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RESUMO

A resisténcia bacteriana € um desafio global critico, ameacando a eficacia dos
tratamentos antimicrobianos e aumentando o risco de infec¢des graves e letais. Os
principais tipos de resisténcia bacteriana sdo: Resisténcia adquirida, resisténcia
induzida e resisténcia adaptativa. Pesquisas recentes realizadas pelo Laboratério de
Genética de Microrganismos demonstraram que a suplementacdo do meio com
cisteina aumenta a resisténcia da bactéria Lactobacillus vini & eritromicina. Dessa
forma, o trabalho teve como objetivo determinar o efeito da suplementacdo com
aminoécidos sobre a acao de antibidticos inibidores de sintese proteica mais utilizados
no tratamento clinico de infeccBes causados bactérias Gram positivas e Gram
negativas de infec¢des hospitalares. Os experimentos envolveram 8 isolados clinicos
sendo Acinetobacter baumannii, Salmonella enterica, Shigella dysenteriae, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Gram negativas e Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecalis, Gram positivas. A linhagem Escherichia coli ATCC 252922 foi
utilizada como controle, sendo todas provenientes do setor de Bacteriologia do ICB-
UPE. As bactérias foram estocadas e reativadas em meio LB, sendo incubadas a
37°C. Os antibidticos utilizados foram eritromicina na faixa de concentragcdo entre
1ug/mL e 256ug/mL e canamicina e cloranfenicol na faixa entre 1ug/mL e 1024ug/mL.
A determinacéo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) foi determinada pela técnica
de microdiluigdo em caldo com meio LB suplementado ou ndo com um dos 20
aminoéacidos e cada um dos 3 antibiéticos em diferentes concentracées. Em geral, os
valores de CIM para Cloranfenicol foram aumentados entre 2 a 4 vezes para as
linhagens Escherichia coli ATCC 252922, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis, enquanto o isolado Shigella dysenteriae exibiu uma
reducado de 2 vezes na CIM com a suplementacdo de boa parte dos aminoacidos. A
suplementacdo com aminoacidos teve um impacto variavel na CIM com o antibiético
Canamicina em diferentes isolados bacterianos, sendo a Pseudomonas aeruginosa
mais afetada, no qual a suplementacdo com todos os aminoacidos resultaram em um
aumento de 2 vezes na CIM. No entanto, o Staphylococcus aureus e Acinetobacter
baumannii ndo apresentaram alteracfes significativas. Para a Eritromicina, a adi¢ao
de aminoacidos aumentou a CIM na maioria dos isolados, com destaque para
Escherichia coli e Acinetobacter baumannii, onde ocorreu um aumento de 2 a 4 vezes
na CIM. Shigella dysenteriae teve efeitos semelhantes ao cloranfenicol, com a maioria
dos aminoéacidos diminuindo a CIM em 2 vezes. O acido aspartico ocasionou em um
maior impacto na Pseudomonas aeruginosa ocasionando em um aumento de 4 vezes.
Esses resultados ressaltam a importancia dos aminoacidos na modulacdo da
resisténcia bacteriana a antibioticos, sugerindo que a presenca desses compostos
pode alterar a eficacia dos tratamentos. A pesquisa evidencia a necessidade de mais
estudos para entender completamente como 0s aminoacidos influenciam a
resisténcia, especialmente em contextos clinicos e hospitalares.

Palavras-chave: : Resisténcia. Antibidticos. Aminoacidos. Inovacao Terapéutica.
Concentracdo Minima Inibitéria.
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ABSTRACT

Bacterial resistance is a critical global challenge, threatening the effectiveness of
antimicrobial treatments and increasing the risk of severe and lethal infections. The
main types of bacterial resistance are acquired resistance, induced resistance, and
adaptive resistance. Recent research conducted by the Microorganism Genetics
Laboratory demonstrated that cysteine supplementation enhances the resistance of
Lactobacillus vini to erythromycin. Thus, this study aimed to determine the effect of
amino acid supplementation on the action of protein synthesis-inhibiting antibiotics
most commonly used in clinical treatment of infections caused by Gram-positive and
Gram-negative bacteria in hospital settings. The experiments involved eight clinical
isolates: Acinetobacter baumannii, Salmonella enterica, Shigella dysenteriae,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa (Gram-negative bacteria), and
Staphylococcus aureus and Enterococcus faecalis (Gram-positive bacteria). The
Escherichia coli ATCC 252922 strain was used as a control, and all isolates were
obtained from the Bacteriology Department at ICB-UPE. The bacteria were stored and
reactivated in LB medium and incubated at 37°C. The antibiotics used were
erythromycin at concentrations ranging from 1 pg/mL to 256 ug/mL, and kanamycin
and chloramphenicol at concentrations ranging from 1 ug/mL to 1024 pg/mL. The
determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) was performed using the
broth microdilution technique in LB medium, supplemented or not with one of the 20
amino acids, and each of the three antibiotics at different concentrations. In general,
MIC values for chloramphenicol increased 2- to 4-fold for Escherichia coli ATCC
252922, Acinetobacter baumannii, Staphylococcus aureus, and Enterococcus
faecalis, while the Shigella dysenteriae isolate exhibited a 2-fold reduction in MIC with
supplementation of most amino acids. Amino acid supplementation had a variable
impact on MIC with the antibiotic kanamycin in different bacterial isolates, with
Pseudomonas aeruginosa being the most affected, where supplementation with all
amino acids resulted in a 2-fold increase in MIC. However, Staphylococcus aureus and
Acinetobacter baumannii showed no significant changes. For erythromycin, the
addition of amino acids increased MIC in most isolates, particularly for Escherichia coli
and Acinetobacter baumannii, where a 2- to 4-fold increase in MIC was observed.
Shigella dysenteriae exhibited effects similar to those observed with chloramphenicol,
with most amino acids reducing MIC by 2-fold. Aspartic acid had the most significant
impact on Pseudomonas aeruginosa, causing a 4-fold increase in MIC. These results
highlight the importance of amino acids in modulating bacterial resistance to
antibiotics, suggesting that the presence of these compounds can alter treatment
efficacy. The research underscores the need for further studies to fully understand how
amino acids influence resistance, especially in clinical and hospital contexts.

Key words: Resistance. Antibiotics. Amino acids. Therapeutic innovation. Minimum
inhibitory concentration.
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1 Introducéo

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é um desafio ao mundo atual que coloca
em risco diversos pacientes portadores de infeccdes e que necessitam da
administracdo de antibiotico para tratamento, sendo assim, um dos desafios mais
complexos enfrentados pela comunidade médica e cientifica atualmente
(SPELLBERG et al., 2013). Nesse cenério critico, estudos recentes realizados pelo
grupo de pesquisa do Laboratorio de Microrganismos tém investigado a influéncia de
fatores, como a suplementacdo de aminoacidos, sobre a resisténcia bacteriana aos
antibioticos. Pesquisas indicam que a adicdo de alguns aminoacidos ao meio de
cultivo bacteriano pode modular a sensibilidade das bactérias aumentando ou
diminuindo sua resisténcia (MENDONCA et al., 2019; SILVA et al., 2021). Esses
achados sugerem que os aminoacidos podem desempenhar um papel bastante
significativo na resisténcia adaptativa, uma vez que impacta diretamente a eficacia
dos tratamentos com antibioticos. A partir dos fatos apresentados acima, foi
necessario aprofundar a investigagdo do possivel efeito que a presenca de
aminodacidos possa ter sobre o fendbmeno de resisténcia bacteriana a antibioticos, seja
no contexto industrial, como no contexto da salde publica como interferéncia sobre a
terapéutica associada ao combate as infec¢des hospitalares.

