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‘Antibiotic axe truly miracle drugs that have
saved countless millions of lives.
oB“t antibiotic xesistance is a critical public
health issue that is exoding the effectiveness of
antibiotics and may affect the health of each and

evety one of us.”

det’# oBauman

“Os antibioticos sdo medicamentos milagrosos

que tém salvo milhdes de vidas. Mas a
resisténcia bacteriana € um tema delicado de
salde publica que estd a diminuir a
efectividade dos antibidticos e pode afectar a

saulde de todos e que cada um de nos”

Traducgédo, Betsy Bauman
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Resumo

Este trabalho aborda como principal tema os mecanismos de resisténcia aos
antibioticos. Em primeiro lugar, refere-se as bases genéticas desta resisténcia, em que
0s genes que conferem esta resisténcia estdo contidos em plasmideos R, A
transmissao horizontal de genes por conjugacgao.

A resisténcia pode ser intrinseca, se a bactéria possuir caracteristicas estruturais ou
enzimaticas que levam a resisténcia a um determinado antibiético, ou, na maioria das
vezes, adquirida. A resisténcia adquirida refere-se a quatro grandes grupos, a
alteracao da permeabilidade ou do local de acgéo do antibiético, bombas de efluxo e o
mecanismo enzimatico da degradacao ou inactivagdo do antibidtico.

Diversas organizagfes, tanto nacionais, como o Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge, como internacionais como a OMS, tém tido um desempenho essencial
no combate a resisténcia bacteriana, nomeadamente na descricdo de estratégias. No
entanto é necessario a contribuicdo dos governantes, dos profissionais de saldde bem
como da sociedade em geral.

Palavras — Chave: bases genéticas, resisténcia bacteriana, resisténcia natural,

resisténcia adquirida e combate a resisténcia.
Abstract

The main theme of this work is the antibiotic mechanisms of resistance. First it is
referred the genetic basis of this resistance, namely R plasmids and horizontal gene
transfer by conjugation. The resistance can be either intrinsic, when the wild bacterial
strain has structural or enzymatic features that lead to resistance to a particular
antibiotic or, in most cases, acquired resistance. Acquired resistance is due to four
main reasons: the change of permeability, changes on the site of action of the
antibiotic, the efflux pumps and the mechanism of enzymatic degradation of the
antibiotic. Several organizations, either national as the National Institute of Health Dr.
Ricardo Jorge, or international as the WHO, have been playing an essential role
establishing strategies to fight against bacterial resistance. However, to achieve the
proposed goals, it is required the contribution of the governments, health professionals

and general society.

Key-word: Genetic basis, bacterial resistance, intrinsic resistance, acquired resistance

and fight against bacterial resistance.

Esta monografia ndo foi realizada de acordo com o novo acordo ortografico.
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Abreviaturas e simbolos
AAC = Acetiltransferase aminoglicosideos

ABC <= Adenosine triphosphate binding

cassette

Acil— D-Ala— D -Ala = D - Alanina—-D -

Alanina

Acil — D — Ala— D - Lac - Acil =D — Alanina

— D - Lactato

Acil — D — Ala— D - Ser = Acil - D — Alanina

— D — Serina

ADN = Acido desoxirribonucleico

APH = Fosfotransferase aminoglicosideos
ANT = Adenililtransferase aminoglicosideos
ARN = Acido ribonucleico

ARNm = Acido ribonucleico mensageiro
ARNr = Acido ribonucleico robossémico
ARNt = Acido ribonucleico de transferéncia
cAMP = Adenosina monofosfato ciclico
CAT = Acetiltransferase do cloranfenicol
CIM = Concentracdo minima inibitéria
D-Ala = D - Alanina

ESBLs <=

estendido

B-lactamases de espectro

Factor F = Factor de fertilidade

IM = Intramuscular

INSA = Instituto Nacional de Saude Doutor

Ricardo Jorge
IV = Intravenosa

MATE = Multidrug and toxic efflux
MFS = Major facilitator family
Mg*" = 140 de magnésio

MLSg <=

Macroélitos, Lincosamida e

Estreptogramina B
MRSA = Methicilin resistante S. aureus

NAD"*

adenina

= Dinucleétido de nicotinamida e

NAG = N-acetilglucosamina

NAM = Acido N-acetilmuramico

PABA = Acido para-aminobenzoéico

PBP = Proteinas de ligac&o de penicilina
RND = Resistance nodulation division family
ROS =Espécies reactivas de oxigénio

SMR = Small multidrug resistance

Tn = Transposao

UDP - glucose = Uracil-difosfato de glucose

UDP — NAM = Acido N-acetilmuramico-

fosfato
UMP = Uridina monofosfato
UTP = Uridina trifosfato

WHO <= World Health Organization
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1. Introducgédo

1.1. Abordagem geral sobre os Antibi6ticos

As infeccBes tém sido uma das principais causas de doenca ao longo da histéria da
humanidade. Com a introducdo dos antibidticos, este problema tendeu a desaparecer.
No entanto, os microrganismos tém vindo a desenvolver mecanismos de resisténcia

que tém contrariado os avancos alcancados no tratamento de infecgdes. (Geodman &

Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Tenover, 2006)

Os primeiros antibidticos eram substéncias produzidas por diversas espécies de
microrganismos que impediam o desenvolvimento de outros microrganismos. Assim o
Homem comecou a associar os antibioticos a uma forma de tratamento das doencas
infecciosas. Estes diferem uns dos outros nas suas propriedades fisicas, quimicas,
farmacolégicas, no espectro e mecanismos de acgéo, (¢o0dman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007)

Para que os antibioticos tenham um efeito eficaz € importante que a sua
concentracao, no local da infeccao, seja suficiente. Os antibidticos podem apresentar
duas fungbes distintas, a inibicdo do crescimento bacteriano através da accdo
bacteriostatica, e a destruicAo de uma populacdo bacteriana, por uma accao
bactericida. A accao bacteriostética impede o crescimento das bactérias, mantendo o
mesmo na fase estacionaria. Faey & Sabath 2013 ym hactericida actua em processos
vitais para a célula levando & morte celular, (©°°dman & Giman's, 2008; Katzung, 2007; Lago, 2011)

Os antibidticos ideais definem-se por diversas caracteristicas, tais como, alvo
selectivo, alcancar rapidamente o alvo, bactericida, espectro estreito de forma a ndo
afectar a flora sapréfita, com baixo nivel téxico e elevados niveis terapéuticos, poucas
reaccOes adversas, quer seja toxicidade ou alergia, varias vias de administracao, tais
como, oral, intravenosa (IV) e intramuscular (IM). Deve ter uma boa absor¢cédo e caso
seja administrado por via oral, ter uma boa absorcéo intestinal, boa distribuicdo no
local de infeccdo e ser um antibiético pré-hospedeiro, isto é, que ndo contraria as
defesas imunoldgicas, ndo deve induzir resisténcias e deve ter uma boa relacéo
custo/eficacia. No entanto nem todas estas caracteristicas conseguem ser obtidas,

pois a relacéo entre os antibiéticos e as bactérias ndo é linear, g 2007)



1.2. Classificacao das familias dos antibiéticos

Ao longo dos anos foram descobertos e posteriormente descritos os antibiéticos
hoje conhecidos. Desta forma foi necessario arranjar uma classificagcdo. A
classificagcdo mais comum dos antibiéticos baseia-se no seu mecanismo de accao.
Assim s&o descritos cinco mecanismos de acgao, tal como representado na figura 1 :

X Inibicdo da sintese da parede celular;

Inibicdo da sintese ou dano da membrana citoplasmaética;

¥

Inibicdo da sintese proteica nos ribossomas;

¥

Alteracfes na sintese dos acidos nucleicos;
S (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008;

¥

Alteracdo de metabolismos celulare
Katzung, 2007; Tenover, 2006)

Bactimicos Polimixines
Glicopeptidecs Daptoimicing
[ / Parede Celuss
= S . _ Mberricana Cahilas
i e -
& __-‘-.‘ F -
- e L Proteina
_ e 3
Aminogliconidacs
™ SR Tetraciclinns
 f el Gilciloiclings
§RMAM | soi  os Macrolideos
L= F _ﬁii?s_i/;ﬂ:: : Estroptograminas
5 y : Cloranfenicol
P = Lincosaminoss
B %

| «
PABA = Acido Parasminchenzcico \
OMF = Dihicsrotalata Cazolidinanas

THF = Tairahidrcfalato

ONA= Acido Desgriribonucheon

RMAm=Azco Ribenuckiico Mensagero Quinoloness
RiAl=Acido Riboncckisso Transpotmion Mitrolmidazdiicos
AMAAsca Ribonuchios Ribossbmiss

Figura 1 - Esquema representativo dos diversos mecanismos de acc¢éo dos diversos
antibioticos. ANVSA 2007

1.2.1. Antibioticos que inibem a sintese da parede  celular

Para a sobrevivéncia de qualquer bactéria é essencial manter a integridade da
parede celular, sendo importante referir que a parede celular das bactérias Gram
positivas e das bactérias Gram negativas é diferente, como se pode visualizar na
figura 2. A parede celular é suficientemente flexivel em virtude da sua estrutura
entrelacada do seu principal constituinte, o peptidoglicano, com o alto indice de
Iigagées cruzadas. (Goodman & Gilman's, 2008)

A primeira fase da sintese do peptidoglicano ocorre no citoplasma, onde a
glicosamina é convertida a &cido N-acetiimuramico (NAM). De seguida, o NAM &
activado através da reaccdo com a uridina trifosfato (UTP) de forma a produzir o &cido

N-acetilmuramico-fosfato (UDP-NAM). Posteriormente, o NAM passa por varias etapas

2



Gram positiva Acido lipoteicoico Gram ne

"‘.‘Cl,qo | Lipossacarideos B Cama@g de
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Peptidaglicano
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" Peptidoglicano
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periplasmaético
Membrana
celular

Lipoproteinas

Proteina

Membrana membranar

celular
Proteina
membranar

Figura 2 - llustracdo da parece celular das bactérias Gram positiva e Gram negativa. © 2°*

enzimaticas e € transformado em UDP-NAM-pentapeptideo. Este liga-se ao
bactoprenol, presente na membrana citoplasmética, por ligacao pirofosfato e libertacdo
de uma uridina monofosfato (UMP). A ligacdo do N-acetilglucosamina (NAG) origina o
dissacarido NAG-NAM, que é transportado para fora da célula pelo bactoprenol. O
dissacarido NAG-NAM ¢ ligado a cadeia de peptidoglicano, por ligacdo pirofosfato.
Este tipo de ligacdo permite obter energia para a accdo das enzimas transglicosilases.
O pirofosfato-bactoprenol é reconvertido em fosfobactoprenol, e por conseguinte é
reutilizado. Por ultimo, junto da membrana, as cadeias de glicanos sdo cruzadas por
ligacdo peptidica entre a amina livre do aminoacido na terceira posicdo do
pentapeptideo ou o N-terminal da cadeia ligada de pentaglicina, e a D-Alanina (D-Ala)
na quarta posicdo de uma outra cadeia peptidica, libertando a D-Ala terminal do
percursor. Estas ligagbes cruzadas sdo catalizadas pelas transpeptidases ligadas a
membrana, e as enzimas DD-carboxipeptidases removem as D-Ala que ndo reagiram
de forma a limitar a extens&o das ligacdes cruzadas. M. Rosenthal, & Pfaller, 2010)

Sao exemplo de antibidticos com accdo ao nivel da sintese do peptidoglicano os
antibiéticos B-lactamicos, a bacitracina e os glicopéptidos, como se pode verificar na
tabela 1.



Tabela 1 - Sumario dos antibiéticos inibidores da sintese da parede celular e respectivo

espectro de accao.

