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Resumo

A evolugdao da humanidade tem sido acompanhada por um desenvolvimento
paralelo de doencas infeciosas provocadas por agentes bacterianos. A quantidade de
vidas perdidas devido a infe¢des causadas por estes microrganismos é incalculavel,
tendo sido apenas no século XIX que as primeiras respostas terapéuticas para estas
infecbes comecaram a surgir. Neste século foi sintetizado o primeiro de muitos agentes
antibacterianos, dando inicio a era dos antibidticos, que representaram uma evolucdo
exponencial na drea da quimica medicinal. Os antibiéticos sdo moléculas desenvolvidas
para combater bactérias, que podem atuar de diversos modos, consoante o organismo
alvo e a proépria estrutura quimica do farmaco. Diversas classes de agentes
antibacterianos foram colocadas no mercado e, durante algum tempo, acreditou-se que
doengas mortiferas resultantes de infe¢des bacterianas, como por exemplo a
tuberculose, ndo voltariam a matar. No entanto, com o aumento do nimero de agentes
antibacterianos no mercado veio também o seu uso indiscriminado, de forma excessiva
e por vezes injustificada. Esta falta de controlo sobre o uso racional de antibidticos
estimulou o desenvolvimento de estirpes resistentes, um processo que alastra desde a
segunda metade do século XX e que caracteriza a area da antibioterapia atual.

Enquanto os antibidticos mais antigos e tradicionais vdo perdendo eficacia
devido a selegdo para resisténcias, o recurso a antibioticos mais recentes e de ultima
linha comega a enfrentar o mesmo problema. Com isto, a procura de solugdes eficazes e
inovadoras para combater infecoes bacterianas afirma-se cada vez mais como
prioritaria para a saude publica a nivel mundial.

A presente dissertacdo centra-se na tematica da ascensiao e do declinio dos
agentes antibacterianos, desde a sua emergéncia até a atualidade, abordando também
novas perspetivas para o combate a infe¢cdes de origem bacteriana. A abordagem ¢é feita
com particular incidéncia nos diferentes alvos para terapia antibacteriana e nos
mecanismos de acdo de algumas classes de antibiéticos, discutindo também os

mecanismos de selecdo para resisténcia das bactérias.

Palavras-chave: Antibidticos, bactérias, infecdes, resisténcias, saide publica.
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Abstract

The evolution of Mankind has been accompanied by a parallel development of
infectious diseases caused by bacterial agents. The amount of lives lost due to infections
caused by these microorganisms is huge, and the first therapeutic answers to these
infections only began to emerge in the 19th century, with the birth of antibiotics. The
first of many antibacterial agents was synthesized by the end of this century, starting an
exponential evolution in the area of medicinal chemistry. Antibiotics are molecules
developed to fight bacteria that can act in several ways, according to the bacterial
biomolecular target and to the chemical structure of the attacking molecule. Several
classes of antibacterial agents were placed on the market, and for a while, it was
thought that deadly diseases resulting from bacterial infections, such as tuberculosis,
would not kill again. However, the increasing number of antibacterial agents on the
market led to their indiscriminate use, in an excessive and sometimes unjustified way.
This lack of control over the rational use of antibiotics led to the development of
resistance that has become increasingly aggravated, specifically since the second half of
the 20th century.

While older and more traditional antibiotics are becoming less and less effective
due to the emergence of resistances, the use of newer antibiotics began to face the same
problem. As a result, the search for new and innovative solutions to this problem, which
is being increasingly recognized as a global public health issue, is a matter of upmost
urgency.

The present dissertation deals with the rise and fall of the antibacterial agents,
from their emergence to our days, while also exploring new perspectives for the future
of anti-infective agents. A particular emphasis is made on the different biological targets
and mechanisms of action of major antibiotic classes, as well as on some mechanisms of

resistance.

Keywords: Antibiotics, bacteria, infections, resistance, public health.
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1. Introducao

As doencas infeciosas sdo a maior causa de morbilidade e mortalidade humana
durante a maior parte da sua existéncia, e os agentes antibacterianos sao
provavelmente uma das mais uteis e bem-sucedidas formas de quimioterapia na
historia da medicina. Desde o inicio da era antibacteriana inimeras vidas humanas
foram poupadas, gracas a possibilidade de tratamento de diversas doencas resultantes
de infe¢des por bactérias através da utilizacdo de agentes quimicos com atividade
antibacteriana, designados por antibiéticos. Todavia, as infe¢des bacterianas
permanecem como uma das principais causas de mortalidade em todo o mundo. !

A palavra “Antibiotico” provem da mistura de duas palavras do grego antigo, anti
(contra) e bios (vida) sendo, conforme o nome indica, essencialmente um composto
desenhado para combater a vida, mais especificamente contra a vida bacteriana. 2

Assim, os antibiéticos sdo moléculas desenvolvidas para combater bactérias.
Podem ter atividade bacteriostatica, como é o caso das sulfonamidas, inibindo o
metabolismo celular e impedindo o crescimento, desenvolvimento e proliferacao das
coldénias bacterianas, ou bactericida, como € o caso das penicilinas, que inibem a sintese
da parede celular, levando a lise e morte das células bacterianas diminuindo assim a sua
populagdo. -4

Os agentes antibacterianos sdo usados ha varios séculos. Na Grécia Antiga era
comum a utilizacao de vinho, mirra e sais inorganicos no tratamento de certas infecoes,
e na Idade Média certos tipos de mel eram usados profilaticamente em feridas de
guerra, ndo sendo porém conhecidos, nessa altura, os microrganismos responsaveis
pelas infecbes.*

Foi na segunda metade do século XVII que Antonie van Leeuwenhoek, um
cientista holandés, identificou os microrganismos causadores das infecdes, que ele
descreveu como animalcules (do latim animalculum, pequeno animal), através de
observacdes efetuadas pelo primeiro microscoépio, uma invencdo da sua autoria.
Leeuwenhoek descobriu protozodrios e bactérias, sendo um dos grandes pioneiros da
area da microbiologia.3#4 Contudo, estes organismos s6 foram associados a doencas dois
séculos depois, na sequéncia dos estudos elaborados pelo cientista francés Louis

Pasteur, impulsionando o inicio de uma era de descoberta de agentes patogénicos que
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acabaria por conduzir ao desenvolvimento de vacinas.#> No seguimento destas
descobertas, Paul Ehrlich propos o conceito de quimioterapia. Ehrlich defendia que um
composto quimico poderia interferir diretamente com a proliferacdo de
microrganismos adversos, a concentragoes toleradas pelo hospedeiro, sendo o quimico
a “bala magica” que iria eliminar o microrganismo invasor sem afetar o hospedeiro. Em
1907 sintetizou o primeiro agente antibacteriano, o composto 606 ou Salvarsan (figura
1.1), obtendo assim a sua “bala magica”. Embora o Salvarsan nao fosse eficaz contra
uma larga gama de infe¢des bacterianas, foi o primeiro farmaco eficaz para o
tratamento da sifilis.*¢ Entrou no mercado em 1910 e permaneceu como a medicacao
mais frequentemente prescrita, em conjunto com o seu derivado Neosalvarsan (figura
1.2), uma alternativa eficaz e menos téxica, até ser substituido pela penicilina,
descoberta em 1928 por Alexander Fleming e colocada no mercado em 1940, na

sequéncia do desenvolvimento de um método para a sua produgdo em larga escala.l.7.8

COH
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Figura 1.1 - Representagdo da estrutura Figura 1.2 - Representagdo da estrutura quimica do
quimica do Salvarsan Neosalvarsan

O Prontosil (figura 1.3), um corante sintético de cor vermelha, foi identificado
como um agente antibacteriano eficaz contra infe¢Ges bacterianas sistémicas e
comercializado em 1935. Este pro-farmaco, percursor da primeira sulfonamida usada
na terapéutica de infe¢des bacterianas, resultou num declinio acentuado da mortalidade
associada a meningites e pneumonias.*%10