Entre os antibiéticos utilizados no combate a infeccbes bacterianas estdo os
que inibem a sintese proteica. Eles sdo uma classe de antibiéticos que atuam inibindo
a sintese de proteinas nas células bacterianas, interferindo no processo de traducao
do RNA mensageiro em proteinas, que é fundamental para o crescimento e a
sobrevivéncia das bactérias. Esses antibidticos, como o0s aminoglicosideos,
macrolideos e cloranfenicol, desempenham um papel crucial na interrupcdo da
células patogénicas (WILSON, 2014). Porém, vale ressaltar, que o uso indiscriminado
e prolongado desses antibidticos tem contribuido para o surgimento de cepas

bacterianas resistentes.

Os mecanismos de resisténcia, como a inativacao enzimatica dos antibiéticos,
a modificacdo dos alvos moleculares e o uso de bombas de efluxo, tém sido bastante

estudados (BARAN et al., 2023). Além disso, a resisténcia adaptativa que € muitas
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vezes causada por fatores ambientais, ocasiona em um nivel ainda maior de
complexidade no cenario da resisténcia bacteriana (BAHAROGLU & MAZEL, 2014).

A partir dos dados ja obtidos nos projetos anteriores, € possivel inferir que a
suplementacdo do meio com aminoacidos interfira na ligacao desses antibiéticos com
o sitio alvo no ribossomo, seja diretamente, seja na forma de excesso de aminoacil-
tRNA que produzem. Assim, é necessario entender e propor mecanismos gerais
sobre a acdo de mecanismos metabdlicos que interferem na resisténcia a esse tipo

de antibidtico que trabalham em paralelo aos mecanismos classicos de resisténcia.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ANTIBIOTICOS QUE INIBEM A SINTESE DE PROTEINAS

Os antibidticos que inibem a sintese de proteinas bacterianas tém um papel
crucial para a terapéutica antimicrobiana para tratamento de varias infeccfes. Esses
antibiéticos atuam nos ribossomos bacterianos e interrompem tradug¢éo das moléculas
de RNA mensageiro, levando a inibicdo do crescimento das bactérias (Figura 1). Os
aminoglicosideos, macrolideos, tetraciclinas, lincosamidas e oxazolidinonas séo
exemplos dessa classe de antibioticos (WILSON, 2014).

Os macrolideos sdo uma classe importante de antibidticos amplamente
utilizados no tratamento de infec¢des respiratérias e de pele, sendo conhecidos por
sua eficacia contra bactérias Gram positivas e algumas Gram negativas, além de
patdgenos intracelulares (GOLKAR et al., 2018). Eles se ligam irreversivelmente a
um local na subunidade 50S do ribossoma bacteriano, inibindo, assim, etapas de
translocacdo na sintese de proteinas e transpeptizacdo. A resisténcia aos
macrolideos vem cada vez mais se tornando uma forte preocupacao, em especial,
entre os patodgenos respiratérios e ao Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA). Os seus mecanismos de resisténcia sdo divididos na modificacdo do alvo
ribossomal, bombas de efluxo e inativacdo enzimatica (LECLERCQ, 2002).

Os aminoglicosideos sd@o outra classe de antibiéticos também usados no
tratamento de infeccBes. Eles sdo geralmente usados em infeccdes causadas por
bactérias gram negativas, tais como Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli. A
canamicina, gentamicina, estreptomicina e amicacina sdo exemplos desta classe de
antibioticos. Esses antibioticos possuem um efeito bactericida rapido e por isso sao
bastante utilizados no combate as infecgbes severas em ambiente hospitalar e nos
casos de sepse (MAGILL et al., 2021). Essas moléculas se difundem através de canais
porina na membrana externa de microrganismos vulneraveis e se ligam a subunidade
ribossomal 30S, inibindo a formacao do aparelho ribossomal funcional (WHALEN et
al., 2016).

Os mecanismos de resisténcia a esses antibiéticos incluem a expulsdo por
bomba de efluxo, a diminuicdo da captacdo e a modificacdo e inativacao por sintese
de enzimas associadas a plasmideos (RAMIREZ & TOLMASKY, 2017).
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Por fim, temos cloranfenicol, que é um antibiotico de amplo espectro, mas que
é utilizado apenas para infec¢des de alto risco, para as quais nao existe tratamento
alternativo. Como mecanismo de acdo, essa molécula se liga a subunidade
ribossomal 50S bacteriana de forma reversivel para inibir a sintese de proteinas na
reacao de peptidiltransferase. O mais comum dos varios mecanismos de resisténcia
€ a producédo de enzimas bacterianas que vao inativa-lo ao acetilar sua molécula,

impedindo assim que se ligue ao ribossomo (DRAGO, 2019).

Figura 1: Mecanismos de agéo de varios inibidores de sintese proteica.
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Fonte: WHALEN et al., 2016

2.2 RESISTENCIA ADQUIRIDA

O termo resisténcia adquirida se refere ao fenbmeno das bactérias de
sobreviver e proliferar na presenca dos antibioticos pela fixacdo de mutacfes ou

aquisicao de genes cujos produtos atuem na inibicdo da acédo dos antibioticos. Esse
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tipo de resisténcia pode ser ocasionado por mudancas no genoma bacteriano que vao
consistir em mutacfes em genes direcionados a antibiéticos ou na aquisicdo de DNA
exogeno que vai conferir resisténcia transferida horizontalmente por plasmideos,
bacteri6fagos, transposons ou outros elementos genéticos moveis (BARAN et al.,
2023).

A resisténcia bacteriana adquirida vem causando cada vez mais implicacdes
para a saude publica, uma vez que ela limita as op¢fes de tratamento e aumenta a
mortalidade associada a infec¢Bes bacterianas. A rdpida disseminacao de genes de
resisténcia entre diferentes as espécies que séao facilitadas pelo uso inadequado de
antibioticos acaba contribuindo para a emergéncia de cepas multirresistentes. 1sso
torna bastante urgente o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas e a
ampliacdo de conhecimento para que as pessoas possam ter um uso mais consciente
de antibidticos (DAVIES & DAVIES, 2010).

Entre os principais mecanismos de resisténcia adquirida estdo a inativacao de
antibidticos por enzimas bacterianas, a modificacdo do alvo do antibidtico, a
diminuicdo da permeabilidade da membrana bacteriana e o uso de bombas de efluxo
(BARAN et al., 2023).