(Infarmed)

Inibidores da sintese d a parede celular

Penicilinas

B-Lactamicos

Cefalosporinas

Benzilpenicilina
(Penicilina G)
Fenoximetilpenicilina
(Penicilina V)

Aminopenicilina
(Amoxicilina e Ampicilina)

Isoxazolilpenicilina
(Flucloxacilina)
Ureidopenicilina

(Piperacilina, Azlocilina e
Mezlocilina)
Carboxipenicilina
(penicilinas anti-
pseudomonas)

12 Geracgéo (Cefalotina,
Cefazolina e Cefradina)

22 Geracdo (Cefoxitina,
Cefotetano e
Cefmetazole)

32 Geracdao (Ceftazidima,
Cefotaxima e
Ceftriaxona)

42 Geracéo (Cefepima)

Carbapenemes Imipenem e Meropenem
Monobactamicos Aztreonam
Bacitracina
Vancomicina

Glicopeptideos

Teicoplanina

Espiroquetas e cocos (excepto
estafilococos)
Gonococo

Haemophilus influenzae,
Escherichia coli, Proteus
mirabilis
Estafilococos produtores de
penicilinases

Bactérias Gram negativas

Pseudomonas

Bactérias Gram positivas

1 eficacia em bactérias Gram
negativas

{ eficacia em bactérias Gram
positivas

Bactérias
Gram negativas

Igual a 32 geracao, mas maior
estabilidade na presenca de
B-lactamases
Bactérias Gram positivas e
Gram negativas
Bactérias Gram negativas
aerobias
Bactérias Gram positivas

Bactérias Gram positivas

Os antibitticos B-lactamicos s&o bastante prescritos nos dias que correm, dada a

sua eficacia terapéutica e baixa toxicidade. Este grupo de antibiéticos engloba as

penicilinas, cefalosporinas, carbapenems, monobactamicos e alguns inibidores das -

lactamases. Todos estes antibiéticos contém na sua estrutura molecular um anel B-

lactamico, diferindo nas cadeias laterais, como se verifica na figura 3.

2008)
Penicilina

(s} O

COOH

R—C—NH

Cefalosporina

O

R—C—NH

oL

= cadeia lateral

COOH

Monobactamico

(Goodman & Gilman's,

Carbapenems
R
S—R
N
Q
=
SOJH OH

Figura 3 - Representagdo da estrutura quimica dos antlblotlcos B-lactdmicos, com realce no anel B-lactamico.

(Williams, 1999)



A penicilina G e V tém grande eficacia na presenca de cocos Gram positivos, em
infecgBes como a erisipeldide e a listeriose. As penicilinas resistentes as penicilinases,
como a nafcilina, sdo activas em Staphylococcus aureus, a ampicilina e outros B-
lactamicos de espectro aumentado sdo activos na presenca de bactérias Gram
negativas e, por ultimo, as penicilinas de largo espectro, como a ticarcilina e
piperacilina, sdo activas em Pseudomonas aeruginosas. (¢°°dman & Giman's, 2008; Katzung, 2007;
Merk. 2009) A5 cefalosporinas s&o classificadas por geracgdes: 12 geracéo exibe actividade
na presenca de microrganismos Gram positivos e actividade moderada na presenca
de bactérias Gram negativas; 22 geracdo tem actividade melhorada na presenca de
Gram negativos e incluem farmacos com actividade anti-anaerébica; 3% geracdo
apresenta actividade na presenca de Gram positivos e Gram negativos,
nomeadamente na presenca da familia de Enterobacteriaceae (como por exemplo,
Pseudomona aeruginosa); as cefalosporinas de 42 geracdo tém um espectro
semelhante ao das cefalosporinas de 3% porém com maior estabilidade face as [3-
lactamases. (G°cdman & Gilman's, 2008) Ery gg0sto de 2012 foi aprovado pelo Infarmed, a
comercializacdo de uma cefalosporina de 52 geracdo, a ceftarolina. Segundo o resumo
das caracteristicas do medicamento é activa em infec¢cbes por Staphylococcus aureus
meticilina resistentes e Streptococcus pneumoniae ndo susceptivel a penicilina. E
utilizada em duas situacdes clinicas, como infec¢cdes complicadas da pele e tecidos
moles e na pneumonia adquirida na comunidade. VA 2012 Infarmed)

Os inibidores da B-lactamases como o acido clavulanico, tazobactam ou sulbactam
sdo utilizados para ampliar o espectro das penicilinas na accédo de destruicdo dos
microrganismos produtores de B-lactamase. Os inibidores possuem uma estrutura
idéntica a penicilina, modificando apenas a cadeia lateral. Desta forma as -
lactamases actuam nos inibidores, de forma a deixar disponivel o antibiético para a
actuar na infeccdo em causa. Dois exemplos comuns sdo a combinacdo da
amoxicilina com o acido clavulanico, utilizado no combate a infec¢cdes do tracto
respiratorio e a piperacilina com tazobactam administrada em infec¢cdes do tracto
respiratorio inferior e vias urinarias. A piperacilina com tazobactam é administrado em
doentes imunocomprometidos, sempre em associacdo com 0os aminoglicosideos, para
a profilaxia de infeccées por estirpes de Pseudomona aeruginosa, ("amed: Ministério da Saude,
Marco de 2011) 5 carbapenemes, como o imipenem e o meropenem, sdo dos antibiéticos
B-lactamicos, que tém o espectro mais amplo. Estes dois antibioticos sdo similares na
sua acc¢do, simplesmente na formulagdo do imipenem conjuga-se a cilastatina, que &
inibidor da enzima de-hidropeptidase presente nos tubulos renais. Estes sdo activos
na presenca de bactérias da familia de Enterobacteriaceae, pseudomonas, € muitos

cocos Gram positivos. Os monobactamicos, como o aztreonam, tém actividade apenas
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em bactérias Gram negativas, como por exemplo, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, Escherichia coli, Pseudomona aeruginosa, Neisseria meningitidis, Yersinia
enterocolitica, entre outras. O aztreonam apresenta uma elevada afinidade para as
proteinas de ligacdo a penicilina (PBPs) e inibe a sintese da parece celular. A sua
estrutura é altamente resistente a hidrélise pelas -lactamases, como a penicilinase e
cefalosporinase, dai a apresentar accdo mesmo nas bactérias produtores de [3-
lactamases. (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996)

As enzimas, transpeptidases e carboxipeptidases, referidas acima sdo designadas
como proteinas de ligacdo a penicilina, pois sdo o alvo da penicilina e de outros B
lactamicos. (Neu & Gootz, 1996)

Cada bactéria possui varias PBPs, sendo que o Staphylococcus aureus tem quatro
PBPs, e a Escherichia coli tem, pelo menos sete PBPs. As afinidades das PBPs com
os diferentes antibitticos B-lactamicos divergem, no entanto as interac¢des ocorrentes
sdo covalentes. Em Escherichia coli, as PBPs com maior peso molecular, abrangem
as transpeptidases responsaveis pela sintese de peptidoglicano. As restantes PBPs
incluem as enzimas importantes para manter a forma bastonete da bactéria e para a
formacdo do septo na divisédo bacteriana. A inibicdo destas enzimas leva a formagéo
de esferoplastos e rapidamente a lise. Entretanto a inibigcdo das actividades de outras
PBPs, tais como PBP2 ou PBP3, pode causar uma de duas coisas, ou a lise ou a
formacdo de formas filamentosas longas da bactéria, respectivamente. A accéo
bactericida da penicilina inclui mecanismos liticos e néo liticos. A ruptura do equilibrio
entre a formacdo do peptidoglicano, mediada pela PBP, e a actividade hidrolitica na
mureina, induz a autdlise. Para ocorrer destruicdo nao litica, pode ser necessario a
presenca de proteinas semelhantes a holina na membrana bacteriana, que
desequilibram o potencial de membrana. (Nev & Geotz 199)

A bacitracina é um antibiético produzido pela bactéria Bacillus subtilis, que exerce
0 seu mecanismo de accdo ao bloquear a passagem do pirofosfato-bactoprenol a
fosfobactoprenol, em bactérias Gram positivas. M. Rosenthal, & Pfaller, 2010; Neu & Gootz, 1996)

O glicopéptido triciclico, como a vancomicina é um complexo, que tem como
mecanismo de accao a inibicdo da sintese da parede celular das bactérias sensiveis
por meio da sua ligacdo de alta afinidade a extremidade terminal D-alanil-D-alanina de
unidades percursoras da parede celular, impedindo o alongamento do peptidoglicano e
a ligacao cruzada. A vancomicina é utilizada em situa¢gBes de sepsis ou endocardite
causadas pelos estafilococos resistentes a meticilina, apesar de nao ser tdo efectiva
como a penicilina. Assim, tende a ser usada em associagdo com a gentamicina, em
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caso de alergia a penicilina. Também € recomendada, em associagdo com a



ceftriaxone, cefotaxima ou rifampicina no tratamento da meningite pneumocadcica

resistentes é_ penicilina (Katzung, 2007; Murray, Rosenthal, & Pfaller, 2010; Neu & Gootz, 1996)

1.2.2. Antibidticos que inibem a sintese da membran  a citoplasmética

Existem antibidticos que conseguem desorganizar a membrana citoplasmatica,
podendo ser agentes anibes, catides ou neutros. Os polimixinas sdo disto exemplo, tal

como referenciado na tabela 2.

Tabela 2 - Sumario dos antibiéticos inibidores da sintese da membrana citoplasmatica e
respectivo espectro de acggo. "M

Inibicdo da sintese da membrana citoplasmética
Pseudomona aeruginosa,
Enterobacter sp.,
Escherichia coli, Klebsiella
sp., Salmonella sp.,
Pasteurella sp., Bordetella sp.
e Shigella sp.

Polimixina C ou Colistina

Polimixinas
Polimixina E

Sao antibidticos produzidos por varias estirpes de Bacillus polymyxa, um bastonete
aerobico formador de esporos encontrados no solo. Dois exemplos bem conhecidos
sdo as polimixinas C e E. A polimixina E, também conhecida como colistina é
produzida por Bacillus colistinus. A actividade da polimixina B e colistina é semelhante
e restringem-se as bactérias Gram negativas, incluindo a Pseudomonas aeruginosa,
Enterobacter sp., Escherichia coli, Klebsiella sp., Salmonella sp., Pasteurella sp.,

(Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu &

Bordetella sp. e Shigella sp..
Gootz, 1996)

As polimixinas sdo moléculas anfipaticas tensioactivas, pois contém grupos tanto
lipofilicos como lipofobicos. Estas interagem com a molécula de polissacarideo
presente na membrana externa, retirando o célcio e magnésio necessarios a
estabilidade da mesma. A permeabilidade na membrana modifica-se imediatamente
em contacto com o fa&rmaco e a subsequente entrada de agua na célula causa a sua
destruicdo. A sensibilidade a polimixina B esta relacionada com o conteudo
fosfolipidico da parede celular. Também apresenta actividade anti-endotoxina, através

da ligacdo da polimixina B a porcao lipidica A do lipossacarideo das Gram negativas e
inactivando a endotoxina (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz,

1996)



1.2.3. Antibiéticos que inibem da sintese proteica

nos ribossomas

Os ribossomas bacterianos sdo organelos celulares constituidos por duas

subunidades, 30s e 50s, onde ocorre a ligacdo dos farmacos de forma a inibir ou

modificar a sintese proteica. (¢o°dman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007) 555 exemplo de antibiéticos

que

inibem a sintese proteica, os aminoglicosideos,

tetraciclinas, anfenicois,

macrdlitos, lincosamida e oxazolinidonas, tal como se refere na tabela 3 e figura 4 .