Alguns anos depois, em 1940, com o comec¢o da producdo industrial de
penicilina G (benzilpenicilina) (figura 1.4) deu-se inicio a “era dourada dos agentes
antibacterianos”. Todavia, embora esta penicilina tenha obtido grande sucesso no seio
da comunidade médica, apresentava um espectro de acio moderado, ndo sendo eficaz
contra todo o tipo de infecdo bacteriana. Foi assim necessario desenvolver novos e
melhores agentes antibacterianos. Uma vez que a penicilina provinha de um metabolito
toxico derivado de um fungo, os cientistas mudaram o seu foco de atenc¢do para o estudo
de espécies de fungos originarias de todos os cantos do mundo, a procura de novos

agentes antibacterianos, com espectros de acao mais alargados.”.810
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Figura 1.3 - Representacdo da estrutura quimica Figura 1.4 - Representagdo da estrutura

do Prontosil quimica da benzilpenicilina

Em 1944 surgiu a estreptomicina (figura 1.5), um antibi6tico aminoglicosidico
descoberto na sequéncia de uma pesquisa sistematica de organismos do solo. A
Estreptomicina foi o primeiro antibiético ativo no tratamento da Tuberculose, e
rapidamente reduziu a mortalidade associada a esta doenca, tendo também sido
fundamental no tratamento de outras doencas causadas por uma variedade de bactérias
Gram-negativas. Contudo, foi sendo descoberto que os seus efeitos adversos associados
a este fArmaco eram severos, levando a casos de perda permanente de audicdo e outros
efeitos secundarios graves. 4811

Ap6s a Segunda Guerra Mundial a pesquisa na area dos antibidticos continuou a
gerar resultados, levando a descoberta de novos compostos da classe das [3-lactamas
(penicilinas de 22 e 32 gera¢do) e de compostos de diversas outras classes, como os
antibioticos peptidicos (bacitracina; 1945) (figura 1.6), tetraciclicos (clorotetraciclina;
1948) (figura 1.7), macrolideos (eritromicina; 1952) (figura 1.8), peptidicos ciclicos
(valinomicina) (figura 1.9) e, em 1955, foi descoberto o primeiro exemplo do segundo

maior grupo de antibioticos 3-lactamicos, a Cefalosporina C (figura 1.10).10.12

Figura 1.5 - Representagdo da estrutura quimica Figura 1.6 - Representagdo da estrutura quimica da
da estreptomicina bacitracina
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Figura 1.7 - Representagdo da estrutura quimica da
clorotetraciclina

Figura 1.8 - Representagdo da estrutura
quimica da eritromicina
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Figura 1.9 - Representagdo da estrutura quimica da Figura 1.10 - Representagdo da estrutura quimica da
valinomicina Cefalosporina C

Relativamente a agentes antibacterianos sintéticos, em 1952 foi comercializada a
[zoniazida (figura 1.11), que ainda é utilizado como terapéutica de primeira linha no
tratamento de Tuberculose. Dez anos mais tarde, em 1962, foi descoberto o primeiro
agente antibacteriano da familia das quinolonas, o acido nalidixico (figura 1.12), sendo
em 1987 introduzida uma segunda geracdo desta classe de antibioticos com o

surgimento da ciprofloxacina (figura 1.13). 4812
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Figura 1.11 - Representagdo da

Figura 1.12 - Representagdo da
estrutura quimica da Izoniazida

estrutura quimica do dcido nalidixico
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Figura 1.13 - Representagdo da estrutura quimica da ciprofloxacina

No entanto, apenas alguns anos apds o advento da “era dourada”, surgiram sinais
de resisténcias aos agentes antibacterianos descobertos. Estas resisténcias a
antibiéticos ocorrem quando uma bactéria desenvolve mecanismos de defesa
especificos contra dado farmaco, deixando de ser destruida por esse farmaco, que perde
assim a sua eficacia. A emergéncia destas resisténcias resultou do processo de evolucdo
inerente a bactéria. As bactérias resistentes sobrevivem ao tratamento com antibioticos,
multiplicam-se, e a sua descendéncia perde gradualmente a sensibilidade a medica¢do
em uso.13

0 uso excessivo e desregulado de antibidticos tem sido um problema recorrente,
especificamente na segunda metade do século vinte. Os antibi6ticos passaram a ser
usados na agricultura e na pecuaria, de forma profilatica, para evitar doencas e
promover um crescimento acelerado, particularmente de animais destinados a
indudstria alimentar. Tudo isto resultou numa evolugdo bacteriana acelerada, que tem
originado o aparecimento de mutantes resistentes a antibidticos, num grau alarmante,
em todo o mundo.”10.14

Enquanto os antibiéticos tradicionais vao ficando cada vez menos eficazes, os
antibidticos de ultimo recurso sao utlizados mais frequentemente, e assim as bactérias
comecam a desenvolver mutantes também resistentes a estes antibidticos. Certas
bactérias Gram-negativas sdo particularmente dificeis de tratar, havendo apenas duas
classes de antibiéticos que permanecem amplamente eficazes contra ditas bactérias: as
carbapenemas e a colistina (figura 1.14).81> Todavia, foi descoberto em 2008 um novo
gene responsavel pela resisténcia a carbapenemas na India, e mais recentemente, em
2016, foi identificado outro gene responsavel pela resisténcia a colistina na China. Uma

vez que ndo existe mais nenhuma opg¢do de tratamento para bactérias resistentes a
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estes antibioticos de ultima linha, e que os seus genes estdo ja propagados por todo o

mundo, é imperativo que sejam estudadas novas solu¢des para este problema.16.17
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Figura 1.14 - Representagdo da estrutura quimica da colistina

Entre 1940 e 1962 foram descobertas vinte novas classes de antibioticos, em
parte devido a emergéncia de baterias resistentes, possibilitando o tratamento de
infecdes provocadas por estas bactérias. No entanto, nos cinquenta anos que se
seguiram apenas duas novas classes foram comercializadas. Devido a pressdo
econdmica sobre a investigacdo e desenvolvimento na drea farmacéutica, a maioria das
grandes empresas prefere investir em medicacdo usada cronicamente, como por
exemplo fadrmacos com atividade anti-hipertensiva, em que o investimento sera mais
rentavel, pois é direcionado a uma populacao fixa, permanente e geralmente com poder
de compra, que requer tratamento continuo durante anos. Assim, a medicacdo
antibacteriana é um campo de pesquisa cada vez mais complexo.18

Se as tendéncias atuais continuarem neste rumo, as infecdes resistentes causarao
mais mortes, e terdo uma enorme repercussao em todo o campo médico, pois quase
todos os procedimentos médicos acarretam o risco de infe¢ao bacteriana, incluindo
cirurgias (que lesam a pele) e quimioterapia (que suprime o sistema imunitario), que
muitas vezes sao acompanhadas de tratamento antibidtico profilatico. Deste modo, se
deixar de existir tratamento antibiético eficaz, os riscos de adquirir uma infe¢do que nao
poderd ser tratada vao ser claramente superiores aos beneficios de muitos
procedimentos médicos, que atualmente sio tidos como garantidos. 1°

Contudo tém sido observados alguns progressos no campo do desenvolvimento
de medicacdo que converte as bactérias resistentes a certos antibidticos em bactérias
sensiveis a esses antibidticos (Antibiotic Resistance Breakers), o que permite a
reutilizacdo de medicacdo antiga, como é o exemplo da associacdo da amoxicilina

(figura 1.15) com o acido clavulanico (figura 1.16).1°
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Figura 1.15 - Representagdo da estrutura quimica Figura 1.16 - Representagdo da
da amoxicilina estrutura quimica do dcido clavuldnico

Face a perda de eficacia dos antibioticos, as medidas mais importantes a tomar a
longo prazo envolvem o investimento na descoberta e desenvolvimento de novos
farmacos, mas também o incentivo a um uso responsavel e moderado dos antibioticos,
de forma a reduzir a propagacao de resisténcias.