Figura 2: Visao geral dos principais mecanismos de resisténcia
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2.2.1 Inativacao de Antibidticos por Enzimas Bacterianas

A inativagdo enzimatica de antibioticos ocorre por hidrélise, transferéncia de
grupo funcionais ou processos de oxirredugcéo (BLAIR et al.,, 2015). Um exemplo
comum sao as enzimas chamadas de (3-lactamases que hidrolisam o anel B-lactamico
de antibidticos como penicilinas e cefalosporinas, neutralizando sua eficacia (Figura
3). A evolugao das B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) ampliou ainda mais
0 problema, tendo em vista que tornou bactérias como Escherichia coli e Klebsiella
pneumoniae resistentes a uma variedade de antibioticos B-lactamicos (PATERSON et
al., 2005). Além das B-lactamases, outras enzimas, incluindo as aminoglicosideo-
modificadoras, sao responsaveis pela inativacdo dos antibiéticos aminoglicosideos
por meio de processos como fosforilagdo, adenilacdo ou acetilacdo, impedindo que
esses medicamentos se liguem aos ribossomos bacterianos (WRIGH., 2005). As
aminoglicosideos fosfotransferases (APHs) sdo muito relevantes para resisténcia
clinica aos aminoglicosideos pelos organismos gram positivos como Staphylococcus
e Enterococcus. Atuam catalisando a transferéncia de um grupo fosforil do ATP para
uma das hidroxilas presente no aminoglicosideos (JANA et al., 2006). O processo de
adenilcdo envolve a adicdo de um grupo adenil (AMP) para a hidroxila da molécula do
aminoglicosideo, inativando-o. As enzimas responsaveis por essa modificacdo sao
conhecidas como aminoglicosideo adeniltransferases (ANTS) e sdo codificadas por
genes frequentemente localizados em elementos genéticos moveis, como plasmideos
e transposons, o que facilita a disseminacao da resisténcia entre diferentes espécies
bacterianas, incluindo Escherichia coli, Salmonella spp, Pseudomonas aeruginosa e
Klebsiella pneumoniae (JAIMEE et al., 2016). A acetilacdo € um mecanismo no qual
as enzimas bacterianas conhecidas como N-acetiltransferases (AACs) transferem um
grupo acetil do acetil-COA para os grupos amino (-NH2) do aminoglicosideo e como
consequéncia ha modificacdo da sua estrutura quimica, impedindo a sua capacidade
de se ligar ao ribossomo e inibir a sintese de proteinas (KAPOOR et al., 2017). Os
genes que codificam essas enzimas estao localizados principalmente em plasmideos,
integrons, transposons ou em genes, que juntos irdo promover sua disseminagao

pelas populacdes bacterianas (LABBY et al., 2013).

Da mesma forma, a resisténcia microbiana aos macrolideos pode resultar da

7z

inativacdo enzimatica da molécula antibidtica, que é impulsionada por esterases,
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como EreA, EreA2, EreB, EreC e EreD (LABBY et al.,, 2013). Essas enzimas
hidrolisam o anel de lactona do macrolideo. A ocorréncia de EreA e EreA2 é descrita
em muitas cepas clinicas patogénicas, incluindo Salmonella enterica néo tifoide,
Pseudomonas spp. , Vibrio cholera e Klebsiella spp. (GOLKAR et al., 2018). Além
disso, a inibicdo da atividade antibacteriana dos macrolideos pelos anéis de lactona
podem ser consequéncia de sua modificacéo estrutural, envolvendo a fosforilacdo do
grupo hidroxila localizado no &tomo C5 da fragdo antibidtica desosamina. Até o
momento, 15 macrolideos fosfotransferases foram descritos, nos quais séo
codificados por genes localizados no cromossomo e sua ocorréncia € confirmada em
muitas espécies bacterianas como Staphylococcus e Escherichia coli (GOLKAR et
al., 2018).

Figura 3: Representacdo da inativagdo enzimatica de antibidticos por meio de (1) hidrélise,

(2) transferéncia de grupo e (3) processo redox.
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2.2.2 Modificacdo do Alvo do Antibiotico

O processo de modificacdo do alvo do antibiético ocorre quando mutacdes
modificam a estrutura das proteinas alvo e impede seu reconhecimento pelo
antibiotico (WILSON, 2014). Um exemplo disso é a resisténcia a meticilina (MRSA)
em Staphylococcus aureus pela aquisicdo do gene mecA, que codifica uma forma
alterada da proteina de ligacdo a penicilina (PBP2a), com baixa afinidade por
antibidticos B-lactamicos (LAKHUNDI et al., 2018). Outro exemplo importante séo as
mutacBes que ocorrem na resisténcia as quinolonas, sendo as principais ocorrendo
nos genes gyrA e parC. Essas mutacdes promovem a remodelagdo da estrutura
quimica das enzimas DNA girasse e topoisomerase |V, respectivamente, com a
alteracdo dos sitios de ligacdo e reducdo da afinidade das quinolonas, permitindo
assim a replicacdo do DNA mesmo na presenca do antibiético (HOOPER et al., 2015).

Além disso, em bactérias como Streptococcus pneumoniae, a resisténcia aos
macrolideos ocorre por meio de mutagdes no RNA ribossémico ou em proteinas
ribossomais, que alteram o local de ligagdo dos antibiéticos, impedindo sua acgéo
inibitéria na sintese proteica (LI et al., 2023). Este mecanismo de modificacdo do alvo
€ muito eficiente e permite que as bactérias continuem suas fun¢des vitais enquanto

evitam a acao dos antibiéticos.

2.2.3 Diminuigao da Permeabilidade da Membrana Bacteriana

A alteracdo da permeabilidade da membrana € um mecanismo que envolve
mudancas na composicdo ou na estrutura da membrana celular, isso ira reduzir a
entrada de antibidticos na células e dessa forma, diminuindo sua eficacia
(SPELLBERG et al., 2013). Esse mecanismo é comum em bactérias Gram negativas
porque a estrutura de sua parede celular permite maior regulacdo da penetracao da
substancia na célula quando comparado as bactérias Gram-positivas (GARNEAU-
TSODIKOVA et al., 2016). Isso pode ocorrer através da modificacdo de porinas, que
sdo proteinas presentes na membrana externa de bactérias gram-negativas. Elas
formam canais por onde os antibidticos entram. Assim, as bactérias limitam a
guantidade de antibidtico que vai penetrar na célula e como consequéncia disso, o
tratamento acaba se tornando menos eficaz (DELCOUR., 2009). Temos como

exemplo a resisténcia aos carbapenémicos em bactérias gram-negativas, como
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Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. Essas bactérias podem
diminuir a expressdo de porinas especificas, como OprD em Pseudomonas
aeruginosa, essencial para a entrada de imipenem, um carbapenémico, assim, a
reducdo ou perda dessa porina leva a uma resisténcia significativa ao antibiotico
(POOLE, 2011). Além das porinas, as bactérias podem alterar a permeabilidade
através de modificacbes na composicdo lipidica da membrana. Bactérias gram-
positivas, como Staphylococcus aureus, podem aumentar a producdo de &cidos
teicoicos e lipoteicoicos e isso acaba fortalecendo a barreira celular e reduzindo a
entrada de antibiéticos como vancomicina e pode ser muitas vezes complementada

por outros mecanismos, como a ativacdo de bombas de efluxo (LI et al., 2015).

2.2.4 Uso de Bombas de Efluxo

As bombas de efluxo expelem o antibiético, ou seja, jogam-no de volta para
fora da célula em direcdo ao meio extracelular e isso diminui a concentragdo
intracelular do farmaco, ndo permitindo atingir niveis letais, o que faz com as que as
bactérias sobrevivam aos antibidticos presentes (BLAIR et al., 2015). Desde sua
descoberta, varias bombas de efluxo foram identificadas, sendo a RND ( Resisténcia-
No6dulo-Divisdo) considerada a principal familia, que ird contribuir para a resisténcia
principalmente por bactérias gram-negativas, como por exemplo a Pseudomonas
aeruginosa, no qual bomba MexAB-OprM que pertence a familia RND, é um dos
principais mecanismos de resisténcia, principalmente por infec¢cdes hospitalares. Ela
tem a capacidade de expelir antibiticos como carbapenémicos e aminoglicosideos,
contribuindo dessa forma para uma maior dificuldade para tratar infecgdes causadas
por essa bactéria (LI et al., 2015).