Tabela 3 - Sumario dos antibiéticos inibidores da sintese proteica nos ribossomas e respectivo

espectro de accao. (

Infarmed)

Inibicdo da sintese proteica nos ribossomas

Aminoglicosideos
(Estreptomicina,
Gentamicina, Canamicina e

30s Amicacina)

Tetraciclinas
(Doxiciclina)

Anfenicois
(Cloranfenicol)

Macroélitos

50s (Eritromicina e Claritromicina)

Lincosamida
(Clindamicina)

Oxazolinidonas

ARN (Linezolide)
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Bactérias Gram negativas
aerobias (Klebsiella sp., Serratia
sp., Enterobacter sp.,
Pseudomonas sp.) e
Staphylococcus aureus
Vibrio cholerae, Mycobacterium
leprae, Brucella sp.,
Rickettsiaceae, Chlamydia sp. e
Mycoplasma sp.

Salmonella typhi

Chlamydia sp., Mycoplasma sp.,
Legionella pneumophila,
Haemophilus influenzae,

Haemophilus ducreyi,
Campylobacter sp. e Moraxella
catarrhalis
Bactérias Gram positivas e
bactérias anaerébias
Estafilococos (incluindo os
resistentes a meticilina) e
enterococos (incluindo os
resistentes a
vancomicina)
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* Accao na Subunidade 30s

Os aminoglicosideos sdo usados no tratamento de infec¢cdes causadas por
bactérias Gram negativas aerdbias. Exemplos desta classe de antibi6ticos sdo a
gentamicina, tobramicina e amicacina usados no tratamento inicial de sépsis graves
como infecgBes nosocomiais em combinagdo com os B-lactamicos e a estreptomicina

e a canamicina indicados no tratamento da tuberculose e brucelose. Bo®: tamer &

Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996)

Os antibioticos aminoglicosideos caracterizam-se por um efeito pds- antibidtico, isto
€, a actividade bactericida permanece mesmo com a diminuicdo da concentracdo
sérica abaixo da concentragdo minima inibitéria (CIM). Estes antibidticos penetram no
interior das bactérias Gram negativas, por difuséo facilitada nas porinas presentes na
membrana externa. O local de accdo é a subunidade 30s dos ribossomas, que €
composto por vinte e uma proteinas e uma molécula 16s de ARN. O antibibtico
aminoglicosideo liga-se a proteina 12s na subunidade 30s ribossémica, o que leva a
um erro de leitura do codigo genético. A sintese proteica pode ser inibida de duas
formas diferentes, por interferéncia sobre o complexo de iniciacdo ou a leitura errénea

Y

do ARNm, que leva a incorporacdo de diferentes aminoacidos, resultando numa

protel'na néo funcional (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz,

1996)

As tetraciclinas apresentam um espectro de ac¢do amplo, que engloba a maioria
das bactérias Gram positivas e Gram negativas, quer anaerébias como aerbbias. As
tetraciclinas penetram nas bactérias Gram negativas por difusdo passiva, através de
canais hidrofilicos nas porinas da membrana externa, ou por transporte activo através
de um sistema dependente de energia, que bombeia todas as tetraciclinas através da
membrana citoplasmética. Estas inibem a sintese proteica através da sua ligacao
reversivel a subunidade 30s, impedindo o acesso do aminoacil-ARNt ao local de accao
no complexo ARNm-ribossoma. Desta forma impedem a adicdo de amino&cidos aos

péptidOS em formagéo. (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz,

1996)

* Accdo na Subunidade 50S

O cloranfenicol (classe dos anfenicéis) € um antibiético produzido pelo
Streptomyces venezuelae, que actua na inibicdo da sintese proteina nas bactérias.
Este antibidtico apresenta-se como bacteriostatico, embora tenha ac¢éo bactericida na
presenca de algumas bactérias como, Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis
e Streptococcus pneumoniae. Em menor escala também afecta as células

eucarioticas, porque o ribossoma bacteriano 50s assemelha-se bastante com o0s
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ribossomas 80s das células eucaridticas. Este penetra na bactéria por difusdo
facilitada, e actua ao nivel da subunidade 50s do ribossoma de forma reversivel.
Apesar da ligacdo do ARNt ao local de reconhecimento do coddo na subunidade 30s
ndo tenha sido atingida, o farmaco parece impedir a ligagdo da extremidade aminoacil-
ARNt ao local do receptor da subunidade ribossémica 50s. A interac¢do entre a
peptidiltransferase e 0 seu substrato aminoécido ndo pode ocorrer, levando a inibi¢cao
da ligacdo peptidica. E de referir que este antibiético é prescrito, de preferéncia, em
hospital de forma ao estado de salude do doente seja controlado, pois o cloranfenicol
apresenta uma elevada toxicidade. Por este motivo a administracdo de cloranfenicol
feita em ultimo caso, como por exemplo na brucelose em que ha resisténcia as

tetraciclinas (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996; Wolters

Kluwer Health, et al., 2012)

Os macrdlitos possuem na sua constituicdo anéis de lactona aos quais se ligam
um ou mais acucares. Deste grupo fazem parte a eritromicina, claritromicina e
azitromicina. Os macrdélitos inibem a sintese das proteinas através da sua ligacao

Y z

reversivel a subunidade 50s. A eritromicina é bacteriostatica, no entanto em
concentracdes elevadas € bactericida contra microrganismos muito sensiveis. E
bastante eficaz na presenca de cocos Gram positivos aerdbios e bacilos, sendo as
estirpes de Streptococcus pyogenes e Streptococcus pneumoniae sensiveis a este
antibiético. Esta n&o inibe directamente a formacéo das ligacdes peptidicas, mas a
etapa de translocacdo na qual a molécula peptil-ARNt recém-sintetizada move-se do
local receptor no ribossoma para o local peptidil (local aceitador). As bactérias Gram
positivas acumulam cerca de cem vezes mais eritromicina do que as Gram negativas,
pois as células sdo mais permeaveis a forma ndo — ionizada do farmaco e isso pode

explicar o aumento da sua actividade em pH alcalino. . tamer. & Minmeman, 1998; Goodman &

Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996)

A clindamicina (classe das lincosamidas ) € derivada do aminoéacido trans-L-4-n-
propiligrinico, ligando-se a uma octose que contém enxofre. E mais activa na presenca
das bactérias anaerdbias, especialmente em Bacillus fragilis. Este antibiético so se liga
a subunidade 50s ribossémica, impossibilitando a sintese proteica. O uso da
clindamicina é comum em bactérias Gram positivas em doentes que apresentem
alergia a penicilina. A sua prescricdo médica engloba patologias, como faringites,
amigdalites, otite média, erisipela entre outros. (60cdman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007)

A clindamicina, eritromicina e cloranfenicol s@o estruturalmente diferentes, no
entanto, exercem a sua accdo em locais bastante préximos, apresentando-se como

antagonistas, pois a ligacdo de um deles inibe a ligacdo dos restantes, ndo devendo
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ser administrados concomitantemente (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung,
2007)

* Accdo sobre a tARN

Os antibidticos da classe das oxazolinidonas , como a linezolide séo eficazes na
presenca de Gram positivos, incluindo estafilococos, estreptococos, enterococos,
cocos anaerObicos Gram positivos e bastonetes Gram positivos, como
Corynebacterium sp. e Listeria monocytogenes. A utilizacdo terapéutica deste
antibiético sdo as pneumonias nosocomiais e infec¢cdes complicadas na pele e nos
tecidos moles. Esta inibe a sintese proteica por ligacdo ao local 23s da subunidade

50s, impedindo a formacdo do fMet-ARNt que inicia a sintese proteica. ®o®: tamer &

Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007)

1.2.4. Antibi6ticos que alteram na sintese dos acid  0s nucleicos

Os antibiéticos que interferem na sintese dos acidos nucleicos sédo as

(Infarmed)

fluoroquinolonas e a rifampicina, tal como descrito na tabela 4.

Tabela 4 - Sumario dos antibiéticos que actuam em alteragdes na sintese dos acidos nucleicos
e respectivo espectro de accao. "™

Alteracdes na sintese dos acidos nucleicos

_ ) ) Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp.,
Fluoroquinolonas (Ciprofloxacina,
_ _ Enterobacter sp., Campylobacter sp. e
Norfloxacina e Ofloxacina) . .
Neisseria sp.

Mycobacterium leprae, Mycobacterium
Rifampicina tuberculosis, Neisseria meningitidis e

Brucella sp.

As quinolonas s&o os antibidticos mais antigos, em particular o acido nalidixico,
gue era usado no tratamento de infec¢cdes do sistema urinario. Tem uma utilidade
terapéutica limitada e um rapido desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Face a
isto, a introducdo mais recente das fluoroquinolonas , como a ciprofloxacina,
norfloxacina e ofloxacina, representa um avanco terapéutico particularmente
importante, visto que estes farmacos sdo dotados de ampla actividade antimicrobiana
e mostram-se eficazes ap6s a administracao oral no tratamento de diversas doencas
infecciosas. No caso da norfloxacina é indicada nas infec¢des urinarias baixas, pois
concentra-se na urina tornando-se desprovida de accdo sistémica. Estas
fluoroquinolonas tém um pequeno numero de efeitos secundarios e ndo se verifica o

rapido desenvolvimento de resisténcias. Apresentam actividade na presenca de
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Escherichia coli, Salmonella sp., Shigella sp., Enterobacter sp., Campylobacter sp.,
Neisseria Sp.. (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996)

O mecanismo de accdo centra-se nas enzimas ADN girase e topoisomerase IV
bacteriana. Para muitos Gram positivos (e.g., Staphylococcus aureus) a
topoisomerase IV é o local primario de inibicdo das quinolonas. Em contraste para
muitos Gram negativos (e.g., Escherichia coli) o principal alvo € a ADN girase. Os dois
filamentos de ADN dupla hélice devem ser separados para permitir a replicacdo ou
transcricdo do mesmo. Entretanto, qualquer factor capaz de separar os filamentos
resulta no superenrolamento positivo excessivo do ADN em frente do ponto de
separacdo. Para combater este processo a enzima bacteriana ADN girase €
responsavel pela introducdo continua de superespirais negativas no ADN. Trata-se de
uma reaccao dependente de adenosina trifosfato (ATP) e requer a ruptura de ambos
os filamentos de ADN para permitir a passagem de um segmento do ADN através da

separagéo que posteriormente é selada (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008;

Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996)

A enzima ADN girase presente em Escherichia coli apresenta duas subunidades A
e B, codificadas pelos genes gyrA e gyrB respectivamente. As duas subunidades A
desempenham a fungéo de corte dos filamentos da enzima girase, constituindo o local
de accdo das quinolonas. Os farmacos inibem a superespiral do ADN de forma a
impedir o crescimento bacteriano. As muta¢des do gene que codifica o polipeptideo

(Brody, Larner, & Minmeman,

das subunidades A podem conferir resisténcia a esses farmacos.
1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996)

A topoisomerase IV é constituida por quatro subunidades codificadas pelos genes
parC e parE na bactéria Escherichia coli. A topoisomerase separa as duas novas
moléculas de ADN interligadas, que sé&o produto da replicagdo do ADN pré-existente.
Apesar das células eucaroticas ndo possuirem a ADN girase, exibem a topoisomerase
I, que € idéntica. Desta forma desfaz o superenrolamento positivo do ADN eucari6tico.
As quinolonas s6 inibem a topoisomerase Il das células eucaridticas em

concentragﬁes bastante elevadas (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007;

Neu & Gootz, 1996)

7

A rifampicina  é um antibiético activo na presenca de quase todos o0s
microrganismos. No entanto as indicacdes terapéuticas restringem-se a lepra
(Mycobacterium leprae), tuberculose (Mycobacterium tuberculosis), brucelose
(Brucella sp.), portadores de meningococos (Neisseria meningitidis) e a profilaxia de
infeccbes por Haemophilus influenzae tipo b, porque ndo existem antibiticos tao
efectivos, pois o uso da rifampicina limita-se ao méaximo, de forma a nao criar

resisténcias bacterianas. E uma classe de antibiticos que s&o inibidores das ARN-

12



polimerase. As cadeias peptidicas da ARN-polimerase ligam-se a um factor que
confere especificidade para o reconhecimento ao sitio do promotor, onde se inicia a
transcricdo do ADN. A rifampicina actua ligando-se as cadeias peptidicas de forma

ndo-covalente e interfere especificamente no inicio do processo de transcricdo. %

Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996)

1.2.5. Antibiéticos que alteram os metabolismos cel ulares

O metabolismo celular retratado neste ponto € a sintese do acido félico, que pode
ser inibido pelas sulfonamidas ou da sua combinacdo com o trimetroprim e esta

(Infarmed)

sumariamente descrita na tabela 5.