Muitos dos agentes antibacterianos desenvolvidos no século XX estdo ainda
disponiveis, e grande parte das doencas bacterianas outrora responsaveis por elevados
indices de mortalidade e morbilidade estdo controladas, como é o exemplo da sffilis,
tuberculose, febre tifoide, lepra, tétano. E importante ponderar sobre estes factos e ter
em consideracdo a importancia da quimica farmacéutica na promoc¢ao da satide humana
e no bem-estar social. Por exemplo, antes da era dos agentes antibacterianos subsistia
um risco elevado de septicémia durante os partos, a pneumonia era uma frequente
causa de morte em alas hospitalares e os surtos de tuberculose obrigavam a construgao

de sanatdrios para isolar os doentes, de modo a evitar a propagacao da doencga.*20
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2. Metodologia

Esta dissertacdo para obtencdo do grau de mestre envolveu uma pesquisa
bibliografica e uma revisdao sistematica de varias fontes sobre a evolugdo e uso de
antibioticos e o posterior desenvolvimento de resisténcias, bem como sobre os
mecanismos de acdo e propriedades dos mesmos.

Foi feita uma recolha de informacao cientifica sobre o tema em questao através
de bases de dados online como a PubMed, B-On, NCBI e ResearchGate, entre outras, e
ainda recorrendo a livros sobre o uso de antibiéticos e funcionamento das células. A
pesquisa e recolha de informacdo online foram efetuadas em inglés, usando os termos
“antibiotic resistance”, “classes of antibiotics”, “mechanism of action”, “antibacterial

»n o«

agents”, “resistance mechanism” entre outras.

A importancia do objeto de estudo deve-se ao facto de ser um tépico com uma
relevancia cada vez maior no foro da Saude Publica, a nivel mundial. Deste modo, a
dissertacdo pretende resumir e explicar as informa¢des mais pertinentes sobre o
assunto, tentando incentivar a pesquisa de novos meios de combate a doencas

provocadas por bactérias.
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3. Bactérias

O sucesso dos agentes antibacterianos deve-se ao facto de estes serem capazes
de interagir seletivamente com células bacterianas, ignorando as células animais, uma
vez que os dois tipos de células, procariotas (figura 3.1) e eucariotas (figura 3.2),
diferem na sua estrutura e na biossintese.12.14

Tendo em consideracdo que a célula bacteriana é uma célula procariota e a célula
animal é eucariota, existem diferencas entre as duas que podem ser aproveitadas no
desenvolvimento de farmacos seletivos. Enquanto a célula animal tem um ntcleo
definido e contém uma variedade de estruturas chamadas organelos, que incluem a
mitocondria, reticulo endoplasmatico e o complexo de Golgi, entre outras, a célula
bacteriana ndo contém um nucleo definido e é relativamente mais simples que a célula
animal. Além disso, enquanto a célula bacteriana tem uma membrana celular e uma
parede celular, a célula animal apenas contém uma membrana celular. A parede celular
é crucial para a sobrevivéncia da célula bacteriana, pois esta precisa de sobreviver num
vasto espectro de ambientes e a diferentes pressdes osmdticas, condigdes pelas quais a
célula animal ndo tem de passar. Se a célula bacteriana se encontrar num ambiente
aquoso com uma baixa concentracao de sais, esta ndo sofre lise devido a presenca da
referida parede celular, que embora ndo impeca a dgua de entrar na célula diretamente,
devido a sua rigidez impede a célula de expandir e inchar até ao ponto de rutura.
Contudo, a parede celular ndo tem a mesma espessura em todas as estirpes bacterianas,
sendo diferente para estirpes Gram-positivas e Gram-negativas.121421

As bactérias podem ser classificadas como Gram-positivas ou Gram-negativas
através da técnica de coloracao de Gram, que envolve a adicdo de um corante roxo
seguida de uma lavagem com acetona. As bactérias com uma parede celular mais
espessa (20 a 40 nm) absorvem o corante e sdo designadas por bactérias Gram-
positivas. As bactérias com uma parede celular mais fina (2 a 7 nm) absorvem uma
quantidade menor de corante, que é posteriormente removida e descolorada com
acetona. Estas bactérias sdo depois tingidas de rosa com um segundo corante e sdo
designadas por bactérias Gram-negativas.12

Embora as bactérias Gram-negativas tenham uma parede celular

consideravelmente mais fina, estas possuem uma membrana externa adicional,
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constituida por lipopolissacarideos, que nao esta presente nas bactérias Gram-positivas.

Estas diferencas na estrutura das células, que podem apresentar paredes e membranas

celulares diferentes sdo importantes, pois as células vao ter diferentes vulnerabilidades

a diferentes tipos de medicag¢do antibacteriana.1221

A bioquimica das células bacterianas também difere consideravelmente da

bioquimica das células animais. Enquanto algumas bactérias precisam sintetizar

vitaminas essenciais, as células animais adquirem-nas a partir da alimentagdo. As

bactérias necessitam assim de certas enzimas que ndo estdo presentes nas células

animais, para que possam catalisar estas reacdes. Estas enzimas podem assim ser alvos

terapéuticos preferenciais para o desenvolvimento de agentes antibacterianos

seguros.2!
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Figura 3.1 - Representagdo da estrutura celular procariota (Adaptado de 22)
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Figura 3.2 - Representagdo da estrutura celular eucariota (Adaptado de 22)
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4. Antibioticos

Os antibidticos tém sido classificados e categorizados de diversos modos, ao
longo dos anos. Dependendo da variedade e diversidade de espécies de bactérias
suscetiveis, os agentes antibacterianos podem ser classificados como antibi6ticos de
largo espectro, de espectro intermédio e de estreito espectro de acdao. Os antibidticos
com um espectro de acdo estreito tém uma aplicabilidade limitada, pois sdo eficazes
apenas numa pequena gama de bactérias, podendo apresentar atividade apenas contra
bactérias Gram-positivas ou apenas contra Gram-negativas. Pelo contrario, antibiéticos
de largo espectro de acdo sao aqueles que sdo eficazes contra uma grande variedade de
bactérias, incluindo bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.23

Na terapéutica, sempre que possivel é dada preferéncia ao uso de antibidticos de
espectro de acdo estreito, pois estes nao vao interferir com microrganismos benéficos
presentes no corpo humano, como acontece com os antibiéticos de largo espectro, ndo
facilitando tanto o aparecimento de resisténcias e desregula¢des no organismo, pois sao
mais especificos no tipo de bactéria com que vao interagir.

Outra forma de classificagdo dos antibiéticos baseia-se no tipo de acdo que o
agente antibacteriano exerce sobre a bactéria. Assim, os antibidticos podem ser
classificados como bactericidas quando destroem as bactérias, por exemplo através da
inibicao da sintese da parede celular, ou através da inibicdo de enzimas bacterianas ou
de interferéncia na tradugdo proteica. Por outro lado, antibidticos que atrasam ou
inibem o0 crescimento e propagacdo das bactérias sdao classificados como
bacteriostaticos. Estes limitam o crescimento da colénia bacteriana, ao interferir por
exemplo com a sua producdo de proteinas, a replicagdo de DNA ou outros aspetos do
metabolismo celular da bactéria. Ao inibirem o crescimento bacteriano, os antibidticos
bacteriostaticos criam condi¢Ges para que o organismo do hospedeiro possa combater a
infecdo, sem que esta se propague de forma descontrolada. Esta classe de antibidticos
nao deve ser administrada em doentes imunocomprometidos.19.23-25

Os antibioticos podem também ser classificados de acordo com os seus
mecanismos de a¢do antibacteriana. Estdo identificados cinco principais grupos de

antibiéticos, os quais se podem agrupar nas seguintes categorias:

11



Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
Antibidticos do Século XX - Ascensdo e Declinio

Inibidores da sintese da parede celular bacteriana. Os antibidticos desta classe

conduzem a lise, e consequente morte da célula bacteriana. Uma vez que as
células animais ndo possuem parede celular, estas ndo sdo afetadas por estes
agentes, que sdo assim seletivos para as bactérias. Estruturalmente, a célula
bacteriana é diferente do resto dos organismos devido a presenca de uma rede
de peptidoglicanos. E esta estrutura que confere a rigidez a parede celular das
bactérias, determinando a sua forma e protegendo-as da lise osmotica. Assim, o
processo mais eficaz para evitar o crescimento bacteriano é impedir a sintese da
parede celular, inibindo a formacdo da rede de peptidoglicanos. Os agentes
antibacterianos usados para este efeito sdo denominados inibidores da sintese
da parede celular.