O emprego de bombas de efluxo é especialmente alarmante pois muitas de
suas proteinas possuem alta especificidade de substrato, o que quer dizer que uma
mesma bomba pode expelir muitos tipos de antibiodticos. Isso vai acabar resultando na
chamada resisténcia cruzada no qual a exposi¢cdo a um tipo de antibiético confere
resisténcia a aplicacdo de agentes que, sequer, foram administrados diretamente
(SUN et al., 2014). Ademais, genes que codificam essas bombas podem se transferir
horizontalmente entre bactérias de diferentes espécies, 0 que acelera a disseminacgao
da resisténcia (SCHWARZ et al., 2000).
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2.3 RESISTENCIA BACTERIANA INDUZIDA

Na resisténcia induzida, as bactérias vdo desenvolver a capacidade de se
tornarem resistentes devido alguma exposi¢éo prolongada a antibiéticos como um tipo
de processo de adaptacdo bacteriana. Esse processo de adaptacédo tem sido muito
relevante nos casos de tratamentos prolongados com antibioticos, nos quais as
bactérias originalmente sensiveis acabam desenvolvendo resisténcia devido as
expressodes induzida de genes direta ou indiretamente relacionados com a resisténcia,
além da inducao de mecanismos celulares ndo genéticos (DAVIES & DAVIES., 2010).
O conceito se torna crucial para a compreensdo de como as bactérias conseguem
sobreviver em ambientes onde os antibidticos sdo amplamente utilizados, como
hospitais (RAMIREZ et al., 2017). Um exemplo da resisténcia induzida € a
superexpressao de bombas de efluxo RND (Resistance-Nodulation-Division) em P.
aeruginosa exposta a concentragcdes subinibitérias de fluoroquinolonas,
especialmente os sistema MexAB-OprM (BUSH et al., 2020). Essas bombas
exportam o antibidtico para fora da célula, reduzindo sua concentracao intracelular e
a eficacia do tratamento (POOLE, 2011). Dessa forma, 0 mecanismo permite que a
bactéria sobreviva em ambientes onde o antibibtico esta presente, mas ndo em niveis
suficientes para erradica-la completamente. A exposi¢do prolongada de E. coli ao
antibiético colistina pode induzir a expressao do gene mcr-1, que codifica uma enzima
responsavel pela modificacdo do lipopolissacarideo da membrana externa, reduzindo
a afinidade da colistina pelo alvo e, consequentemente a resisténcia. Isto é
particularmente preocupante devido a importancia da colistina como antibiético de
altimo recurso na terapéutica antibacteriana (LIU et al., 2016). Portanto, esse processo
de resisténcia induzida tem implicacdes significativas na pratica clinica, pois pode

levar ao fracasso terapéutico e a necessidade de alternativas terapéuticas mais

agressivas ou de combinacéo de antibidticos (Tran et al., 2015).

2.4 RESISTENCIA BACTERIANA ADAPTATIVA

A resisténcia adaptativa aos antibiéticos é um fendmeno bastante complexo
gue ocorre quando as bactérias respondem a mudancgas em seu ambiente, resultando
em alteragBes transitorias que permitem sua sobrevivéncia na presenca dos

antibioticos (FERNANDEZ et al., 2011). Este fenébmeno é geralmente reversivel e
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induzida por gatilhos ambientais, incluindo a exposicéo a concentracdes subinibitorias
de antibidticos, alteracdes na disponibilidade de nutrientes, mudancas no pH, ou
mesmo estresse oxidativo. Essas condigbes ambientais levam a modulacdo da
expressdo génica e ativacdo de vias de sinalizacdo que permitem que as bactérias
temporariamente resistam a acdo dos antibiéticos (BAHAROGLU & MAZEL, 2014).

Mais recentemente, trabalhos relacionados com o uso de ferramentas
moleculares de modificacdo genética de L. vini comecgaram a ser utilizados pelo grupo
de pesquisa em Biologia Molecular e Engenharia Metabdlica da UFPE, em
colaboracdo com o Instituto de Agroquimica e Tecnologia de Alimentos de Valéncia,
Espanha, para gerar linhagens mutantes Uteis para estudos bioldgicos. Durante esses
experimentos, observou-se que as células de L. vini cultivadas em meio MRS
suplementado com o aminodcido cisteina tornaram-se mais resistentes a eritromicina.
Esse achado motivou um estudo mais amplo conduzido por Mendonca e
colaboradores (MENDONCA et al., 2019), que demonstrou que a cisteina ndo apenas
aumentava a resisténcia de L. vini a outros inibidores da sintese proteica, mas também
elevava a resisténcia de outras bactérias laticas amplamente utilizadas na producéo
de laticinios e como probiéticos. Dando continuidade a esses estudos, o grupo
também demonstrou um fenbmeno de modulacdo da tolerancia ao antibibtico
penicilina e monoensina A, com diferentes aminoacidos induzindo tanto a reducéo
quanto o aumento da resisténcia em cepas de bactérias laticas. Isso evidenciou que
nao apenas a cisteina, mas outros aminoacidos podem influenciar significativamente
o padrao de resisténcia dessas cepas (SILVA et al., 2021).

A resisténcia adaptativa ainda € pouco compreendida e estudos sugerem que
ela desempenha um papel crucial na resposta das bactérias a antibioticos e outros
estresses, mas os detalhes moleculares e regulatérios ainda necessitam de maios
estudos (LEVIN-REISMAN et al., 2017).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o efeito da suplementacdo com aminoacidos sobre a acédo de
antibioticos inibidores de sintese proteica mais utilizados no tratamento clinico de
infeccbes causados bactérias Gram positivas e Gram negativas de infeccdes

hospitalares

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar possiveis variagdes causadas por cada um dos 20 aminoacidos nos
valores de CIM para os antibiéticos mais utilizados para tratamento clinico em
bactérias Gram positivas de infec¢bes hospitalares.

e Determinar possiveis variacdes causadas por cada um dos 20 aminoacidos nos
valores de CIM para os antibiéticos mais utilizados para tratamento clinico de

infec¢des hospitalares por bactérias Gram negativas.
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4 METODOLOGIA

4.1 MICRORGANISMOS E CONDIGCOES DE CULTIVO

Os isolados clinicos de Acinetobacter baumannii, Salmonella enterica, Shigella
dysenteriae, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis foram provenientes do setor de Bacteriologia do ICB-
UPE e a linhagem de Escherichia coli ATCC 252922 foi utilizada como espécie
controle. As bactérias foram estocadas a -80°C no Laboratério Central do Centro de
Biociéncias da UFPE em meio de cultura Luria Bertani (LB) com adicdo de 15%
glicerol. Todas as espécies foram reativadas em duplicata biolégica em meio LB sélido
e incubadas por 18-24 horas a 37°C. Posteriormente, foi realizado o in6culo das cepas
em 5ml de meio LB liquido e foram incubados na estufa bacteriologica por 18-24 horas
a 37°C.