Tabela 5 - Sumario dos antibiéticos que actuam em alteracdes de metabolismos celulares e
respectivo espectro de acggo. MM

Alteracdo de metabolismos celulares
Sulfonamidas Cocos Gram positivos e cocos Gram
(Sulfadiazina) negativos

Pneumocystis jirovecii e estreptococs 3

+ Tri i .
Sulfametoxazol + Trimetroprim hemolitico do grupo A

As sulfonamidas foram dos primeiros antibidticos a serem utilizados em doencas
infecciosas. Estes possuem um espectro de acgdo bastante amplo, na presenca de
Gram positivos e Gram negativos. No entanto nos Ultimos anos surgiu o
desenvolvimento de estirpes resistentes. As sulfonamidas exercem o efeito
bacteriostatico em Streptococcus pyogenes, Streptococcus pneumoniae, Haemophilus
influenzae e ducreyi, Nocardia sp., Actinomyces sp., Calymmatobacterium
granulomatis e Chlamydia trachomatis. As estirpes de Neisseria meningitidis dos

sorogrupos B e C tornaram-se resistentes a este antibiético. &% tamer. & Minmeman, 1995;

Goodman & Gilman's, 2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996)

O mecanismo de accdo baseia-se na analogia face ao acido para-aminobenzoéico
(PABA), fazendo com que este ndo seja utilizado pelas bactérias para a sintese de
acido félico. Mais especificamente, as sulfonamidas sao inibidores competitivos da
diidropteroato-sintase'. Os microrganismos sensiveis séo todos aqueles que precisam
de sintetizar o seu préprio &cido fdlico, as restantes ndo sdo afectadas pois séo

capazes de utilizar o folato pré-formadoz. (Brody, Larner, & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's, 2008;

Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996)

z

O trimetoprim ¢é 0 agente mais activo que exerce um efeito sinérgico quando

utilizado com uma sulfonamida. Trata-se de um percursor inibidor competitivo e

! Esta enzima é responsavel pela integragdo do PABA no acido diidropteréico, percursor imediato do
acido folico;
% Este é o motivo pelas quais as células mamiferas ndo sao afectadas;
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selectivo da diidrofolato redutase microbiana®. Desta forma a administracéo
concomitante destes leva a blogueios sequenciais na sintese de tetraidrofolato do
microrganismo a partir de moléculas percursoras. °%: -amer. & Minmeman, 1998; Goodman & Gilman's,
2008; Katzung, 2007; Neu & Gootz, 1996)

O cotrimoxazol é a combinacdo de uma sulfonamida, a sulfametoxazol, com o
trimetoprim, sendo usado em caso de infeccbes renais e urogenitais, no aparelho
gastrointestinal e na pele. Este € o antibidtico utilizado como primeira linha para a
pneumonia por Pneumocystis jirovecii, € 0 mecanismo de accdo dos dois antibiéticos
esta representado na figura 5 . ("amed

Figura 5 - Representacdo esquematica dos locais de acgéo das sulfonamidas e trimetoprim.
Adaptado de (Osorio & Morgado, 2011)

% Esta enzima reduz o diidrofolato a tetraidrofolato.
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2. Mecanismos de Resisténcia aos Antibioticos

Os mecanismos de resisténcia podem ser intrinsecos do microrganismo ou

adquiridos por transmiss&o de material genético ou mutagao, Rice & Bonomo, 2005; Veiga, 1984)

2.1. Bases genéticas da resisténcia aos antibiético s

A resisténcia acontece através de dois grandes mecanismos: mutacdo num loci do
cromossoma ou transferéncia horizontal de genes, isto €, por aquisicdo de genes de
resisténcia anteriormente presentes noutros microrganismos. (2. Suskovic, & Kos, 2007) g
genes responsaveis pela resisténcia contidos em plasmideos, normalmente codificam
enzimas que inactivam os antibiéticos ou reduzem a permeabilidade das células. Em
contraste, a resisténcia conferida por muta¢des cromossomais envolve a modificacdo
do alvo. (Neihardt, 2004)

Quando se fala da evolucao das bactérias é imprescindivel referir as mutacdes que
possam ocorrer, quer sejam induzidas quer sejam espontaneas. As mutacfes sdo
alteracbes na estrutura dos genes, que podem ocorrer durante a replicacdo, e
encontram-se sumariamente descritas na tabela 6. As mutac¢des induzidas devem-se
a accdo da radiagdo, como por exemplo a ultravioleta ou ionizante, os agentes
alquilantes, a hidroxilamina ou a presenca de espécies reactivas de oxigénio (ROS).
Se o erro for um beneficio para a bactéria, como no caso da resisténcia aos
antibioticos, entdo tendera a predominar naquela espécie. Assim o maior problema da
resisténcia mediada por mutacdo é a sua transmissdo as geracfes seguintes, o que

torna a bactéria resistente predominante, (Maver. 2012; Neihardt, 2004; Veiga, 1984)
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Tabela 6 - Descricdo dos tipos de mutacdo que podem ocorrer.

Tipo de mutagdo Descricéo

Troca de uma pirimidina por

Transicdo outra ou de uma purina por
- outra
Reposicao
~ Troca de uma purina por uma
Transversao L .
pirimidina ou vice-versa
~ Remocao de varios
Macrodeleccao L
nucledtidos
Delecgéo ~ .
¢ . ~ Remocéao de um ou dois
Microdelecc¢éo -
nucleodtidos
Macroinsercdo Inclusdo de varios nucleétidos
Insercao I ~ Inclus@o de um ou dois
Microinsergao "
nucleodtidos
Remocéao de uma porcéo de
~ ADN e insercdo da mesma
Inverséo

noutro local do cromossoma
de forma invertida

(Neihardt, 2004)

Consequéncias da
mutacao
Formacdao de coddes
nonsense que origina
péptidos incompletos ou
formacao de coddes
missense que alteracéo a
proteina.

Péptidos incompletos

Frame shift resulta em
coddes nonsense ou em
péptidos incompletos
Péptidos incompletos
Frame shift resulta em
coddes nonsense ou em
péptidos incompletos

Codificacao de proteinas
néo funcionais

A transferéncia horizontal de genes é um processo de aquisicdo de material
genético entre bactérias da mesma espécie ou espécies diferentes. Pode ocorrer por

trés mecanismos, transformacéo, transducéo ou conjugacéo (ver figura 6 e 7) e ainda
por transposigéo (Dzidic, Suskovic, & Kos, 2007; Todar, 2012)

A Translormation

a Bacterial transformation
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Anubmuc
resistance gene

Compatent
b recipien

Q P T pacerm

r-'%'
B )

Recombination
—_

lakes u
DA fragment

Tysis

O

Donor baglerium Fragments of DNA

Donor cell Recipient cell

B Transduction g b Bacterial transduction

i 3
Bacterial DNa | &
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Infection by @ @ cied into Fecombination
bacleriophage S & \ / \
- ey X \-’
a abn \mma\ pha\ 6 z”f
3 @ Harmal phace Gx J
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Rare abnormal phage Relea“ of
containing basterial DNA (2%)

h
Phage-infected donor cell phage Recipient cell
€. Conjugation

€ Bacterial conjugation

| O == O™~ )

Transposon

Dicect transfer
of at ONA
B —
from donor
to recipient

1 | Recom

—_—
bination

Donor cell Recipient cell

Figura 6 - Representacdo es%hjematlca da

ematicaca Figura 7 - Representacao ilustrada da transferéncia
transferéncia horizontal de gene. (imes & Jobling, 1996)

horizontal de gene. Fuya & Lowy. 2006)

Este processo de transmissdo de genes é possivel devido & presenca de estruturas
especificas no ADN designadas de integres. Estes sdo porcdes de ADN com
capacidade para capturar genes que codificam a resisténcia a antibioticos por

recombinagdo num local especifico. Rice & Bonomo, 2005)
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x Transferéncia horizontal de genes por transformacéao

Na transformacédo a bactéria recebe partes de ADN presentes no meio envolvente.
A bactéria receptora ird englobar no seu material genético as fraccbes de ADN
adquiridas. Esta porcdo de ADN tem de ter pelo menos 500 nucleétidos para se
conseguir integrar no ADN hospedeiro, e resulta da morte ou lise de outra bactéria.
Este mecanismo foi descoberto em Streptococcus pneumoniae, em 1928 por F.
Griffith, tendo sido mais tarde encontrado em Haemophilus influenzae, Neisseria
gonorrhoeae, Neisseria meningitidis, Bacillus subtilis e Staphylococcus sp.. Esta
capacidade de englobar material genético extracelular e sofrer transformacgéo é
designada de competéncia. Em muitas bactérias, esta capacidade esta codificada nos
genes cromossomicos, que se tornam activos em determinadas condi¢cdes externas.
Em Streptococcus pneumoniae e Neisseria meningitidis ocorre a baixa afinidade para
as PBPs, devido a formacdo de genes mosaicos das PBPs. Os genes mosaicos
contém segmentos de genes normais que codificam as PBPs de pneumococos,
meningococos e gonococos, mas também regibes que sofreram transformacao, por
aquisicdo de segmentos genéticos relativos a resisténcia a penicilina em

Streptococcus pneumoniae ou na Neisseria sp.. (Dzidic, Suskovic, & Kos, 2007; Holmes & Jobling, 1996;

Neihardt, 2004; Ryan & Ray; Todar, 2012)

X Transferéncia horizontal de genes por transducéo

A transducdo envolve a presenca de bacteriéfagos (também designados de fagos),
que funcionam como vectores do ADN, do dador para o hospedeiro. Cada fago
transporta uma porcdo pequena de ADN da bactéria destruida anteriormente,
protegendo a sua integridade das nucleases existentes no meio envolvente. M&e" 2012
Ao infectar uma nova bactéria, a por¢cdo de ADN ira integrar-se no ADN da bactéria
infectada.‘DzwiQ Suskovic, & Kos, 2007; Rice & Bonomo, 2005; Todar, 2012) Este mecanismo explica a réplda
propagacdo e aumento das B-lactamases que conferem resisténcia em algumas
bactérias como em Staphylococcus aureus. Pensa-se que a resisténcia adquirida em
Staphylococcus aureus a meticilina advém do mecanismo de transducdo. Tal é
fundamentado pelo tamanho reduzido da por¢cdo cromossémica puder ser

transportada pelo bacteriéfago. (Rice & Bonomo, 2005)

X Transferéncia horizontal de genes por conjugacao

A conjugacao € um processo que ocorre entre células bacterianas, da mesma ou de
diferentes espécies, que ao entrarem em contacto directo trocam pequenas porcdes
de material genético como plasml'deos (Dzidic, Suskovic, & Kos, 2007; Neihardt, 2004; Rice & Bonomo, 2005;

Todar, 2012) Este método foi descoberto por J. Lederberg e E. Tatum, em 1946, ao
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observarem a transferéncia de genes cromossémicos entre duas estirpes Escherichia
coli. O plasmideo apresenta-se como uma por¢gdo de ADN extracromossomico, que
contém genes que permitem a sua replicacdo autonoma e transferéncia para outras
células. M®e" 2012 Alguns plasmideos contém um grupo de genes, designados de tra,
que significa transfer, e que tém a capacidade de realizar a transferéncia do mesmo da
bactéria dadora (F") para a receptora (F), por formagao do pili, codificado pelo factor F
(ou factor de fertilidade), representado na figura 8. Mehadt 2009 Ng que respeita &
resisténcia aos antibioticos, o plasmideo designa-se de R plasmideo, pois inclui genes

que conferem resisténcia aos antibiéticos. N 2009

Citoplasma
F* & Parede Celular E

[@D //( ]/ [ \ /@))