Entre as classes de antibioticos que interferem com estes passos especificos da
biossintese da parede celular estio as [-lactamas (incluindo penicilinas,

carbapenemas e cefalosporinas) e os glicopeptideos (como a vancomicina)

(figura 4.1).

0l
0

Figura 4.1 - Representagdo da estrutura quimica da vancomicina

O ultimo passo na sintese da rede de peptidoglicanos é facilitado pelas proteinas
de ligacao das penicilinas (PLP), assim chamadas devido a afinidade que tém com
a penicilina, que se liga irreversivelmente a estas e inibe a atividade da enzima
transpeptidase. Assim, as -lactamas vao ligar-se a estas proteinas, inibindo a
sintese da rede de peptidoglicano.

Por outro lado, os glicopeptideos inibem a sintese do peptidoglicano em fases
mais iniciais, ligando-se diretamente ao mesmo.212,14,23,26

Interacdo _com a membrana plasmdatica. Alguns agentes antibacterianos

interagem com a membrana plasmatica, que serve como uma barreira seletiva

12
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que controla a constituicdo interior da célula, afetando a sua permeabilidade.
Quando estas fun¢des da membrana sao desreguladas, ides e macromoléculas
presentes no interior da célula sdo expelidos, o que resulta na morte e lise
celular. E necessario garantir a maior seletividade possivel dos agentes
antibacterianos, para que estes apenas interajam com a membrana celular da
bactéria. As polimixinas (figura 4.2) sdo um exemplo deste tipo de agentes
antibacterianos. Sdo péptidos ciclicos que tém na sua constituicio uma longa
cadeia hidrofébica e que mostram especificidade para polissacarideos que por
sua vez estdo presentes na membrana exterior de muitas bactérias Gram-
negativas. As polimixinas sdo por isso consideradas seletivamente téxicas para
bactérias Gram-negativas. Depois da sua associacdo com a membrana exterior da
bactéria Gram-negativa, a polimixina induz uma alteracdo na estrutura da
membrana, aumentando a sua permeabilidade, o que vai resultar numa
disrupc¢do do equilibrio osmotico. Além disso, fendmenos como a excregdo de
moléculas do interior da célula, a inibicdo da respiracdo celular e o aumento da
captacao de agua, conduzem a lise celular. No entanto, uma vez que as bactérias
Gram-positivas possuem uma parede celular demasiado grossa, as polimixinas

tém uma eficicia reduzida, ou até diminuta, neste tipo de bactérias. 2121423
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Figura 4.2 - Representagdo da estrutura da polimixina

Disrupcdo da sintese proteica. Alguns antibiéticos inibem processos
biossintéticos, o que vai fazer com que algumas proteinas e enzimas
fundamentais para o bom funcionamento da célula bacteriana deixem de ser
produzidas. Uma vez que a sintese proteica é uma das fun¢des mais importantes
nas células bacterianas, os processos de sintese sao alvos importantes no
desenvolvimento de moléculas para tratar doencas infeciosas causadas por

bactérias patogénicas. Contudo, ha que ter em atengdo os efeitos secundarios

13
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derivados da toxicidade e do possivel desenvolvimento de resisténcias aos
agentes antibacterianos desta classe.

O processo de traducao de mRNA envolve trés fases (iniciacdo, elongacdo e
terminac¢do). Os farmacos que inibem a sintese proteica fazem parte das classes
mais amplas de antibiéticos, podendo estas ser divididas em duas subclasses:
inibidores de 50S e inibidores de 30S.

Os inibidores de ribossoma 50S incluem macrolideos (como a eritromicina)
entre outros. Estes inibidores atuam bloqueando fisicamente o processo de
iniciacdo da sintese proteica ou interferindo no processo de elongacdo. Os
inibidores de ribossoma 30S incluem as tetraciclinas. Estes interferem também
no processo de elongacdo.

Entre os inibidores de ribossoma, os aminoglicosideos sdo os tnicos que
apresentam acao bactericida. Os macrolideos e as tetraciclinas sdo tipicamente
agentes bacteriostaticos, embora possam apresentar atividade bactericida em
certas espécies de bactérias.

A ligacdo dos aminoglicosideos ao ribossoma nao termina imediatamente o
processo de traducdo, promovendo no entanto erros de traducao na sintese
proteica através da incorpora¢do de aminoacidos inapropriados em cadeias de
péptidos em elongacdo, que vao posteriormente ser integrados na membrana
plasmatica, aumentando assim a sua permeabilidade e aumentando o acesso da
medicacdo a célula, o que resulta na inibicdo ribossémica e/ou lise

celular212,14,23,26

Inibicdo da transcricdo e replicacdo de acidos nucleicos. Alguns antibidticos
atuam através da interferéncia na divisao celular e/ou na sintese de proteinas
essenciais a bactéria. Os acidos nucleicos DNA e RNA sdo os elementos chave da
replicacdo em todas as formas de vida conhecidas, incluindo nas bactérias. Uma
vez que nas células eucariotas e procariotas as enzimas que estdo envolvidas nos
processos de sintese de DNA e RNA sdo significativamente diferentes, é possivel
através do desenho racional de farmacos conseguir toxicidade seletiva,
favorecendo o desenvolvimento deste tipo de agentes antibacterianos.

Os compostos desta classe ligam-se a componentes envolvidos no processo de

sintese de DNA e/ou RNA, interferindo com o processo celular normal e
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comprometendo a multiplicagdo e sobrevivéncia da bactéria, e podem ser
subdivididos em inibidores de DNA e inibidores de RNA.

Os inibidores de RNA interferem com o processo de transcri¢do bacteriana, no
qual a informagdo genética do RNA mensageiro codifica a sintese de proteinas.
Um exemplo deste tipo de agentes antibacterianos é a rifampicina (figura 4.3),
que se liga a RNA polimerase DNA-dependente (enzima que catalisa as reagdes
de iniciacdo, elongacao e terminacdo da sintese de moléculas de RNA, utilizando
o DNA como molde), inibindo a elongacdo do RNA e comprometendo assim a
transcri¢cdo genética necessaria ao normal funcionamento da bactéria, levando a

morte desta.

HO

Figura 4.3 - Representagdo da estrutura quimica da rifampicina

Os inibidores de DNA incluem o acido nalidixico (figura 1.12) e a ciprofloxacina
(figura 1.13), antibioticos da familia quimica das quinolonas. A DNA-girase (uma
topoisomerase) é responsavel por clivar certas partes do DNA no inicio do
superenrolamento, que sdo mais tarde conectadas novamente. As quinolonas
ligam-se a estas DNA-girases, inibindo a sua fungao e interrompendo a replicagdo
de DNA, ao impedir que as cadeias de DNA se conectem novamente, dando
origem a deterioramento e eventual morte celular. Outra medicagdo
antibacteriana desta classe como a nitrofurantoina (figura 4.4) ou metronidazol
(figura 4.5) atua sobre bactérias anaerobias, criando metabolitos que se vao

ligar as cadeias de DNA, que ficam entdo mais propensas a rutura.2121423,26
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Figura 4.4 - Representagdo da Figura 4.5 - Representacdo da
estrutura da nitrofurantoina estrutura quimica do metronidazol