4.2 ANTIBIOTICOS E AMINOACIDOS UTILIZADOS

Os antibioticos utilizados neste trabalho foram a eritromicina, canamicina e o
cloranfenicol, todos inibidores da sintese proteica. As faixas de concentracao
empregadas nos experimentos de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) para o
Cloranfenicol e a Canamicina foram de 1ug/mL a 1024ug/mL, e para a Eritromicina,
de 1ug/mL a 256ug/mL.

Para os ensaios com suplementacdo, foram selecionados 0s seguintes
aminoécidos (Sigma Aldrich): Valina (VAL), Leucina (LEU), Isoleucina (ILE), Alanina
(ALA), Arginina (ARG), Glutamina (GLN), Lisina (LYS), Acido Aspartico (ASP), Prolina
(PRO), Histidina (HIS), Fenilalanina (PHE), Tirosina (TYR), Triptofano (TRP), Treonina
(THR), Asparagina (ASN), Serina (SER), Glutamato (GLU), Glicina (GLY), Metionina
(MET) e Cisteina (CYS). E importante enfatizar que todos esses aminoacidos foram
adicionados ao meio LB para a concentracdo final de 40 mmol/L. Os meios foram
preparados com o pH ajustado para 7,0, utilizando NaOH 10N e HCI 30%, conforme
necessario. Ap0s o ajuste, os meios passaram pelo processo de esterilizacdo por

autoclavacéao.
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4.3 DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO MINIMA INIBITORIA (CIM)

Os experimentos foram realizados pela técnica de microdiluicdo em caldo
(CLSI, 2018). Para o preenchimento das placas controle (sem aminoécidos) foram
adicionados em todos os pogos da placa de microtitulacdo 100uL da solugédo contendo
meio LB com o antibidtico, no qual essas solu¢des foram preparadas em intervalos de
concentracbes entre 1ug/mL e 256ug/mL para eritromicina e entre 1ug/mL a
1024pg/mL para cloranfenicol e canamicina. Posteriormente, foram adicionados em
cada poco da placa mais 100uL da solugdo contendo meio LB com o indculo
bacteriano mensurado na densidade o6ptica (DO) de 600 nm e ajustado para 0,001.
Para os testes com suplementacdo dos aminoacidos foi utilizado o mesmo método,
porém com o0 meio LB j& suplementado com cada um dos aminoacidos na
concentracdo final de 40 mmol/L. Ao final dos experimentos, as placas foram
incubadas a 37°C por 18-24 horas e em seguida foi realizada a leitura dos resultados
em um leitor de microplacas (Synergy HT) com a absorbancia de 600nm. Todos os
experimentos foram realizados em duplicatas biologicas e em triplicata técnica.

Os experimentos foram considerados validos apenas quando a CIM da
espécie controle se manteve na faixa de 1 ug/mL a 8 ug/mL para cloranfenicol e 1
pMg/mL a 4 uyg/mL para canamicina, conforme os valores preconizados pelo Clinical &
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). No entanto, € importante destacar que
ainda ndo existem dados preconizados pelo CLSI para os valores de CIM da
eritromicina nesse contexto. O valor da CIM no meio LB sem suplementacdo com os
aminoéacidos foram utilizados para relativizar os valores das CIMs obtidas em cada

meio suplementado para cada espécie.
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Figura 4: Determinag&o da Concentracdo Minima Inibitéria (CIM)
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5 RESULTADOS

5.1 ANTIBIOTICO CLORANFENICOL

Os resultados da CIM do antibiético cloranfenicol com ou sem a suplementacao
com aminoacidos estdo apresentados na tabela 1.

A linhagem E. coli ATCC 252922 e os isolados hospitalares Acinetobacter
baumannii, S. aureus e. faecalis foram 0s que apresentaram uma maior sensibilidade
com o0 meio suplementado com os aminoacidos, predominando o aumento da
tolerancia, com aumento de 2 a 4 vezes no valor da CIM. Para E. coli ATCC 252922,
os aminoacidos valina, leucina, isoleucina, alanina, asparagina, glutamato, glicina,
metionina e cisteina aumentaram em 2 vezes no valor da CIM; jA os amino&cidos
arginina, glutamina, lisina, acido aspartico, prolina, histidina, fenilalanina, tirosina,
triptofano e serina aumentaram em 4 vezes o valor da CIM. Para o isolado de
Acinetobacter baumannii, os aminoacidos isoleucina, histidina e fenilalanina induziram
aumento de 2 vezes no valor da CIM enquanto que os aminoacidos valina, leucina,
alanina, glutamina, lisina, acido aspartico, prolina, tirosina, asparagina, serina,
glutamato, glicina, metionina e cisteina aumentaram ainda mais a resisténcia
bacteriana (4 vezes na CIM). Por outro lado, o aminoéacido triptofano foi responsavel
pela diminuicéo de 2 vezes no valor da CIM, potencializando o efeito do cloranfenicol
para esta bactéria.

No isolado hospitalar de Shigella dysenteriae, a suplementacdo com leucina,
isoleucina, tirosina, triptofano, asparagina, serina, glutamato e glicina produziu
reducdo de 2 vezes no valor da CIM, potencializando a acéo do cloranfenicol para
esta bactéria. Por fim, ndo foi observado alteragdo na CIM para cloranfenicol pela
suplementacdo do meio com amino&cidos para os isolados de Salmonella enterica,
Klebsiella pneumoniae e P. aeruginosa.

Para a as bactérias Gram positivas S. aureus e. faecalis, a maioria dos
aminoacidos produziu aumento de 2 vezes no valor da CIM. No entanto, a
suplementacdo do meio de cultura com isoleucina, histidina, e metionina n&o afetou
o CIM para cloranfenicol para ambos os isolados. Adicionalmente, alanina, acido
aspartico, asparagina e cisteina nao alteraram o CIM para S. aureus, enquanto que

serina e treonina ndo produziram efeito em E. faecalis.
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5.2 ANTIBIOTICO CANAMICINA

Os resultados da CIM para o antibiético canamicina com ou sem a
suplementacdo com amino&cidos para os diferentes isolados estdo apresentados na
tabela 2. Assim como no antibidtico cloranfenicol, foi notorio a influéncia dos
aminoéacidos na CIM na maior parte dos isolados aumentando ou diminuindo o valor
da CIM.

No linhagem E. coli ATCC 252922 houve alteragcdo da CIM com a
suplementacdo com todos os aminoacidos, com excec¢ao da leucina. Os aminoacidos
valina, isoleucina, alanina, arginina, glutamina, acido aspartico, prolina, histidina,
fenilalanina, triptofano, treonina, asparagina, serina, glicina, metionina e cisteina foram
responsaveis pelo aumento de 2 vezes no valor da CIM, enquanto os aminoacidos
lisina, tirosina e glutamato foram responsaveis pelo aumento de 4 vezes no valor da
CIM.

O isolado Acinetobacter baumannii ndo sofreu uma grande interferéncia com a
suplementacdo dos aminoacidos nos valores da CIM, pois apenas 0s aminoacidos
valina, alanina, lisina, glutamato e metionina ocasionaram em um aumento de 2 vezes
no valor da CIM.

Em relacéo ao isolado Shigella dysenteriae, alguns aminoacidos contribuiram
para uma diminuicdo ou aumento na CIM, no qual a suplementacdo com o0s
aminoécidos valina, fenilalanina e triptofano ocasionaram em uma diminui¢cdo de 2
vezes no valor da CIM, enquanto os aminoacidos leucina, asparagina, acido aspartico,
serina, glicina e cisteina foram responsaveis pelo aumento de 2 vezes no valor da
CIM.