Cromossoma

Q)

@ ¢ D)

Plasmideos de conjugacgio

@ 1) (U @

Figura 8 - Representagdo esquematica da transferéncia de genes
por conjugacéo. (iGEM, 2013)

Nas bactérias Gram positivas, como por exemplo Enterococcus faecalis, a
conjugacdo ocorre mediada por plasmideos e o envolvimento de genes
cromossomicos. A interaccdo entre a célula dadora e a célula receptora da-se através
de proteinas de adesédo presentes na dadora. A célula receptora é reconhecida pela
libertacdo de fero-hormonas. Desta forma da-se a interac¢cdo entre as duas células,

sendo transferindo o plasmideo. MNehardt 2004

4+ Transposicao

A transposicdo € um processo de transferéncia genética, resultante da interac¢ao
entre duas bactérias diferentes, que na maioria das vezes utiliza a conjugacdo como

via, tal como se pode verificar na figura 9 e tabela 7. Os fragmentos de ADN
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transferidos designam-se de transposfes (Tn). Estes sdo genes ou grupos de genes

que se incorporam num genoma, plasmideo ou cromossoma através de

recombinagdo. Desta forma, a mobilidade apresentada deve-se a auséncia de
homologia entre os ADNs recombinates. Um transposdo pode ser estavel ao
incorporar um dado cromossoma ou plasmideo de uma bactéria. E de citar que o
transpos&o responsavel pela B-lactamase TEM da resisténcia a ampicilina (Tn*) pode
passar de um plasmideo para outro, do plasmideo para o cromossoma e do

cromossoma para o plasml'deo. (Mayer, 2012; Neihardt, 2004; Veiga, 1984; Padua, 2009) Um exemplo de

916

transposao conjugativo € o Tn"™, encontrado em Enterococcus faecalis, e contém o

gene que confere resisténcia a tetraciclina. Desta forma ocorre a conjugacao entre

bactérias, por transferéncia do respectivo transposéo. Neardt 2009

Transposao
Transferéncia por
Insercéo conjlfg_agao para outra )
bactéria ;
Plasmideo
Excisao e
Insercao Excisdo
Cromossoma
Transposao

Figura 9 - Representacdo esquematica da transposigao, A9@Pade e (Fadua, 2009)

Tabela 7 - Exemplos de bases genéticas em alguns antibiéticos. Fos*" 199)

Base genética dos mecanismos

Antibiotico Mecanismo de resisténcia VN
de resisténcia
o Inactivacdo enzimatica pela B- A . .
Penicilina ¢ pela B Transferéncia por plasmideo
lactamase
.. - Novo locus cromossomal
Meticilina Expresséo de nova PBP s
adquirido
Efluxo Transferéncia por plasmideo
Tetraciclina Novo locus cromossomal

Modificac@o do ribossoma adgquirido

Inactivacdo enzimatica
Modificacdo enzimatica o ARN
ribossomal (previne a ligagéo do
ARN ao ribossoma)
Mutacao na proteina ribossomal
(previne a ligagdo do antibiético)
Inactivacdo enzimatica

Cloranfenicol

Estreptomicina

Canamicina e
Gentamicina
Trimetoprim

Inactivacdo enzimatica
Diidrofolato redutase

Alteracdo da enzima ADN girase
Fluoroquinolonas
Efluxo

Transferéncia por plasmideo
Transferéncia por plasmideo

Mutac&o no gene cromossomal
gue codifica o alvo do antibiético
Transferéncia por plasmideo
Transferéncia por plasmideo e
transpos&o no cromossoma
Transferéncia por plasmideo
Mutag&o no gene cromossomal
gue codifica o alvo do antibiético
Mutagdo aumenta a expressao
natural do mecanismo de efluxo
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2.2. Resisténcia Natural

A resisténcia natural é uma caracteristica intrinseca de um microrganismo, que
ocorre sem uma exposicdo prévia ao antibidtico. O conhecimento da resisténcia

intrinseca das diferentes espécies ajuda a escolher as estratégias de tratamento

(Rice & Bonomo, 2005)

empirico. Na tabela 8 pode-se encontrar alguns exemplos de

resisténcia natural.
A resisténcia das bactérias a determinados antibidticos deve-se a trés possiveis
razoes:
* A auséncia de um processo metabolico influenciavel pelo antibiético; V€92 1984
* Existéncia de enzimas que apresentem a capacidade de inactivar o

antibiotico: (Veiga. 1984)

* Presenca de particularidades inerentes a morfologia bacteriana. (/#9* 1984

Tabela 8 - Resisténcia intrinseca de algumas bactérias na presenca de certos antibiéticos.
(Michigan State University, 2011)
Microorganismo Antibidtico Mecanismo de resisténcia intrinseco
Incapacidade de atravessar a membrana interna,
que se caracteriza por um processo dependente de
oxigénio. A resisténcia ocorre, pois estas bactérias

N

Bactérias estritamente Aminoglicosideos carecem do transporte adequado a entrada do

anaerobias N - e . ,
antibiotico. As bactérias aerdbias facultativas s6
apresentam resisténcia quando crescem em
condigc")es de anaerébiose (Fluit, Visser, & Schmitz, 2001)

" Baixo numero de PBPs onde se da a ligacdo do
Gram positivos Aztreonam

antibiotico

Gram positivos Reducdo do alvo na parede celular impedindo a

(Lactobacilli sp. e Vancomicina e
entrada do antibiético
Leuconostoc sp.)
Klebsiella sp. Ampicilina R N . :
Deve-se a producéo de B-lactamases, que inactivam
Stenotrophomonas . s
. Imipenem 0 antibiético
maltophila
Sulfonamida,
trimetoprim, Diminuicdo da entrada do antibiético, levando a
Pseudomonas tetraciclina e concentracgdes intracelulares muito baixas
aeruginosa cloranfenicol
A membrana externa destas bactérias apresenta
Macrolitos uma baixa permeabilidade a  substancias
hidrofébicas ¢ 22
A Auséncia de parede celular, onde actua o antibi6tico
Mycoplasma sp. B-lactamicos (Pérez, 2012) P
. N Diminuicdo do metabolismo oxidativo para que
Aminoglicosideos P
ocorra a entrada do antibigtico
Enterococos S "
Todas Decréscimo de PBPs e a producéo de -lactamases.
cefalosporinas (Rice & Bonomo, 2005)
Bacilos Gram MLS Diminui¢cdo da permeabilidade na membrana externa
negativos B aos compostos hidrofobicos ! Visser. & Sehmitz, 2001)
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2.3. Resisténcia Adquirida

Existem quatro grandes mecanismos de resisténcia aos antibiéticos que sao: a
alteracdo da permeabilidade, a alteracdo do local de accdo, a bomba de efluxo e o

mecanismo enzimatico que altera a estrutura quimica do antibiético. Estes

mecanismos estdo representados na figura 10 e os antibidticos afectados pelos

mesmos estdo enumerados na figura 11 .

bacterial cell

inactivation of Qq 9 S

@ antibiotic drug by enzymes

call wall

drug-inactivating
D Q o __enzyme

activation of 4 j

drug efflux pumps

cytoplasm

pump
modified cell
weall protein

inhibition of

plasmid
drug uptake

o9
Q9

Figura 10 - Representacdo dos diversos gpcz)(%gc)ie mecanismos de resisténcia bacteriana.

& 2009 Encyelopzedia Britannica, Inc.
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Figura 11- Antibiéticos afectados pelos diversos mecanismos de resisténcia das

bactérias (Schmieder & Edwards, 2012)
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2.3.1. Alteracdo da permeabilidade

A permeabilidade da membrana celular € essencial para que o antibidtico tenha o
efeito desejado, quer seja bactericida quer bacteriostéatico. (¢o°dman & Giman's, 2008)

Nas bactérias Gram negativas, a membrana interna € constituida por fosfolipidos e
a membrana externa por lipidos. A sua constituicdo confere uma lenta penetracéo do
farmaco e a passagem pela membrana externa € realizada através das porinas, que
formam canais hidrofilicos. Os farmacos podem penetrar através da membrana celular
de trés formas, através da difus@o pela porinas, por difusdo na bicamada fosfolipidica
ou por self promoted uptake. A penetracdo na bactéria depende das caracteristicas
intrinsecas das moléculas de antibidtico. Desta forma os compostos hidrofilicos
penetram através das porinas (e.g., B-lactamicos) ou por self promoted uptake (e.g.,
aminoglicosideos). (Dzidic, Suskovic, & Kos, 2007; Declour, 2009)

Neste tipo de resisténcia, a modificacdo da permeabilidade do antibitico pode
dever-se as alteracbes estruturais, do numero, da selectividade ou do tamanho das
porinas. ®¥@"&Ra) g antibidticos como os B-lactamicos, fluoroquinolonas e tetraciclinas
penetram no interior da célula através de porinas presentes na membrana externa.
Qualquer diminuicdo na funcdo ou quantidade de porinas levard a resisténcia da

bactéria ao antibiético, baixando o nivel de antibiotico no interior da bactéria, tal como

(Declour, 2009)

esta representado na figura 12 .

Figura 12 - Representacéo da alteragdo da permeabilidade da membrana
externa de algumas bactérias. “""* %7

Este € o mecanismo de resisténcia observado relativamente aos aminoglicosideos,

a fosfomicina, quinolonas e tetraciclinas. (N & Geotz 199)

* Resisténcia aos aminoglicosideos
Os antibidticos aminoglicosideos conseguem penetrar tanto em bactérias Gram
positivas como em Gram negativas. A resisténcia a estes antibioticos, em parte, esta
relacionada com a falta de transporte dependente de oxigénio. Pode dever-se a um
defeito na proteina de ligacdo, isto é na enzima adenilato ciclase ou na adenosina

monofosfato ciclica (CAMP). Esta alteracdo ocorre em certos Gram positivos como a
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Staphilococcus aureus. No que respeita a familia Enterobacteriaceae e Pseudomona

aeruginosa a resisténcia deve-se a alteracdo das porinas. (e & Gootz 199)

* Resisténcia a fosfomicina
A fosfomicina entra na célula por um sistema de transportes de glucose-6-fosfato ou
glicerol-fosfato. Este sistema de transporte ndo estd muito desenvolvido nas bactérias
Gram positivas, sendo que a concentragdo do antibiotico no interior da célula, ndo
alcanca 0 minimo para inibir a sintese da parece celular. Em relacdo as bactérias
Gram negativas a resisténcia da-se pois algumas bactérias conseguem sobreviver
sem este transportador, enquanto outras recebem plasmideos e transposfes que
codificam a resisténcia a estes antibiéticos, como por exemplo Serratia marcescens.
(Neu & Gootz, 1996)
* Resisténcia as quinolonas
Para que as fluoroquinolonas exercdo a sua funcdo € necessario alcancarem o
citoplasma, onde estédo localizadas as enzimas ADN girase e topoisomerase IV. No
entanto as alteracbes que ocorrem na membrana externa das bactérias Gram
negativas estéo relacionadas com um decréscimo do uptake e aumento da resisténcia
a esta classe de antibidticos. No que respeita as Gram positivas, esta diminuicdo do
uptake ainda nao foi comprovada, no entanto, verificam-se baixos niveis intrinsecos de

fluoroquinolonas. (Rice & Bonomo, 2005)

* Resisténcia as tetraciclinas
No que respeita as tetraciclinas, um dos mecanismos plausiveis para a alteragédo de
permeabilidade destes antibidticos é a alteracdo das porinas, como a OmpF. Assim ha

a limitacdo da difusdo do antibidtico para a zona periplasméatica das bactérias Gram
negativas. (Speer, Shoemaker, & Salyers, 1992)