Inibicdo do metabolismo celular. Os agentes antibacterianos que atuam através

da inibicdo do metabolismo celular sdo designados por antimetabolitos. Inibem
geralmente o metabolismo do microrganismo sem interferirem com o
metabolismo do hospedeiro, uma vez que interferem com reagdes catalisadas
por enzimas que estdo presentes na célula bacteriana, mas nio na animal. E
também possivel que estes agentes antibacterianos tenham seletividade contra
enzimas que estao presentes em ambas células bacterianas e animais, desde que
estas tenham diferencas estruturais significativas. Dois exemplos deste tipo de
agentes antibacterianos sao as sulfonamidas (sendo o sulfametoxazol um destes
farmacos) (figura 4.6) e o trimetoprim (figura 4.7), que interrompem a sintese
de 4acido fblico, um passo necessario para a producdo de importantes
percursores da sintese de DNA e/ou RNA bacteriano. Estes antimetabolitos,
também conhecidos como antifolatos, atuam como agentes bacteriostaticos
inibindo o desenvolvimento e multiplicacdo celular da bactéria e dando tempo ao

sistema imunitario para combater a infecao.
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Figura 4.6 - Representagdo da Figura 4.7 - Representagdo da estrutura
estrutura quimica do sulfametoxazol quimica do trimetoprim

As sulfonamidas interagem com o local ativo da enzima bacteriana
dihidropteroato sintetase (pois sdo analogas ao seu substrato, o acido para-
aminobenzdico ou PABA), que catalisa a reacdo necessaria a sintese de acido
félico. Sao inibidores competitivos da enzima. As bactérias nao possuem

estruturas que lhes permitam absorver acido f6lico, necessitando de o produzir,
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ao contrario das células animais que ndo possuem esta enzima pois incorporam
o acido folico proveniente da dieta, dando origem a que esta classe de fArmacos
seja seletiva para células bacterianas.

O trimetoprim é um agente antibacteriano altamente seletivo, atuando como
inibidor competitivo da diidrofolato redutase, uma enzima que estd também
envolvida no processo da sintese do acido félico, resultado na inibicdo do
crescimento celular bacteriano. Embora a diidrofolato redutase esteja também
presente em células animais, esta tem uma estrutura significativamente
diferente da que existe nas células bacterianas. O trimetoprim mostrou uma
afinidade 100 000 vezes superior para a diidrofolato redutase bacteriana.

Os inibidores de dihidropteroato sintetase e de diidrofolato redutase sao por
vezes administrados em conjunto (por exemplo a combinac¢do de sulfametoxazol
e trimetoprim), para inibi¢do sequencial, pois a sulfonamida inibe a incorporagao
do PABA na dihidroperoato sintetase e o trimetoprim inibe a diidrofolato
redutase. Esta estratégia permite que os farmacos possam ser administrados em

doses consideravelmente menores devido a sinergia da conjung¢do e retardam a

selecao para resisténcias. 2101214

Por fim, é possivel também classificar as diferentes classes de antibidticos de
acordo com a sua estrutura quimica. Esta classificacdo é a preferida na area de quimica
terapéutica e medicinal, uma vez que destaca a relacdo da estrutura quimica com a

fungdo terapéutica.

4.1. Sulfonamidas

As sulfonamidas foram primeiro testadas nos anos trinta como agentes
antibacterianos, na sequéncia da elucida¢do da sulfonamida como forma ativa do proé-
farmaco Prontosil (figura 1.3), um corante metabolizado pelas bactérias presentes no
intestino delgado dos animais em estudo e que evidenciou a¢do antibacteriana. A
sulfonamida foi posteriormente sintetizada, tornando-se no primeiro agente

antibacteriano sintético ativo contra uma grande variedade de infe¢des. No entanto, sao
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frequentemente obtidos produtos téxicos devidos a sua metabolizacdo, o que levou ao
declinio do uso de sulfonamidas em detrimento das penicilinas, alguns anos mais tarde.
Mais recentemente, esta classe de compostos foi revisitada, conduzindo a descoberta de
farmacos mais recentes, com tempos de semivida superiores e outras caracteristicas
farmacoloégicas otimizadas. Um exemplo desta nova geracdo de sulfonamidas é a
sulfadoxina (figura 4.8), cuja estabilidade metabdlica permite a administragcdo apenas
uma vez por semana. A geracdo atual inclui também o sulfametoxazol que é usado
constantemente em conjugacdo com outro antimetabolito, o trimetoprim, no
tratamento de infe¢des do trato urindrio, devido a sua forte sinergia. Cada uma destas
duas moléculas bloqueia um passo no metabolismo do acido félico, que é essencial na

producao e desenvolvimento celular. 21011
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Figura 4.8 - Representagdo da estrutura quimica da sulfadoxina

A sulfonamida atua como inibidor competitivo da enzima bacteriana
dihidroperoato sintetase, devido a sua similaridade com o substrato normal da enzima,
o acido para-aminobenzdico (PABA), impedindo que este se ligue e ocorra a sintese do
dihidroperoato e bloqueando assim a biossintese do tetrahidrofolato nas células da
bactéria. Tetrahidrofolato é importante tanto para as células animais como para as
bacterianas, pois é um cofator enzimatico que fornece uma unidade de carbono para a
sintese de bases de acido nucleico de pirimidina, necessarias para a sintese de DNA.
Assim, a sintese de pirimidina e DNA é bloqueada, evitando que a célula cresca e se
multiplique, sendo por isso classificado como um agente antibacteriano bacteriostatico.
Uma vez que esta medicacdo depende de um sistema imunitario saudavel para
combater a bactéria, nao estid recomendada a doentes com sistemas imunitarios
enfraquecidos, como é o caso de doentes com SIDA, em quimioterapia ou até doentes

com transplantes que estejam em medica¢do imunossupressora.210,12.27
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Uma vez que as sulfonamidas sao inibidores competitivos da enzima, esta
inibicdo é reversivel, conseguindo as bactérias adquirir resisténcia a estes farmacos, por
exemplo sintetizando mais PABA. Quanto maior a quantidade de PABA presente na
célula mais efetivamente este compete com a sulfonamida de modo a ligar-se ao centro
ativo da enzima. As bactérias também podem criar resisténcias através de mutac¢des que
alteram a enzima, diminuindo a sua afinidade ou permeabilidade da membrana celular
as sulfonamidas. 2101227

Este tipo de agentes antibacterianos ndo afeta as células animais, pois estas
sintetizam o tetrahidrofolato de maneira diferente, nio contendo a enzima
dihidroperoato sintetase. Nas células animais, o tetrahidrofolato é sintetizado a partir
de acido félico que é obtido através da alimentacdo e transferido para o interior das
células por uma proteina de transporte, que nao esta presente na célula
bacteriana.10.12.27

Por outro lado, o trimetoprim é um agente antibacteriano altamente seletivo que
vai interagir com a diidrofolato redutase, a enzima que converte o diidrofolato a
tetrahidrofolato, levando também a inibicdo da sintese de DNA e crescimento
celular.1227

Diidrofolato redutase estd também presente nas células animais, mas devido a
mutacdes ao longo de milhdes de anos, estas tém uma estrutura significativamente
diferente das da enzima bacteriana, tendo o trimetoprim uma afinidade bastante maior
para estas, e sendo muito mais ativo na enzima bacteriana.12.27

Deste modo, as duas enzimas de uma Unica via metabdlica sido inibidas, tendo a
vantagem de que as doses de ambos os farmacos podem ser mantidas num nivel baixo e

seguro. Este método terapéutico é descrito como “bloqueio sequencial”. 4

4.2. B-lactamas

Os antibidticos beta-lactdmicos sdo uma classe que inclui penicilinas,
cefalosporinas e carbapenemas entre outros, sendo que muitos destes farmacos,
particularmente os mais recentes, exibem um largo espectro de acdo, atuando tanto

contra bactérias Gram-negativas como Gram-positivas. Estes agentes antibacterianos
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atuam através da inibi¢do da enzima transpeptidase, também conhecida como proteina
de ligacdo da penicilina (PLP), que faz o crosslinking entre as cadeias de peptidoglicano
de forma a proporcionar forca e rigidez a parede celular da bactéria. Esta classe de
antibioticos é denominada por beta-lactamicos pois todos eles tém na sua estrutura um
anel beta-lactamico, que é essencial na estrutura do farmacé6foro e confere a atividade

antibacteriana.2829

4.2.1. Penicilinas

O primeiro agente antibacteriano desta classe, a penicilina G (figura 1.4), surgiu
quando em 1877 Louis Pasteur e Jules Joubert descobriram que certas espécies de
fungo produziam substancias téxicas contra as bactérias. Estas substancias eram no
entanto também toéxicas para os seres humanos, mas conseguiram assim demonstrar
que certas espécies de fungos poderiam ser uma potencial fonte de agentes
antibacterianos. 4