No isolado Salmonella enterica, o aminoacido isoleucina foi o Unico que
ocasionou em uma reducdo de 2 vezes no valor da CIM. Os aminoacidos lisina,
prolina, tirosina, serina, glutamato, arginina e metionina resultaram em um aumento
de 2 vezes no valor da CIM, enquanto a glutamina e acido aspartico levaram a um
aumento de 4 vezes.

O isolado Klebsiella pneumoniae sofreu interferéncia na sua CIM com todos 0s
aminoacidos, exceto a isoleucina e treonina. Os aminoacidos asparagina, serina,
cisteina, leucina, arginina, alanina, valina e histidina ocasionaram em um aumento de
2 vezes no valor da CIM e os demais aminoacidos acido aspartico, glutamina,

glutamato, fenilalanina, triptofano, metionina, tirosina, glicina, prolina e lisina
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ocasionaram em uma CIM para acima de 1024 ug/mL. Por fim, o isolado P. aeruginosa
foi o que sofreu interferéncia com todos os aminoacidos, no qual ambos ocasionaram
uma da CIM para acima de 1024 pg/mL.

No isolado Staphylococcus aureus a suplementagdo com os aminoacidos nao
ocasionou em nenhuma interferéncia nos valores da CIM, enquanto o isolado gram
positivo E. faecalis, a suplementacdo com a maioria dos aminoacidos influenciaram
causando um aumento de 2 a 4 vezes nos valores CIM, exceto os aminoacidos
leucina, isoleucina, alanina, tirosina e triptofano. Além disso, a suplementacédo com os

aminodcidos valina e metionina ocasionaram em uma diminuicao de 2 vezes na CIM.

5.3 ANTIBIOTICO ERITROMICINA

Os resultados da CIM do antibiético Eritromicina com ou sem a suplementacao
com aminoacidos estdo apresentados na tabela 3. A adicdo dos aminoacidos
aumentou ou diminuiu o valor da CIM na maior parte dos isolados.

A linhagem E. coli ATCC 252922 e Acinetobacter baumannii foram os que
tiveram mais interferéncia pela suplementacdo com os aminoacidos, uma vez que a
maioria sofreu influéncia, no qual em ambos houve aumento de 2 a 4 vezes no valor
da CIM. Para esta bactéria, apenas os aminoacidos isoleucina e arginina nao
ocasionaram em nenhum efeito, enquanto que para os aminoacidos isoleucina,
glutamina e lisina ndo produziram efeito para o isolado Acinetobacter spp.

As interferéncias da suplementacdo com os aminoacidos sob o isolado
Shigella dysenteriae, assemelhou-se aos resultados do antibidtico cloranfenicol
(Tabela 1), no qual a maioria dos aminoéacidos influenciaram diminuindo os valores
da CIM em 2x, com excecao dos aminoacidos leucina, arginina, glutamina, acido
aspartico, prolina e glicina.

O isolado Klebsiella pneumoniae foi o que sofreu menor interferéncia da
suplementacdo com aminoacidos, uma vez que apenas 0s aminoacidos acido
aspartico e asparagina ocasionaram em um aumento de 2 vezes na CIM.

O isolado P. aeruginosa sofreu interferéncia de aumento na CIM de 2 a 4
vezes, no qual o aminoacido acido aspartico teve a maior influéncia nesse isolado,
uma vez que ocasionou em um aumento de 4 vezes, enquanto 0s aminoacidos
leucina, isoleucina, arginina, valina, prolina, histidina, tirosina, triptofano, glutamato,

cisteina e treonina aumentaram a CIM em 2 vezes.
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Por fim, ambos os isolados gram positivos sofreram interferéncia de aumento
nos seus valores de CIM. No isolado S. aureus, os aminoacidos glutamina, histidina e
glutamato mostraram um maior aumento no valor de 8 vezes, enquanto o0s
aminoécidos valina e triptofano ocasionaram em um aumento de 4 vezes e 0S
aminoacidos fenilalanina, serina, metionina, cisteina e treonina aumentaram a CIM em
2 vezes. Ja no isolado E. faecalis, os aminoacidos valina, prolina, glutamato, glicina e
treonina ocasionaram em um aumento de 2 vezes nos valores da CIM, enquanto os
aminoécidos glutamina, acido aspartico, histidina, fenilalanina, serina e cisteina em

um aumento de 4 vezes.
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Tabela 1: Resultados da Concentracdo Minima Inibitria do antibiotico Cloranfenicol com e sem a adigdo de aminoacidos nas diferentes
bactérias Gram negativas e Gram positivas

Bactérias
Meios Escherichia Acinetobacter Shigella Salmonella Klebsiella Pseudomonas Staphylococcus Enterococcus
coli ATCC baumannii dysenteriae enterica pneumoniae aeruginosa aureus faecalis
252922
Sem 4 ug/mL 8 ug/mL 128 pug/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 2 pg/mL 16 pg/mL
aminoacidos
VAL 8 pg/mL 32 pyg/mL 128 pg/mL 16 pg/mL >1024 yg/mL  >1024 pg/mL 4 ug/mL 32 pg/mL
LEU 8 ug/mL 32 ug/mL 64 ug/mL 16 pg/mL > 1024 yg/mL > 1024 pug/mL 4 ug/mL 32 pg/mL
ILE 8 pg/mL 16 pg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 2 pg/mL 16 pg/mL
ALA 8 ug/mL 32 ug/mL 128 ug/mL 16 pg/mL >1024 yg/mL  >1024 yg/mL 2 ug/mL 32 pg/mL
ARG 16 pg/mL 32 pyg/mL 128 pg/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 4 pg/mL 32 pg/mL
GLN 16 pg/mL 32 pyg/mL 128 pg/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 4 pg/mL 32 pg/mL
LYS 16 pug/mL 32 ug/mL 128 ug/mL 16 pg/mL > 1024 yg/mL > 1024 pug/mL 4 ug/mL 32 pg/mL
ASP 16 pg/mL 32 pyg/mL 128 pg/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 2 pg/mL 16 pg/mL
PRO 16 pg/mL 32 pg/mL 128 pg/mL 16 pg/mL >1024 yg/mL > 1024 pg/mL 4 ug/mL 32 pg/mL
HIS 16 pg/mL 16 pg/mL 128 pg/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 2 pg/mL 16 pg/mL
PHE 16 pg/mL 16 pg/mL 128 pg/mL 16 pg/mL >1024 yg/mL > 1024 pg/mL 4 ug/mL 32 pyg/mL
TYR 16 pg/mL 32 pyg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 4 pg/mL 32 pyg/mL
TRP 16 pg/mL 4 yg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL >1024 yg/mL > 1024 pg/mL 4 ug/mL 32 pyg/mL
ASN 8 pg/mL 32 pyg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL >1024 pyg/mL > 1024 pg/mL 2 pg/mL 32 pg/mL
SER 16 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL >1024 yg/mL > 1024 pg/mL 4 ug/mL 16 pg/mL
GLU 8 pg/mL 32 pyg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 4 pg/mL 32 pg/mL
GLY 8 pg/mL 32 pyg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL >1024 pyg/mL > 1024 pg/mL 4 pg/mL 32 pg/mL
MET 8 yg/mL 32 yg/mL 128 pg/mL 16 pg/mL >1024 yg/mL > 1024 pg/mL 2 pg/mL 16 pg/mL
CYS 8 ug/mL 32 pyg/mL 128 pg/mL 16 pg/mL >1024 pyg/mL > 1024 pg/mL 2 pg/mL 32 pg/mL
THR 8 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 16 pg/mL >1024 yg/mL > 1024 pg/mL 4 ug/mL 16 pg/mL

