1 em cloranfenicol. Entdo, 2 CSI
provenientes da UPEC 90 em Gentamicina (90 G 1,6 pg/mL e 90 G 4,0 pg/mL) foram
selecionadas para avaliar a producdo de biofilme e a sobrevivéncia na CIM da Gentamicina por

1 hora. Foram observadas diferencas significativas na producdo de biofilme por essas culturas,



demonstrando uma queda nos valores de biomassa quando comparadas a linhagem original.
Através da contagem de unidades formadoras de colonia (UFCs), foi possivel observar um
comprometimento da viabilidade da coldnia original, enquanto as culturas CSI tiveram um
crescimento 10x maior. Por fim, para a identificacao das proteinas diferencialmente expressas
entre a CSI1 90 G 4,0 ug/mL e a linhagem original, foi realizada uma analise no espectrometro
de massas LTQ-Orbitrap Elite. Os dados obtidos revelam 63 proteinas diferenciais, 22 proteinas
detectadas somente na linhagem original e 13 somente na cultura CSI. Dessas 63 diferenciais,
59 apresentaram uma regulacao negativa na cultura CSI e 4 tiveram regulagdo positiva. Os
resultados sugerem diferencas na expressdo de proteinas que levaram a uma viabilidade das

culturas CSI mesmo apos exposi¢ao aos antimicrobianos.
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