2.3.2. Alteracao do local de acc¢éo

Este tipo de resisténcia caracteriza-se pela diminuicdo ou mesmo auséncia de
afinidade do antibiético ao local de ligacdo. Esta ocorre por alteragdo da estrutura do
peptidoglicano, interferéncia na sintese de proteinas ou na sintese de ADN, tal como

se verifica na representa(;éo na figura 13 (Rice & Bonomo, 2005; Fluit, Visser, & Schmitz, 2001)
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Figura 13 - Representacédo da alteracdo do local de ac¢éo do
antibictico. ™% 2907

» Alteracdo da estrutura do peptidoglicano

A alteracdo da estrutura do peptidoglicano consiste na inibicdo das enzimas que
participam na constru¢cdo do mesmo. Este mecanismo de resisténcia é observado em
diversos antibiéticos tais como, B-lactamicos e glicopeptideos. Pz Suskovie, & Kos, 2007)

* Resisténcia aos (-lactamicos

No que respeita a resisténcia aos antibioticos B-lactamicos, provém de mutacdes
nas PBPs que levam a diminuicdo da afinidade da ligacdo do antibidtico ao local de
accao. As bactérias Staphylococcus aureus resistentes a meticilina, e Streptococcus
pneumoniae resistentes a penicilina sdo exemplos da resisténcia aos antibioticos B-
|aCtémiCOS. (Fluit, Visser, & Schmitz, 2001)

O Staphylococcus aureus e Staphylococcus sp. de coagulase negativa adquiriram o
gene cromossomico, mecA, codificando a PBP, que os torna resistentes aos -
lactamicos. A resisténcia a meticilina e oxacilina por parte do S. aureus (MRSA —
methicilin-resistant Staphylococcus aureus), ocorre na presenca do gene mecA, que
codifica a PBP2a. Esta € uma nova PBP distinta das restantes presentes nesta
bactéria e que diminui a afinidade pela maioria dos antibiéticos B-lactamicos. A
elevada resisténcia deste gene provoca inibicdo de todos os B-lactamicos, e mantém
activa a sintese da parede celular mesmo na presenca de concentracdes letais do
antibiético. (Dzidic, Suskovic, & Kos, 2007; Hawkey, 1998)

Os estreptococos apresentam codificacdo para seis PBPs diferentes, tais como
PBPla, PBPl1lb, PBP2a, PBP2b, PBP2x e PBP3. Tanto em Streptococcus
pneumoniae, como em Streptococcus mitis ocorre a presenca de PBPs especiais,
como a PBP2a, que reduz a afinidade pela penicilina e a PBP2x que diminui a

a.flnldade pela CefOtaXIma (Fluit, Visser, & Schmitz, 2001)
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* Resisténcia aos glicopeptideos , tais como a vancomicina e a
teicoplanina

A resisténcia adquirida aos antibidticos glicopeptideos, como a vancomicina e
teicoplanina, tem como base a alteragdo do local de ligagédo, isto €, a passagem da
acil-D-Ala-D-Ala para acil-D-Ala-D-Lac ou acil-D-Ala-D-Ser no terminal C. Esta
mutacdo deve-se a presenca do gene vanA, que resulta no fenétipo VanA, uma nova
enzima D-Ala-D-Ala ligase. Com esta mutacdo a afinidade da vancomicina e
teicoplanina diminui face a camada de peptidoglicanos primitiva. Caso a alteragédo
ocorra devido ao gene vanB, entdo a resisténcia adquirida é sé conferida a

vancomicina (Dzidic, Suskovic, & Kos, 2007; Fluit, Visser, & Schmitz, 2001; Wright, 2003)

4+ Interferéncia na sintese de proteinas

Uma das formas de resisténcia é a modificacdo do alvo especifico, interferindo com
a sintese de proteinas (e.g., aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolitos,
estreptograminas, oxazolidinonas) ou na transcricdo através da ARN-polimerase (e.qg.,
rifampicina). (Dzidic, Suskovic, & Kos, 2007)

* Resisténcia a macrolitos , lincosamida e estreptogramina B

Os macrolitos, lincosamida e estreptogramina B (MLSg) actuam ligando-se a
subunidade 50s do ribossoma, das bactérias Gram negativas, bloqueando a sintese
proteica. A resisténcia da-se por alteracdo no 23s ARNr, sendo que acontece na pos —
transcricdo por accdo da enzima adenina-N°-metiltransferase. O gene erm esta
envolvido na sintese destas metilases. Para além das mutagdes no 23s ARNr, também
se podem suceder alteracdes nas proteinas L4 e L22 da subunidade 50s, o que

confere resisténcia aos macrélitos em Streptococcus pneumoniae, (P74e. Suskovic, & Kos, 2007)

* Resisténcia as oxazolinonas , como a linezolide
O mecanismo de accdo das oxazolinonas, como a linezolide, envolve diversos
estagios na sintese de proteinas. Quando ocorre a ligacédo, ndo se da a formacao do
complexo de iniciacdo, o que interfere com a translocacdo do peptidil-ARNt do sitio A
para o sitio P. A resisténcia tem sido relatada numa série de microrganismos, incluindo
em Enterococcus sp. e esta associada as mutacBes no 23s ARNr, resultando na
diminuicdo da afinidade da ligagao. (Rice & Benomo, 2005)
* Resisténcia aos aminoglicosideos
Quando ocorrem mutacdes no gene 16s ARNr verificam-se resisténcia aos
aminoglicosideos. Por exemplo, ao haver metilagdo pés-transcricional do 16s ARNTr,

afecta a ligacdo dos antibiéticos aminoglicosideos. Em relacdo a resisténcia a
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estreptomicina  em Mycobacterium tuberculosis é adquirida, por mutacdes

cromossomais no gene rpsL, que codifica para a proteina ribossémica 12s. (7, Suskovic,

& Kos, 2007)
* Resisténcia as tetraciclinas
Existem proteinas no citoplasma que protegem o ribossoma de ser alvo das
tetraciclinas. Estas actuam ligando-se ao ribossoma e alteram a sua conformacéo,
protegendo o ribossoma da accao destes antibioticos. Os antibiéticos mais afectados
com este mecanismo s&o a doxiciclina e minociclina. Esta forma de resisténcia € mais
acentuada do que a verificada pela presenca de proteinas de efluxo, explicado no

3 (Fluit, Visser, & Schmitz, 2001; Rice & Bonomo, 2005)

ponto 2.3.

4+ Interferéncia na sintese de ADN

Este mecanismo de resisténcia por interferéncia na sintese da ADN est4 descrito

para os antibiéticos fluoroquinolonas. (PZdc: Suskovic, & Kos, 2007)

X Resisténcia as fluoroquinolonas

A resisténcia as fluoroquinolonas deve-se as mutacfes em regides especificas nos
genes estruturais, que fazem com que o antibiético ndo se ligue as enzimas. Esta é a
mutacdo mais comum encontrada na presenca destes antibidticos. Nas bactérias
Gram negativas a ADN girase é o principal alvo de todas as quinolonas. Nas bactérias
Gram positivas tanto pode ser a ADN girase como a topoisomerase IV, dependendo
da ﬂuoroquinolona considerada. (Dzidic, Suskovic, & Kos, 2007; Fluit, Visser, & Schmitz, 2001)

A regido que determina a resisténcia as quinolonas é caracterizada por uma
pequena regido de coddes do 67 ao 106 no GyrA, na bactéria Escherichia coli. F*
Visser, & Sehmitz, 2001) Emporg se pense que as quinolonas interajam principalmente com a
subunidade A da ADN girase, foram descobertas mutacbes na subunidade B, o que
confere resisténcia no caso das bactérias Escherichia coli. No entanto a frequéncia de
mutacdes no gene gyrB é menor do que no gene gyrA, na maioria das espécies. Em
relacdo a enzima topoisomerase 1V, a sua subunidade ParC é homologa & GyrA e a
subunidade ParE € andloga a GyrB. As bactérias Gram positivas, tais como
Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae, tém sido alvo de estudo desta
resisténcia. As mutacfes ocorrentes codificam uma alteracdo de aminoacido, na

amina terminal do ParC, em ambos estafilococos. FUt Visser, & Schmitz, 2001)
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2.3.3. Bomba de Efluxo

As bombas de efluxo sdo proteinas presentes nas membranas, representadas na
figura 14 . Neste tipo de resisténcia ocorre um efluxo, isto €, o transporte activo dos

antibiéticos do meio intracelular para o meio extracelular. (P#dic: Suskovic, & Kos, 2007)

Figura 14 - Representagdo dos mecanismos de resisténcia através da existéncia de
bombas de efluxo. 4™ 2007

Este mecanismo afecta todas as classes de antibi6ticos, no entanto apresenta
maior eficicia na presenga de macrolitos, tetraciclinas e fluoroquinolonas, pois estes
inibem a biossintese de proteinas e de ADN, (PZdic: Suskovic, & Kos, 2007)

Existem diversos tipos de bombas de efluxo, que se categorizam em cinco classes
de transportadores, tais como, major facilitator family (MFS), multidrug and toxic efflux
(MATE), resistance-nodulation-division family (RND), small multidrug resistance
(SMR), adenosine triphosphate binding cassette (ABC).®> A MFS, MATE, RND e SMR

funcionam por troca de protdes, enquanto que a ABC actua por hidrélise de ATP. G

Suskovic, & Kos, 2007)
* Resisténcia as tetraciclinas
No caso das tetraciclinas pode haver efluxo devido a bombas de efluxo da classe
MFS. Estas proteinas exportadoras estdo associadas as proteinas de membrana cuja
a sintese é codificada pelo gene tet. Com o aumento do efluxo, a concentracdo de
antibidtico ir& diminuir intracelularmente, fazendo com que a aminoacil-ARNt se ligue

no Iocal A dO ribossoma (Fluit, Visser, & Schmitz, 2001)

* Resisténcia aos MLSg
Nas ultimas décadas, o nimero de resisténcias em bactérias Gram positivas tém
vindo a aumentar na presenca do grupo de antibiéticos MLSg. Esta situacdo deve-se a
presenca de genes, que codificam a sintese das proteinas que constituem as bombas
de efluxo nestas bactérias. Em tempos, julgava-se que a resisténcia aos macrolitos era
simplesmente codificada pelo gene erm. No entanto, hoje em dia sabe-se que esta
resisténcia é codificada pelos genes mef, msr e vga, em cocos Gram positivos. Estes

codificam as bombas de efluxo que levam a saida dos antibiéticos MLSg, diminuindo a
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sua concentra¢do no interior da célula, deixando o ribossoma disponivel para a sintese
proteica. Foram caracterizados dois genes mef, o gene mefA, descoberto no
Streptococcus pyogenes e o gene mefE, encontrado em Streptococcus pneumoniae.
Os estreptococos s6 possuem o gene mef, o que confere resisténcia aos macralitos, e
ndo aos restantes antibiéticos do grupo MLSg. No que respeita aos genes msr, estes
codificam a resisténcia aos macrolitos e a estreptogramina B. Foram caracterizados
dois genes msr, o msrA e o0 msrB em Staphylococcus aureus. Também foram
encontrados outros genes, como 0 vga e o vgaB em estafilococos, que codificam a
resisténcia a estreptogramina A. As bombas de efluxo especificas para a lincomicina

sdo codificadas pelo gene ImrA, encontrado em Streptomyces lincolnensis. Ut Visser. &

Schmitz, 2001)

* Resisténcia as fluoroquinolonas
As fluoroquinolonas para conseguirem exercer a sua ac¢ao, € necessario entrarem
na célula bacteriana. Tanto as bactérias Gram negativas como as bactérias Gram
positivas apresentam sistemas de efluxo dependente de energia ndo especificos. Por
exemplo, nas bactérias Escherichia coli a bomba de efluxo AcrAB-TolC é a principal
responsavel pelo efluxo destes antibidticos. O mecanismo de resisténcia presasse

pela mutacdo no gene acrR que aumenta a actividade da bomba de efluxo. #a°0P: 2009