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 2: Resultados da Concentracao Minima Inibitéria do antibiético Canamicina com e sem a adicao de aminoacidos nas diferentes bactérias
Gram negativas e Gram positivas

Bactérias
Meios Escherichia  Acinetobacter Shigella Salmonella Klebsiella Pseudomonas  Staphylococcus Enterococcus
coli ATCC baumannii dysenteriae enterica pneumoniae aeruginosa aureus faecalis
252922
Sem 4 ug/mL 8 ug/mL 8 ug/mL 8 ug/mL 512 pg/mL 512 pg/mL >1024 pg/mL 64 pg/mL
aminoacido
S

VAL 8 ug/mL 16 pg/mL 4 ug/mL 8 ug/mL 1024 ug/mL > 1024 ug/mL > 1024 ug/mL 32 pg/mL
LEU 4 ug/mL 8 pg/mL 16 pg/mL 8 pg/mL 1024 pg/mL > 1024 pg/mL > 1024 ug/mL 64 pg/mL

ILE 8 ug/mL 8 ug/mL 8 ug/mL 4 ug/mL 512 pg/mL > 1024 ug/mL > 1024 ug/mL 64 pg/mL
ALA 8 ug/mL 16 pg/mL 8 pg/mL 8 pg/mL 1024 pg/mL > 1024 pg/mL >1024 pg/mL 64 pg/mL
ARG 8 ug/mL 8 ug/mL 8 ug/mL 16 pg/mL 1024 ug/mL > 1024 ug/mL > 1024 pg/mL 128 ug/mL
GLN 8 ug/mL 8 pg/mL 8 pg/mL 32 pg/mL >1024 pg/mL  >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 128 pg/mL
LYS 16 pg/mL 16 pg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL  >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 128 pg/mL
ASP 8 ug/mL 8 ug/mL 16 pg/mL 32 ug/mL 1024 ug/mL > 1024 ug/mL > 1024 ug/mL 128 pg/mL
PRO 8 pg/mL 8 pg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL  >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 256 pg/mL
HIS 8 yg/mL 8 pg/mL 8 pg/mL 8 pg/mL >1024 pg/mL  >1024 pg/mL >1024 pg/mL 256 pg/mL
PHE 8 pg/mL 8 pg/mL 4 pg/mL 8 pg/mL >1024 ug/mL  >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 256 pg/mL
TYR 16 pg/mL 8 pg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL >1024 ug/mL  >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 256 pg/mL
TRP 8 yg/mL 8 pg/mL 4 pg/mL 8 pg/mL >1024 pyg/mL  >1024 pg/mL >1024 pg/mL 64 pg/mL
ASN 8 pg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL 8 pg/mL 1024 pg/mL > 1024 pg/mL > 1024 ug/mL 64 pg/mL
SER 8 yg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL 16 pg/mL 1024 pg/mL >1024 pg/mL >1024 pg/mL 256 pg/mL
GLU 16 pg/mL 16 pg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL >1024 ug/mL  >1024 pg/mL > 1024 pg/mL 256 pg/mL
GLY 8 yg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL 8 pg/mL >1024 pg/mL  >1024 pg/mL >1024 pg/mL 256 pg/mL
MET 8 yg/mL 16 pg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL >1024 pg/mL  >1024 pg/mL >1024 pg/mL 32 pg/mL
CYS 8 ug/mL 8 pg/mL 16 pg/mL 8 pg/mL 1024 pg/mL > 1024 pg/mL > 1024 pg/mL 256 pg/mL
THR 8 yg/mL 8 pg/mL 16 pg/mL 16 pg/mL 512 pg/mL >1024 pg/mL >1024 pg/mL 128 pg/mL

Fonte: Elaborado pelo autor
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Tabela 3: Resultados da Concentragdo Minima Inibitéria do antibidtico Eritromicina com e sem a adicdo de aminoécidos nas diferentes
bactérias Gram negativas e Gram positivas

Bactérias

Meios Escherichia Acinetobacter Shigella Salmonella Klebsiella Pseudomonas Staphylococcus Enterococcus

coli ATCC baumannii dysenteriae enterica pneumoniae aeruginosa aureus faecalis
29212
Sem 16 pg/mL 16 pg/mL 64 ug/mL 32 ug/mL 128 ug/mL 128 pug/mL 4 ug/mL 2 yg/mL
aminoacidos

VAL 32 pg/mL 32 ug/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 128 ug/mL 128 pg/mL 16 pg/mL 4 ug/mL
LEU 32 pg/mL 64 pg/mL 64 pg/mL 32 pg/mL 128 pg/mL 256 pg/mL 4 pg/mL 2 yg/mL
ILE 16 pg/mL 16 ug/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 128 ug/mL 256 ug/mL 4 ug/mL 2 yg/mL
ALA 32 pg/mL 32 ug/mL 32 pg/mL 32 ug/mL 128 ug/mL 128 ug/mL 4 ug/mL 2 yg/mL
ARG 16 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 32 pg/mL 128 pg/mL 256 pg/mL 4 pg/mL 2 yg/mL
GLN 64 pg/mL 16 ug/mL 64 ug/mL 32 ug/mL 128 ug/mL 128 ug/mL 32 yg/mL 8 yg/mL
LYS 32 pg/mL 16 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 4 pg/mL 2 yg/mL
ASP 32 pg/mL 64 pg/mL 64 pg/mL 64 pg/mL 256 pug/mL 512 pg/mL 4 ug/mL 8 pg/mL
PRO 32 pg/mL 32 ug/mL 64 ug/mL 64 pg/mL 128 ug/mL 256 pug/mL 4 ug/mL 4 ug/mL
HIS 32 pg/mL 64 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 128 pg/mL 256 pg/mL 32 pg/mL 8 ug/mL
PHE 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 8 pg/mL 8 ug/mL
TYR 64 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 128 pg/mL 256 pg/mL 4 yg/mL 2 yg/mL
TRP 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 128 pg/mL 256 pg/mL 16 pg/mL 2 pg/mL
ASN 64 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pyg/mL 256 pg/mL 128 pg/mL 4 pg/mL 2 pg/mL
SER 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 128 pyg/mL 128 pg/mL 8 ug/mL 8 pg/mL
GLU 32 pg/mL 64 pg/mL 32 pg/mL 32 pyg/mL 256 pg/mL 256 pg/mL 32 pg/mL 4 ug/mL
GLY 32 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 32 pyg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 4 pg/mL 4 ug/mL
MET 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 128 pg/mL 128 pg/mL 8 yg/mL 2 yg/mL
CYS 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 128 pg/mL 256 pg/mL 8 pg/mL 8 ug/mL
THR 32 pg/mL 32 pg/mL 32 pg/mL 64 pg/mL 128 pg/mL 256 pg/mL 8 pg/mL 4 pg/mL

Fonte: Elaborado pelo autor
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6 DISCUSSAO

A RAM é um fendmeno crescente e preocupante que representa um dos
maiores desafios para a satde publica global. A medida que os patégenos se tornam
resistentes aos antibioticos, a eficacia dos tratamentos acabam diminuindo e levando
a infeccOes persistentes e complicacbes graves. A resisténcia pode ocorrer por
diversos mecanismos, incluindo modifica¢cdes enzimaticas que inativam o antibiotico,
alteracdes nos alvos do antibiético, expulsdo por bomba de efluxo e modificacdo da
permeabilidade da membrana celular, o que dificulta a entrada ou promove a expulséo
do antibiético (LEPE et al., 2022). Este fenbmeno n&do apenas limita as opcdes de
tratamento disponiveis, mas também aumenta a morbidade e mortalidade associadas

a infecgdes bacterianas.