Alguns anos mais tarde, em 1928, Alexander Fleming descobriu acidentalmente
que uma das suas culturas bacterianas tinha sido infetada por uma colonia de fungos.
Estes eram uma espécie relativamente rara de Penicillium. Fleming investigou durante
anos o agente antibacteriano por estes produzidos, concluindo que tinha propriedades
antibacterianas significantes, e mais importante que tudo, ndo era toxico para as células
animais. Porém, a substancia era demasiado instavel e Fleming foi incapaz de isolar e
purificar o composto. Este problema foi eventualmente resolvido em 1938 por Howard
Florey e Ernst Chain, dando assim, em 1941, origem aos primeiros ensaios clinicos da
substancia, e abrindo caminho para o seu subsequente uso. Em 1945, Fleming, Florey e
Chain foram galardoados com o prémio Nobel de fisiologia ou medicina pela descoberta
da penicilina e dos seus efeitos curativos em diversas doencas infeciosas.2830

Desde entdo as penicilinas tém sido amplamente utilizadas, o que resultou no
desenvolvimento de resisténcias por parte das bactérias, um problema que tem vindo a
aumentar. No entanto, em 1976 foi descoberto o acido clavulanico (figura 1.16) que
provou ser altamente eficaz na protecao das penicilinas contra as enzimas bacterianas

que as atacam, as penicilinases. 31,32
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A penicilina é uma agente antibacteriano que atua inibindo a sintese da parede
celular bacteriana, o que representa o cenario ideal em termos de seletividade, pois este
farmaco vai interferir com a estrutura de um componente da célula procariota que nao
se encontra presente nas células animais.33

Estdo envolvidas varias enzimas na biossintese da parede celular, mas a enzima
responsavel pela reacdo final de crosslinking, a enzima transpeptidase, é o alvo de
inibicdo da penicilina. Esta enzima liga-se a superficie exterior da membrana celular,
onde a penicilina por sua vez se vai ligar ao seu centro ativo, impedindo a formacgdo da
estrutura de peptidoglicano. Como resultado, a parede celular torna-se fragil, acabando
por ndo conseguir evitar que a célula inche e rebente.33

O normal mecanismo de catalise da enzima transpeptidase envolve uma serina
no seu centro ativo que atua como nucleéfilo de maneira a quebrar a ligacdo peptidica
entre duas unidades de D-alanina de uma cadeia peptidica. A alanina terminal abandona
depois o centro ativo, deixando a cadeia peptidica ligada ao centro ativo. De seguida,
uma fracdo de penta-glicina de outra cadeia peptidica entra no centro ativo, e a glicina
terminal forma uma ligacdo peptidica ao grupo de alanina, deslocando-a da serina e
ligando as duas cadeias juntas, completando assim o crosslinking (figura 4.9). A
replicacdo deste processo permite obter uma forte cobertura em torno de toda a célula
bacteriana, a estrutura de peptidoglicano, que consiste em cadeias de polissacarideos

lineares ligados uns aos outros através de cadeias peptidicas curtas. 241012

cadeia peptidica
cadeia peptidica cadeia peptidica

1 H
cadeia peptidica (o Me g )\rrN
H 1 o
N ) H
‘L?./ ])j\ﬁ)\cog \H /‘NHZ Gly o
Me
(0}
) ® MQJY ®, ®
£OH NHs (13\1 HO NH3 OH NH;

Ser Lys Ser Lys Ser Lys
Enzima Transpeptidase

p-Ala p-Ala cadeia peptidica % Me
N

Figura 4.9 - Mecanismo normal de catdlise da enzima transpeptidase (Adaptado de 4)

No entanto, na presenca de penicilina, a enzima ataca o anel beta-lactimico
através de um ataque nucledfilico da serina presente no seu centro ativo. Uma vez que a

penicilina € um composto ciclico, a ligagdo amida é clivada, como acontece com o
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substrato natural da enzima, mas o produto ndo abandona o centro ativo, bloqueando-o

e negando acesso a subsequentes fracdes de penta-glicinas (figura 4.10). 241012

0
]
R—C—NH

Lys

cadeia peptidica
Bloqueio

ﬁ:O

Bloqueio

5 R=C—\H_ H
c N S. Me
N
o @5 0 HN \><Me HN
¢ 0 P @ o4
:9H NH3 | 2 I}IH 2

H,0

Lys

Enzu"na Transpeptidase

Figura 4.10 - Mecanismo de inibi¢cdo da penicilina (Adaptado de *)

A penicilina mimetiza a fragdo D-alanina, o que explica a falta de toxicidade do
farmaco, pois ndo existem D-aminodcidos ou segmentos de D-alanina em qualquer
proteina humana, uma vez que as células humanas usam os isémeros L dos
aminodacidos, enquanto as bactérias usam os isémeros D. Assim, a penicilina é seletiva
para a enzima bacteriana transpeptidase e é ignorada pelas protéases serinicas
presentes no corpo humano. 241012

Porém, para este agente antibacteriano poder inibir a enzima transpeptidase,
tem de primeiro atingir a superficie exterior da membrana celular da bactéria, onde a
enzima esta localizada, o que quer dizer que tem de passar nao sé pela parede celular
das bactérias Gram-positivas como também das Gram-negativas, e embora a parede
celular das bactérias Gram-positivas seja bastante mais espessa que a das Gram-
negativas, a penicilina é geralmente mais eficaz contra bactérias Gram-positivas do que
contra Gram-negativas. Isto deve-se a que, embora a parede celular seja uma estrutura
consideravelmente rigida, é também bastante porosa, deixando pequenas moléculas
como a penicilina passar sem grande dificuldade. Por outro lado, as bactérias Gram-
negativas possuem uma membrana de lipopolissacarideos externa que é impermeavel a
dgua e a moléculas polares, como a penicilina. Existem no entanto determinadas
estruturas proteicas, denominadas porinas, localizadas nesta membrana exterior, que
agem como poros, por onde as penicilinas, dependendo das caracteristicas da porina e
da penicilina, podem passar. Regra geral, firmacos de grandes dimensdes, de cargas

negativas e que sejam hidrofébicos tém uma maior dificuldade em passar. 241012,28
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As porinas sdo por isso essenciais no controlo da quantidade de penicilina que é
capaz de alcancar o espac¢o periplasmico entre a membrana exterior e a membrana
celular da bactéria. Se o acesso for lento, a concentracdo de agente antibacteriano em
ligacdo a enzima transpeptidase podera nao ser suficiente para a inibir eficazmente.