2.3.4. Mecanismo enzimatico

O mecanismo enzimatico de resisténcia devido a inactivacado do farmaco resulta da
producao, pela bactéria, de enzimas que degradam ou inactivam o antibiético, como
se verifica na figura 15. Existem trés grandes estratégias, tais como, hidrdlise,

transferéncia de um grupo ou processo redox. (Pdic: Suskovic, & Kos, 2007)

Figura 15 — Representagdo da destruigdo enzimética do
antibiético em algumas bactérias. "' 2007

* Hidrdlise de antibidticos
A estrutura dos antibioticos contém grupos ésteres e amidas, fazendo com que

sejam susceptiveis as hidrolases. A quebra da ligagdo destes grupos € feita na
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presenca destas enzimas, que podem ser excretadas pelas bactérias, actuando na

inactivacdo do antibiético antes que este atinja 0 seu alvo, (PZde: Suskovic, & Kos, 2007)

* Resisténcia aos B-lactamicos

O caso classico sdo as amidases hidroliticas, isto €, as B-lactamases, que quebram
o anel B-lactdmico das penicilinas e cefalosporinas. Existem dois mecanismos
moleculares empregados pelas enzimas (-lactamases para hidrélise destes
antibioticos. Assim, a quebra do anel -lactamico pode dever-se a ac¢éo do nucledfilo
Ser ou através do grupo dependente de zinco, nas designadas metalo-B-lactamase,
gque é activado na presenca de agua (ver figura 16 ). Muitas bactérias Gram negativas
e Gram positivas produzem diversas enzimas, entre as quais diversos tipos de [3-
lactamases. As B-lactamases de espectro estendido (ESBLs) medeiam a resisténcia a
todas as penicilinas, cefalosporinas (por exemplo ceftazidima, cefotaxima e
ceftriaxona) e aztreonam. Existem mais de 180 ESBLs identificadas, principalmente
em Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis e outras

Enterobacteriaceae (Fluit, Visser, & Schmitz, 2001; Hawkey, 1998; Rice & Bonomo, 2005; Wright, 2003; Dzidic, Suskovic, &

Kos, 2007)
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Figura 16 — Alteracdo enzimatica do antibiético amoxicilina pla Ser-B-lactamse (A) e metalo-f3-
lactamse (B) V"9 2009)

* Transferéncia de grupos

z

O segundo mecanismo de inactivacdo dos antibidticos é o de transferéncia de
grupos, nos quais se realcam as enzimas transferases. Os antibiéticos mais afectados
sdo os aminoglicosideos, anfenicois, fosfomicina, estreptograminas e macrolitos, nos
guais ha a aquisicédo dos diversos grupos quimicos, como o adenilil, fosforil ou acetil.
Desta forma a ligagdo antibiético — alvo fica comprometida. As reaccdes que podem
suceder sdo O-acetilagdo, N-acetilagdo, O-fosforilacdo, O-nucleotidilacdo, O-

ribosilagéo, O-glicosilagcéo e transferéncia do grupo tiol. Estas dependem da presenca
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de co-substratos como ATP, acetil — Coenzima A, NAD*, UDP-glucose ou glutationa,

restringindo-se ao citoplasma (Dzidic, Suskovic, & Kos, 2007; Rice & Bonomo, 2005)

X Resisténcia aos aminoglicosideos
No caso dos aminoglicosideos ja estdo descritas mais de cinquenta enzimas,
estando a maioria associadas a Gram negativos. Dependendo do tipo de modificagédo
que suceda, estas enzimas sdo classificadas como acetiltransferases
aminoglicosideos  (AAC), adeniliitransferases  aminoglicosideos  (ANT) e
fosfotransferases aminoglicosideos (APH), representadas na figura 17. Os
aminoglicosideos sdo modificados no grupo amino pela enzima AAC e no grupo

hidroxilo pelas enzimas ANT e APH, perdendo a capacidade de ligagao ao ribossoma.
(Fluit, Visser, & Schmitz, 2001; Leclerco, Glupczynski, & Tulkiens, 1999)
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Figura 17 - Esquematizac&o da alteragéo enzimatica dos aminoglicosideos. "¢ & ©°0% 199

Os estafilococos, sdo uma das bactérias que consegue inactivar estes antibioticos,
através da accdo enzimatica. A enzima ANT(4')-l1 é codificada pelo gene ant(4’)-1a, e
confere resisténcia a gentamicina, tobramicina e canamicina. Este gene encontra-se
em pequenos plasmideos e integra a regido mec do cromossoma do Staphylococcus
aureus. A enzima bifuncional AAC(6’) e APH (2”) é codificada pelo gene aac(6’)-1 +

aph(2”), que se localiza no transposdo 4001 (Tn*%

). Assim confere resisténcia a
gentamicina, tobramicina e canamicina. A neomicina e canamicina também podem ser
inactivadas pela enzima APH(3)-lll, codificada pelo gene aph(3’)-llla, presente no
Tn*%, tanto em cromossomas como em plasmideos. ! Visser. & Schmitz, 2001)

As bactérias Gram negativas, como a Serratia marcescens também altera
enzimaticamente os aminoglicosideos como a gentamicina. A enzima que medeia esta
reaccdo é a AAC(3)-V. Na maioria dos estudos realizados o gene que codifica esta

enzima esta num plasmideo de conjugagéo. Ut Visser. & Schmitz, 2001)
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X Resisténcia a anfenicois , como o clorenfenicol

A resisténcia ao cloranfenicol deve-se a inactivacdo enzimatica do mesmo, na
presenca da enzima acetiltransferase. Muitas enzimas descobertas estdo codificadas
pelos genes cat, tanto nas bactérias Gram positivas como nas Gram negativas. As
enzimas acetiltransferases do cloranfenicol sdo subdivididas em duas classes, A e B,
face a sua estrutura. A CAT da classe A, CAT-lll, pertence a Escherichia coli,
enquanto que a CAT da classe B pertence a Pseudomonas aeruginosa. Em termos
moleculares o que acontece € um ataque nucleofilico da CAT Ill ou CAT classe B, com

grupo His, ao grupo hidroxilo do cloranfenicol. ' Visser. & Schmitz, 2001)

* Resisténcia a fosfomicina
A fosfomicina pode ser degradada enzimaticamente através da enzima FosA, que é
uma metalo-enzima, que esta codificada em plasmideos encontrados em bactérias
Gram negativas e nos cromossomas em Pseudomonas aeruginosa. Esta enzima, por
exemplo, catalisa a abertura do anel da fosfomicina, usando o tiolato ou glutationa

como centro nucleofilico.Wront 2003)

* Resisténcia aos MLSg
No grupo MLSg, foram descobertos alguns genes que contribuem para a resisténcia
bacteriana, por inactivacdo enzimatica. As enzimas EreA e EreB hidrolisam o anel da
lactona dos macrdlitos e as fosfotransferases que inactivam os mesmos por introdu¢ao
de um fosfato no grupo hidroxilo (2) do antibiético, na familia Enterobacteriaceae e em
Staphylococcus aureus. Muitas nucleotidiltransferases que inactivam a licomicina
foram identificadas, tais como, a linA, em Staphylococcus haemolyticus, a linA’ em

Staphylococcus aureus e a linB em Enterococcus faecium, Uit Visser. & Schmitz, 2001; Rice &

Bonomo, 2005)

X Processos redox

Por dltimo, também através de mecanismos enzimaticos, pode ocorrer a
inactivacdo do antibidtico por um processo redox, em que ocorre oxidagdo ou reducao
induzida pela bactéria patogénica. ‘""" 2003

* Resisténcia as tetraciclinas

A oxidacdo da tetraciclina pela enzima TetX é o mecanismo mais estudado. Nesta

inactivagdo ocorre a monohidroxilacdo da tetraciclina na posicdo 1la, de forma a

romper a ligacdo Mg®" que é essencial & accéo antibacteriana. " Visser. & Schmitz, 2001)
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3. Discussao

3.1. Estratégias de combate a resisténcia aos antib  idticos

Hoje em dia é inquestionavel dizer que a resisténcia aos antibidticos se tornou um
risco para a sociedade. A Unido Europeia viu-se obrigada a tomar um conjunto de
medidas destinadas a controlar o fendmeno de resisténcia. Varias entidades, quer
nacionais quer internacionais, estdo em alerta para este fendmeno, tendo ja sido
criadas estratégias para o combate as resisténcias. VHO: 2001 INSA, 2010)

A preocupacdo em torno deste problema rege-se pelo facto de que se o
microrganismo se torna resistente a um determinado antibiotico, significa que quando
ocorre uma infeccdo com essa bactéria, o efeito do antibiotico ird ser nulo, levando ao
prolongamento da doenca e um maior risco de morte. Ao ser prolongado o tempo de
infeccdo existe uma maior probabilidade de transmiss&o entre individuos. E de notar
gue aumenta o custo dos cuidados de saude, visto que a infeccdo ndo responde ao
tratamento de primeira linha, serd necessario impor terapias mais dispendiosas. Por
outro lado os antibiéticos também s&o usados na profilaxia de diversas situagées como
transplante de 6rgaos, tratamentos quimioterdpicos e cirurgias, desta forma a eficacia
do seu uso fica comprometida. A disseminacdo da infeccdo é facilitada pela
comunicacao entre pessoas infectadas, que nos dias de hoje se deslocam com todo a
vontade entre paises do mundo. A era pré-antibiética. HO: 2001 INSA, 2010)

Ao nivel nacional, o Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA)
através do Laboratério Nacional de Referéncia das Resisténcias aos Antimicrobiano
(LNR/RA), apresenta actividade no desenvolvimento de estratégias para combater o
problema de emergéncia e propagacao da resisténcia aos antibidticos. Neste sentido,
colaborou na realizacdo de uma proposta de recomendacdo, “Uso Prudente de

n (INSA, 2010)

Agentes Antimicrobianos na Medicina Humana , @ qual visa sensibilizar os

prescritores para uma prescricao correcta de antibiéticos e a sociedade para 0 uso
racional de acordo com o receituério. "NS* 2010

Ao nivel internacional pode-se referir a World Health Organization (WHO) que
desenvolveu, de igual forma, estratégias de combate a resisténcia antimicrobiana.
Antes de demarcar estratégias é necessario ter nogédo dos factores que levam a este
problema na sociedade. Desta forma o uso inadequado e irracional dos medicamentos
proporciona as condi¢cdes ideais a resisténcia do microrganismo. As medidas
adoptadas englobam atitudes da sociedade, profissionais de saude, hospitais e dos
veterinarios no uso de antimicrobianos na alimentacéo dos animais. “/H° 209V

Em termos gerais a prevencao deve ter em linha de conta varios pontos 2" &Ray).
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X Os antibidticos sé devem tomados em situacdes em que a doenca requer
mesmo esse tipo de terapéutica;

* Durante a terapéutica administrar a dose adequada bem como respeitar o
tempo de tratamento;

* Aguando da prescricdo dos antibidticos, ter uma confirmagdo da
susceptibilidade da bactéria ao antibiético;

* Sempre que possivel utilizar antibiéticos de espectro estreito, de forma a néo
atingir microrganismos sem ser 0s responsaveis pela infecc¢ao;

* Usar combinacdo de antibidticos caso esta previna o surgimento de
mutacoes;

X A profilaxia s6 deve ser aplicada em situacfes de provavel infec¢éo;

X Evitar a contaminacédo do ambiente com os antibioticos;

* Regulamentacdo, nomeadamente, na promoc¢do dos antibiticos pela
indastria farmacéutica;

X Estudo dos mecanismos de resisténcia e da sua disseminacéo, e obtencao de
novos medicamentos com novos alvos;

* Em caso de infeccbes com bactérias mutantes, isolar o doente durante o
tratamento de forma néo haver propagacao.