Os impactos da resisténcia bacteriana sdo amplos, abrangendo desde o
aumento dos custos com cuidados de saude até a necessidade de desenvolvimento
de novas terapias e estratégias de controle. A resisténcia também esta associada ao
aumento da duracdo das hospitalizacGes e ao uso prolongado de antibidticos, o que
pode, por sua vez, exacerbar o problema da resisténcia (BLAIR et al., 2015). Em

resposta a esses desafios, € crucial entender os fatores que contribuem para a
resisténcia e explorar novas abordagens para mitigar o problema.

Os resultados obtidos nos testes de CIM para os antibiéticos cloranfenicol,
canamicina e eritromicina mostraram que pode haver uma influéncia significativa da
suplementacdo com aminoacidos na resisténcia bacteriana, dependendo do tipo de

antibiotico, do isolado bacteriano e dos aminoacidos especificos.

Para o antibiético cloranfenicol, a suplementacdo com aminoacidos resultou em
variacdes na CIM para a maioria dos isolados, com um aumento de 2 a 4 vezes na
resisténcia em varios casos. Escherichia coli ATCC 252922, Acinetobacter baumannii,
Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, por exemplo, mostraram um aumento
na CIM com a adicdo de aminoacidos, sugerindo que esses compostos podem
modificar a estrutura ou a funcdo dos alvos do antibiético, como o ribossomo,
influenciando os mecanismos de resisténcia. Também ndo se pode descartar o fato
de que as alteracdes na CIM podem estar relacionada a adaptacdo das bactérias as
condicbes ambientais, onde os aminoacidos podem atuar como moduladores da

resisténcia.
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Em contrapartida, a variacdo na resposta observada na Shigella dysenteriae,
gue mostrou uma reducao na CIM com a suplementacdo de certos aminoacidos, e a
auséncia de efeito significativo em Salmonella enterica, Klebsiella pneumoniae e
Pseudomonas aeruginosa indicam que a resisténcia ao cloranfenicol pode ser mais

complexa e dependente do contexto especifico de cada isolado.

Para canamicina, a influéncia dos aminoé&cidos variou, resultando em um
aumento na CIM para Escherichia coli ATCC 252922 e outros isolados. Isso sugere
gue a presenca de aminoacidos pode também modificar a eficacia da canamicina de
maneira especifica para cada tipo de bactéria. Na Escherichia coli, por exemplo,
alguns aminoacidos aumentaram a CIM em até 4 vezes, indicando uma possivel
alteracdo na forma como o antibiético se liga ao ribossomo ou modifica a estrutura do
alvo. No caso de Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, a suplementacéo
com aminoéacidos também levou a um aumento significativo na CIM, que pode ser uma
possivel adaptacdo dos alvos do antibiético ou mudancas na permeabilidade da
membrana celular. Em contraste, a Acinetobacter baumannii apresentou uma
influéncia menos pronunciada, enquanto Shigella spp mostrou respostas variadas,
com alguns aminoacidos levando a um aumento e outros a uma reducédo na CIM.
Esses resultados reforcam mais uma vez a ideia de que a resisténcia bacteriana
adaptativa é bastante complexa e pode ser modulada por uma combinacao de fatores
ambientais e genéticos, além de ser influenciada pela presenca de aminoacidos que
alteram a resposta aos antibioticos.

Os resultados com eritromicina mostram um padrao semelhante, com a maioria
dos isolados apresentando um aumento na CIM devido & suplementagcdo com
aminodcidos. Escherichia coli ATCC 252922 e Acinetobacter baumannii apresentaram
aumentos significativos na CIM, o que sugere que a presenca de aminoacidos pode
influenciar a resisténcia a eritromicina de forma analoga ao cloranfenicol e canamicina.
Em contrapartida, os resultados com a Shigella dysenteriae assemelhou-se aos
resultados com o cloranfenicol, os amino&cidos causaram diminuigdo na CIM. E, por
fim, a variacdo na resposta de Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, com
aumento significativo na CIM para varios aminoacidos, indica que esses aminoacidos

podem afetar a modulacéo da resisténcia de forma significativa.

Os resultados observados nos isolados clinicos sdo consistentes com estudos

anteriores realizados pelo grupo de pesquisa. Assim como no presente estudo,
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investigacbes anteriores envolvendo Lactobacillus analisaram o efeito dos
aminoacidos na tolerancia a penicilina e a tetraciclina, revelando uma variacao
significativa na CIM (SILVA et al.,, 2021). Com base nesses achados, o presente
estudo sugere que a suplementacdo com diferentes aminodcidos tende a
principalmente aumentar a resisténcia de bactérias gram-negativas e gram-positivas
aos antibioticos que inibem a sintese proteica.

E importante notar que o impacto especifico da suplementacio de aminoacidos
na resisténcia bacteriana a antibiéticos inibidores da sintese proteica pode variar de
acordo com a espécie bacteriana, os antibioticos utilizados e os aminodacidos
utilizados. Esses resultados ressaltam a complexidade da resisténcia bacteriana e o
papel adaptativo dos aminoéacidos. E possivel que a suplementa¢ido com aminoacidos
pode levar a mudancas na expressao de proteinas envolvidas na resisténcia, alterar
a estrutura dos alvos do antibiético, ou modificar a permeabilidade da membrana
celular, contribuindo para a resisténcia adaptativa.

Estudos adicionais sdo necessarios para elucidar os mecanismos especificos
através dos quais os aminoacidos afetam a resisténcia bacteriana e para explorar
como esses compostos podem ser utilizados para modular a eficacia dos antibiéticos.
Dessa forma, € importante realizar pesquisas ainda mais amplas para entender
melhor esses mecanismos de resisténcia, tendo em vista que a area é complexa e
esta em constante evolucdo com a descoberta e a compreensdo de novos

mecanismos.
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7 CONCLUSAO

A pesquisa apresentou um estudo amplo sobre o impacto da suplementacgéo
de aminoécidos na resisténcia bacteriana, uma vez que envolveu uma variedade de
aminoacidos e antibiéticos inibidores da sintese proteica em diferentes bactérias gram
positivas e gram negativas. Os resultados mostraram que a adicdo de aminoacidos
pode ter efeitos variados na concentracdo minima inibitéria (CIM), aumentando ou
diminuindo a eficacia dos tratamentos. Entender como os aminoécidos afetam a acao
dos antibioticos pode ter implicagcdes significativas na terapéutica, especialmente em
ambientes hospitalares. Portanto, sdo necessarias pesquisas mais aprofundadas para
entender quais 0s mecanismos que 0os aminoacidos utilizam para que assim o estudo
possa afetar significativamente a terapéutica e ajudar a enfrentar o desafio mundial

da resisténcia bacteriana de forma mais eficaz.
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