Um outro mecanismo de defesa contra este tipo de agentes antibacterianos sdo
as beta-lactamases, enzimas transpeptidase mutadas. Estas enzimas formam também
ligacdes com a penicilina através da serina presente no seu centro ativo, abrindo o anel
beta-lactdmico e formando uma ligacdo éster com a estrutura. No entanto, ao contrario
das enzimas transpeptidase, as beta-lactamases estdo aptas a hidrolisar esta ligacao
éster e a libertar posteriormente o composto agora inativo. Algumas bactérias Gram-
positivas sdo resistentes a penicilina, pois libertam as beta-lactamases para o seu
ambiente envolvente, de maneira a que a penicilina seja intercetada antes de chegar a
membrana celular. No caso das bactérias Gram-negativas, as beta-lactamases libertadas
ficam encapsuladas no espaco periplasmatico entre a membrana celular e a membrana
externa, pois esta ultima impede a sua passagem. Deste modo, na eventualidade da
penicilina passar a membrana externa, esta vai encontrar uma concentra¢do de beta-
lactamases bastante superior a que encontraria no caso de ser uma bactéria Gram-

pOSitiva. 2,4,10,12,28

4.2.2. Cefalosporinas

De entre os principais grupos de antibidticos beta-lactamicos, o segundo a ser
descoberto foi o das cefalosporinas, com a descoberta da Cefalosporina C (figura 1.10),
isolada em 1948. Estruturalmente, as cefalosporinas tém algumas semelhancas com a
penicilina, como a presenca de um anel beta-lactamico no sistema biciclico, que no caso
das cefalosporinas esta ligado com um anel de dihidrotiazina. 2

Embora a Cefalosporina C tenha mostrado menor poténcia que as penicilinas,
apresentou no entanto um espectro de acdo mais alargado contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, uma maior resisténcia a hidrolise acida e enzimas beta-
lactamicas e menor potencial para causar alergias. Foi por isso um bom composto

modelo para o desenvolvimento de novos antibidticos de largo espectro de agdo.34
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As cefalosporinas de primeira geragdo, como por exemplo a cefazolina (figura
4.11), tém em geral uma menor atividade antibacteriana que as penicilinas, mas um
maior espectro de acdo. Sao normalmente pouco absorvidas através do trato
gastrointestinal, sendo por isso administradas através de inje¢des. Devido a uma maior
resisténcia as beta-lactamases, as cefalosporinas de segunda geragao, como é o caso da
cefamicina (figura 4.12), tém um espectro de a¢do mais alargado que as de primeira
geracdo. Com a terceira geracdo, foram melhoradas as carateristicas que favorecem a
penetracdo do farmaco através da membrana exterior das bactérias Gram-negativas e a
sua afinidade para com a enzima transpeptidase. Devido a estas alteracdes, farmacos
como a ceftriaxona (figura 4.13), desempenham um papel bastante importante na
terapia antibacteriana contra bactérias Gram-negativas, muitas das quais sdo ja
resistentes a outros beta-lactamas. Por fim, na quarta e ultima geracdo de
cefalosporinas, temos farmacos como a cefepima (figura 4.14) que apresentam ainda
mais facilidade em penetrar a membrana exterior, bem como uma maior afinidade para
a enzima transpeptidase e uma afinidade reduzida para uma variedade de beta-

lactamases.?12.28,33,34
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Figura 4.13 - Representagdo da estrutura Figura 4.14 - Representacdo da estrutura
quimica da ceftriaxona quimica da cefepima
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4.2.3. Carbapenemas

Com a emergéncia de resisténcias bacterianas a penicilina, especialmente
através de producdo de beta-lactamases, comecaram a ser investigados mecanismos de
inibicao destas enzimas, descobrindo-se dois compostos: o acido clavulanico (figura

1.16) e a tienamicina (figura 4.15).3536

Figura 4.15 - Representagdo da estrutura quimica da tienamicina

A tienamicina foi o primeiro composto deste tipo a ser isolado, em 1976. E um
agente antibacteriano de grande poténcia e com um largo espectro de atividade, contra
bactérias Gram-positivas e também Gram-negativas, exibindo baixa toxicidade e elevada
resisténcia as beta-lactamases. Porém, este composto mostra uma baixa estabilidade
quimica e metabdlica, ndo sendo absorvido pelo trato gastrointestinal e necessitando
por isso ser administrado por via intravenosa.210.143536

Tal como os outros agentes beta-lactdmicos, a tienamicina exerce o seu efeito
antibiodtico através da reagdo com o sitio ativo da enzima transpeptidase, sendo que um
dos fatores determinantes na eficacia destes compostos é a sua habilidade de se reagir
com diferentes tipos de transpeptidase. Alguns exemplos desta classe de fArmacos sao o
imipenem (figura 4.16), mais direcionado para o tratamento de infe¢des causadas por
bactérias Gram-positivas, o meropenem (figura 4.17), mais usado contra infegdes
causadas por bactérias Gram-negativas e o doripenem (figura 4.18), o farmaco menos
suscetivel a carbapenemases (um tipo de beta-lactamase que é mais ativo contra
carbapenemas) e com um espectro de acdo mais largo, evidenciando eficacia no

tratamento de infe¢des causadas por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.3>
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Figura 4.16 - Representagdo da estrutura Figura 4.17 - Representagdo da estrutura
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Figura 4.18 - Representagdo da estrutura quimica do doripenem

4.2 .4, Inibidores de beta-lactamases

Os antibidticos beta-lactdmicos sdo dos agentes antibacterianos mais
importantes, sendo utilizados no combate a infecdes patogénicas graves, devido
sobretudo a sua elevada eficacia e boa toleradncia. Infelizmente o sucesso farmacolégico
da classe esta em perigo devido a emergéncia e propagacdao de beta-lactamases, o
mecanismo mais comum de resisténcia bacteriana aos antibi6ticos beta-lactdmicos.3536

De modo a tentar combater os efeitos das beta-lactamases foram desenvolvidos
inibidores de beta-lactamases, como o acido clavulanico (figura 1.16), o sulbactam
(figura 4.19) ou a tazobactama (figura 4.20), que sdo usados em conjugacdo com
antibidticos beta-lactdmicos. O Aacido clavulanico, o primeiro inibidor de beta-
lactamases, foi isolado em 1976. Embora seja um poderoso e irreversivel inibidor da
maior parte das beta-lactamases tem uma atividade antibiética muito reduzida, sendo
frequentemente utilizado em associacdo com penicilinas, como por exemplo a
amoxicilina. Esta combina¢do permite reduzir a dose de amoxicilina administrada,
aumentando ao mesmo tempo o seu espectro de atividade. O acido clavuldnico atua
como um inibidor irreversivel, pois reage no centro ativo da beta-lactamase, onde o seu

anel beta-lactamico vai ser quebrado pelo ataque nucleéfilico do residuo de serina,
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através de um mecanismo semelhante ao observado na reag¢dao com a penicilina, no
mesmo sitio ativo. No entanto, o composto reage novamente com outro grupo
nucleofilico da enzima, ligando-se a esta irreversivelmente e atuando como um

substrato suicida.?142829,32,33,36
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Figura 4.19 - Representagdo da Figura 4.20 - Representagdo da
estrutura quimica do sulbactam estrutura quimica da tazobactama

Os inibidores de beta-lactamases referidos sdao bastante usados em associacao
com penicilinas e cefalosporinas. Todavia, ha evidéncias de selecdo para resisténcia-
Assim, embora estes compostos ainda sejam eficazes em muitos casos, é necessario
investir no desenvolvimento de novos inibidores de beta-lactamases de espectro mais

alargado e que sejam eficazes contra todos os tipos de beta-lactamases.