No que respeita a sociedade é necessario educa-la sobre este tema, explicar como
se toma e o qudo é importante seguir as recomendacdes do prescritor, bem como a
importancia de prevenir as infecgbes, através de imunizacdo ou mesmo proteccao
contra vectores como 0s mosquitos em diversas zonas do mundo e procurar 0S
melhores cuidados de saude. Dar a conhecer a importancia de que simples acc¢des
como lavar as méos, a higiene na cozinha podem prevenir a transmissao de infeccoes.

Nos dias que correm, as pessoas dirigem-se as farmacias muitas vezes com a
iniciativa de se auto-medicarem. Em Portugal é proibida a venda de antibidticos sem
receita médica, no entanto, verifica-se que as pessoas recorrem as farmacias para a
dispensa de antibiéticos sem a recomendagdo médica. As farméacias sdo o principal
local de assisténcia & saude que deve explicar a sociedade a importancia da
existéncia de uma receita médica para o combate a uma infeccdo. Os profissionais
tém um papel educativo junto da sociedade, sem contudo esquecer as regras a
praticar pelos mesmos, de forma a evitar ou minimizar o problema das resisténcias
bacterianas. Os médicos, farmacéuticos, enfermeiros e veterinarios, em suma todos os
profissionais de salde devem ter acesso a programas educacionais de diagndstico,
tratamento e medidas de controlo de infec¢des, de modo a trabalharem em conjunto
na prevencdo e minimizacdo da resisténcia bacteriana. E essencial que cada

profissional de saude dar a conhecer a sociedade a importancia de cumprir com as
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prescricdes médicas. Os médicos na presenca de uma infeccéo de etiologia duvidosa,
devem solicitar um teste laboratorial, de forma a confirmar o melhor tratamento a
prescrever. Nos locais de prestacdo de servicos de saude, como hospitais e centros
de saude, sdo locais privilegiados para a propagacgdo infec¢cdes no caso de nédo
existirem medidas, tais como, estabelecer programas de controlo da infeccdo. Aplicar
a supervisdo do uso de antibidticos nos hospitais, incluindo os padrdes de consumo e
feedback aos resultados obtidos nos tratamentos, actualizar ou mesmo desenvolver
directrizes para o tratamento e profilaxia de infecgdes. “V"H°: 2001

A administracdo de antibiéticos nos animais deve ser mais controlada, criando
sistemas nacionais de monitorizagdo do uso de antibacterianos nos animais
destinados a alimentac&o. E importante avaliar a seguranca dos medicamentos, face
ao risco de potenciarem a resisténcia a medicamentos humanos, monitorizar as
resisténcias de forma a identificar os problemas de salde emergentes, para poder
tomar iniciativas de proteccdo da sociedade e por fim desenvolver directrizes para
evitar 0 uso excessivo e ma aplicacao de antimicrobianos em animais para consumo
humano, por parte dos veterinarios. V" 200

Os governantes devem também ter parte activa neste combate, incentivar e
estabelecer directrizes nacionais de tratamento e a sua implementacdo. Realizar uma
lista de medicamentos essenciais de acordo com as directrizes referidas
anteriormente, de forma a assegurar a acessibilidade e qualidade desses

medicamentos. VHO: 200D

3.2. Impacto da resisténcia bacteriana na sociedade

A partir do século XX, a utilizagdo dos antibiéticos no combate as infeccdes
bacterianas foi um grande passo na medicina moderna, no entanto, a resisténcia
bacteriana ndo deu tréguas e rapidamente se propagou. Assim a resisténcia
bacteriana ndo € um problema de cada individuo, mas sim um problema da sociedade.
E essencial consciencializar a sociedade para este problema. (NS# 2019

Estudos realizados em 29 paises da comunidade europeia, relativos a resisténcia
bacteriana entre 2008 e 2011 (dois dos estudos indicados na figura 18 ) revelam um
crescimento da mesma em bactérias Gram negativas, como Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa. Ja a resisténcia nas bactérias
Gram positivas, como Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecium e Enterococcus faecalis, esta a estabilizar ou mesmo a diminuir.
Em 2011, a resisténcia combinada as cefalosporinas de 32 geragéo, fluoroquinolonas e
aminoglicosideos, em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae foram as mais

predominantes. (ECDPC, 2011)
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Figura 18 - (Esquerda) Resisténcia a meticilina em Staphylococcus aureus e (Direita) resisténcia as
cefalosporinas de 32 geragdo em Klebsiella pneumoniae, na europa em 2011, €°PPC: 201D

As resisténcias bacterianas levam a existéncia de poucas opcdes terapéuticas, em
infeccdes que podem ser fatais. Segundo o INSA, em Portugal as resisténcias mais
importantes sdo: Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA), enterococos
resistentes a vancomicina, bactérias Gram negativas produtoras de B-lactamase de

espectro alargado e meningococos com susceptibilidade diminuida a penicilina. ™*

2010)

Em termos percentuais e tal como se pode verificar na tabela 9, um dos maiores
problemas é a resisténcia a meticilina em Staphylococcus aureus que tem vindo a
aumentar ao longo dos anos, e embora nos ultimos quatro anos se tenham mantido
estvel, a sua percentagem continua elevada. No que respeita a resisténcia a
Vancomicina em Enterococcus faecium tem-se mantido estavel, diminuindo

gradualmente. (E¢PPC. 2011)
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Tabela 9 — Percentagem de resisténcia, por ano, aos antibidticos em diversas bactérias, em
Portugal.

(ECDPC, 2011)

Staphylococcus Meticilina 52,9 49,1 53,4 54,6
aureus Rifampicina 6,9 3,5 2,4 1,7
Streptococcus Macrolitos 20,8 211 21,8 14,1
pneumoniae Penicilina 0 18,1 14,7 8,4
Aminopenicilina 4.4 6,7 17,3 24,2
Enterococcus Doses elevadas
) o 43,2 34,3 39,1 29,8
faecalis de gentamicina
Vancomicina 4,2 4,1 1,8 3,7
Aminopenicilina 85,5 90,6 91,0 81,0
Enterococcus Doses elevadas
i . 27,9 48,6 53,3 37,5
faecium de gentamicina
Vancomicina 23,7 22,6 23,4 20,2
Cefalosporina 32
~ 10,1 9,2 10,4 11,3
geragdo
Escherichia coli  Aminoglicosideos 13,6 10,8 12,0 16,1
Carbapenems 0,0 0,2 0,3 0,0
Fluoroquinolonas 28,6 27,7 27,3 27,2
Cefalosporina 32
~ 25,7 27,5 28,3 35,4
geragdo
Klebsiella . S—
} Aminoglicosideos 19,0 20,4 26,8 31,5
pneumoniae
Carbapenems 0,7 0,8 1,4 0,3
Fluoroquinolonas 21,8 27,6 31,4 36,3
Amicacina 45 3,8 53 8,9
Aminoglicosideos 10,7 11,9 14,1 15,2
Pseudomona Carbapenems 17,7 16,3 16,1 19,8
aeruginosa Ceftazidine 15,9 12,5 12,2 15,2
Fluoroquinolonas 23,1 20,5 20,3 25,6
Piperacilina 17,4 17,0 17,6 19,0
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4. Conclusao

Ao longo desta monografia foram descritos os mecanismos de resisténcia
existentes, quer naturais quer adquiridos. Para tal existem bases genéticas que
explicam como €& que ocorre a proliferacdo da resisténcia bacteriana. O uso
inadequado de antibidticos, bem como o ndo cumprimento da prescricdo ajudam a
aquisicdo de resisténcias. E de extrema importancia cumprir com as estratégias
tracadas pelas diversas entidades mundiais. Segundo estas, coloca-se a questao se
se vive numa era igual a pré-antibitica, em que era impossivel a administracdo de
antibiéticos por falta do reconhecimento dos mesmos. No entanto, hoje em dia o
problema ndo se prende com a existéncia, mas sim com a resisténcia, isto €, na
administracdo de um dado antibidtico saber se 0 mesmo tera o efeito desejado sobre a
infeccdo existente. Uma escolha adequada, como por exemplo, a escolha de um
antibiético de espectro estreito, e com o conhecimento prévio da etiologia da infecgéo,
havera melhores condi¢des do tratamento da mesma.

E de ressalvar, o possivel exagero da profilaxia, por um lado, nos paises
desenvolvidos existe um plano nacional de vacinacdo de extrema importancia para
impedir diversas infec¢des, mas, por outro lado em muitas situacdes sao realizadas
prescricbes / administracdes de antibiéticos para profilaxia, homeadamente em meio
hospitalar. Nesta segunda forma de profilaxia, pode-se questionar o seu impacto na
resisténcia antimicrobiana, pois existem situacdes em que a profilaxia € indispensavel,
como por exemplo numa operagao cirargica, transplante ou imunocomprometidos,
mas existem outras, desde que o sistema imunitario da pessoa esteja bem, ndo sera

necessario sobrecarregar a pessoa com uma grande dose de antibioticos.
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6. Glosséario

Aerdbiose = Processo que decorre na presenca de oxigénio, para a obtencao de
energia; (Padua, 2009)

Amigdalite = Infeccdo nas amigdalas, normalmente provocada por estreptococos;
(Merk, 2009)

Anaerébiose = Em condi¢cbes sem oxigénio, a obtencéo de energia por processos de
fermentac&o ou respiracdo anaerdbia; U2 2009)

Antagonismo = O resultado da associacao € inferior ao de cada um dos antibiéticos
usados separadamente; Fadua 2009)

Antibidtico = Agentes antibacterianos capazes de destruir/inibir o crescimento uma
dada bactéria, por diversas accoes; P2 2009

B — lactamase = Enzimas hidroliticas capazes de abrir 0 anel B-lactamico inutilizando
esta classe de antibidticos; (Padua 2009

Bactéria Gram negativa = Célula procarionte, que apresenta uma camada de
peptidoglicanos fina. Apresentam esta designacdo devido ao resultado obtido aquando
da coloracdo de Gram, ficam vermelhas; Fadu2 2009)

Bactéria Gram positiva = Célula procarionte, que apresenta uma camada de
peptidoglicanos relativamente espessa. Apresentam esta designacdo devido ao
resultado obtido aquando da coloracdo de Gram, mantém-se violetas apds a lavagem
com a safranina; (Fadua 2009)

Brucelose = Infeccao provocada pela familia de bactérias Brucellaceae, conhecida
por febre de Malta ou febre de Creta entre outros, € uma zoonose de distribuicdo

mundial: (Merk, 2009)
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Codbes missense = Caracterizam-se por uma troca dos aminoacidos, codificando
uma proteina diferente;

Coddes nonsense = Caracterizam-se pela troca de um coddo que codifica um
aminoacido por um codao stop;

Concentracdo minima inibitéria = Concentracdo minima do antibiético em solucao

capaz de inibir o crescimento de uma estirpe bacteriana; ©442 2009

Endocardite = Inflamag&o do endocardio do coragdo de origem bacteriana; ™ 2099
Erisipela = Infecgdo cutanea de origem bacteriana; ™™ 2099

Erisipeloide = Infeccdo cutdnea provocada pela bactéria Erysipelothrix

rhusiopathiae; e 2009

Faringite <= Infeccdo causada por estreptococos na maioria das vezes, causando

inflamac&o da faringe; e 2009

Infeccéio nosocomial = Infeccdo adquirida em meio hospitalar; e 2099)

Listeriose = Infec¢do provocada pela Listeria, que pode ser adquirida pelas gravidas

que pode causar partos prematuros e por imunocomprimidos; e 2009

Otite = Infec¢&o bacteriana ou viral do ouvido médio; e 2009)

Sépsis = Situacao clinica grave, de origem infecciosa; ™" 2009

Sinergismo = O efeito da associacdo potencia a ac¢do de cada uma dos antibiéticos;

(Padua, 2009)

Tuberculose = Doenca granulomatosa crénica, em que 0 agente etiolégico € o

Mycobacterium tuberculosis. a2 2009
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