4.3. Quinolonas e fluoroquinolonas

As quinolonas e fluoroquinolonas sdao uma importante classe de agentes
antibacterianos de largo espectro de atividade. A primeira quinolona antibacteriana
desenvolvida para utilizacdo clinica foi o acido nalidixico (figura 1.12), colocado no
mercado em 1962. Todavia este farmaco mostrou um espectro de atividade estreito.
Subsequentes modificagdes na estrutura deste composto de forma a melhorar as suas
propriedades antibacterianas e perfil farmacocinético deram origem a uma segunda
geracdo de quinolonas, uma fluoroquinolona, pela adicdo de um atomo de fluor ao
carbono na posicdo 6 de uma quinolona, dando origem a norfloxacina (figura 4.21),
colocada no mercado em 1978. Alguns anos mais tarde, em 1987, surgiu a
ciprofloxacina (figura 1.13), uma das fluoroquinolonas mais ativas no combate a

bactérias Gram-negativas. 1037
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Figura 4.21 - Representagdo da estrutura quimica da norfloxacina

Dado o potencial farmacolégico das fluoroquinolonas foram sintetizados outros
membros desta classe, com o objetivo de identificar novos compostos para
desenvolvimento. Estudos de relacdo estrutura-atividade demonstram que todos os
compostos da classe com boa atividade antibacteriana exibem um anel biciclico
semelhante, que inclui um anel de piridona e uma fung¢do acido carboxilico como
substituinte na posicdo 3. Relativamente ao espectro de agdo, verificou-se que a
primeira e segunda geracao de fluoroquinolonas mostravam apenas uma atividade
moderada contra Staphylococcus aureus, e eram suscetiveis a rapido surgimento de
resisténcias. As quinolonas de terceira geracdo, como a levofloxacina (figura 4.22) e a
moxifloxacina (figura 4.23), foram desenvolvidas com o objetivo de contornar estes
problemas. Sdo compostos mais potentes, que demonstram maior atividade bactericida
contra bactérias Gram-positivas. A quarta geracao de quinolonas, que inclui farmacos
como a gemifloxacina (figura 4.24), é uma geracdo mais potente que as anteriores e
com um espectro de acdo mais alargado, incluindo a¢do contra bactérias anaerdbias. A
gemifloxacina é atualmente uma das fluoroquinolonas mais potentes, sendo usada no

tratamento de pneumonia adquirida na comunidade e de bronquite aguda.1%.37
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Figura 4.22 - Representagdo da estrutura

quimica da levofloxacina Figura 4.23 - Representagdo da estrutura

quimica da moxifloxacina
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Figura 4.24 - Representagdo da estrutura quimica da gemifloxacina

As fluoroquinolonas sdo agentes antibacterianos ativos contra um largo espectro
de bactérias, tanto Gram-positivas como Gram-negativas, tém uma boa absorg¢ao oral e
distribuicdo sistémica. As suas aplicacdes clinicas entendem-se ao tratamento de
infecoes do trato respiratério inferior, pele, tecidos moles e doencas sexualmente
transmitidas, sendo também utilizadas no tratamento de infe¢des do trato urinario bem
como de infegdes que demonstrem mais resisténcia ao tratamento por outros agentes
antibacterianos mais estabelecidos.837

As fluoroquinolonas inibem a replicacao e transcricdo do DNA bacteriano, ao
estabilizar o complexo formado entre o DNA e os dois tipos de topoisomerases II
(enzimas que participam no desenrolar do DNA, para a sua posterior transcricdo e
replicacao), topoisomerase IV e DNA girase, que embora sejam bastante semelhantes
nas suas estruturas desempenham fungoes diferentes durante o processo de replicagdao
de DNA.37.38

Em bactérias Gram-positivas, os complexos estabilizados sdo entre o DNA e a
topoisomerase 1V, sendo o farmaco 1000 vezes mais seletivo para a enzima bacteriana
do que para a enzima animal correspondente. Em bactérias Gram-negativas, o principal
alvo das fluoroquinolonas é o complexo entre o DNA e a enzima DNA girase, que esta
apenas presente em bactérias e é necessaria para aliviar a tensao na dupla hélix de DNA,
depois da sua replicagdo e transcricdo. Uma vez que esta enzima estd apenas presente
em células bacterianas, sendo essencial para o crescimento das mesmas, é o alvo ideal
para as quinolonas. 37,38

A topoisomerase IV é necessaria nas fases terminais da replicacdo de DNA, para
quebrar as ligacdes dos novos cromossomas recentemente replicados. Estas ligacoes
necessitam ser quebradas para que os cromossomas possam ser segregados, de modo a
que a divisao celular possa ser completada. 21.37.38

E contudo necessario um maior investimento na investigagio do modo de agio
destes farmacos, que ainda nao esta totalmente esclarecido. Deste modo, para que se

possa perceber e melhor estudar a interacdo DNA-topoisomerases, tém sido utilizadas
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ferramentas computacionais, como o acoplamento molecular ou docking, que facilitam a
previsao das estruturas dos complexos proteina-ligando e fornecem informagdo sobre
os modos de interacdo entre os ligandos e os seus recetores.3”

Quanto ao desenvolvimento de resisténcias a quinolonas, estas podem ser
adquiridas através de mutagdes cromossémicas em genes que codificam as proteinas
alvo ou por mutacdes que causem uma acumulacdo reduzida do fArmaco na célula (ou
por uma captacdo reduzida do farmaco ou por um efluxo aumentado) ou entdo por

aquisicdo de genes de resisténcia a quinolonas transferidos por plasmideos.3?

4.4. Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo agentes antimicrobianos bacteriostaticos que possuem um
largo espectro de atividade, sendo atualmente o segundo grupo de antibiéticos mais
prescrito depois das penicilinas. Além das suas propriedades antibacterianas, estes
compostos sao também eficazes no tratamento de infe¢des ndo-bacterianas, como por
exemplo no tratamento de doencas resultantes de infecdes por protozoarios, como a
giardiase, e no tratamento de doencas resultantes de infe¢des virais, como a febre do
Nilo Ocidental. As tetraciclinas evidenciaram também propriedades anti-maldricas,
atacando estirpes do parasita protozoario Plasmodium. 12,3940

O primeiro farmaco do grupo das tetraciclinas a ser descoberto foi a
clortetraciclina (figura 4.25), isolada em 1948, tendo seguidamente surgido a
doxiciclina (figura 4.26), o primeiro farmaco semissintético desta classe. 1240
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Figura 4.26 - Representagdo da estrutura
quimica da doxiciclina

Figura 4.25 - Representagdo da estrutura
quimica da clortetraciclina

As bactérias tém ribossomas 70S, cada um contento uma pequena subunidade

(30S) e uma grande subunidade (50S), responsaveis pela sua sintese proteica. No seu

30



Mestrado Integrado em Ciéncias Farmacéuticas
Antibidticos do Século XX - Ascensdo e Declinio

normal funcionamento, a subunidade 30S vai-se ligar ao RNA mensageiro (mRNA) e
inicia a sintese proteica. A subunidade 50S combina entdo com o complexo subunidade
30S-mRNA, formando o ribossoma, que vai posteriormente ligar-se ao aminoacil-tRNA
(RNA transportador ligado a um aminoacido) e catalisar a formagao da cadeia proteica.
21,39-41

As tetraciclinas inibem a sintese proteica ao ligarem-se a subunidade 30S dos
ribossomas, impedindo assim a ligagdo do aminoacil-tRNA ao complexo mRNA-
ribossoma, o que compromete a subsequente adicdo de aminoacidos a crescente cadeia
peptidica, inibindo a sintese proteica.39-41

No caso de bactérias Gram-negativas, as tetraciclinas atravessam a membrana
exterior por difusdo passiva através das porinas, sendo que a subsequente passagem
através da membrana interior é dependente do gradiente de pH. A seletividade deve-se
ao facto de as células bacterianas acumularem uma concentragdo maior destes agentes
antibacterianos que as células humanas, pois infelizmente as tetraciclinas sao também
capazes de inibir a sintese proteica em células animais, embora estas tenham a
capacidade de acumularem muito pouco deste fArmaco no seu interior.10:40

A selecdo para resisténcia a tetraciclinas tem sido prevalente e frequente,
parcialmente devido ao uso destes agentes antibacterianos no tratamento de infecdes
veterindrias e também como aditivo alimentar, de forma a promover o crescimento
saudavel de animais recém-nascidos. Entre os mecanismos de resisténcia estao as
bombas de efluxo, que expulsam o antibiotico do interior da célula bacteriana através
de transporte ativo, as proteinas de protecao ribossomal, que forcam a libertacao da

tetraciclina presa ao ribossoma e mutagdes do rRNA bacteriano.1240

4.5, Macrolidos

Os macrdlidos sdo agentes antibacterianos com propriedades bacteriostaticas,
possuindo também algumas propriedades anti-inflamatérias e imunomoduladoras. O
primeiro agente antibacteriano desta classe colocado no mercado foi a eritromicina, um
metabolito isolado em 1952 que deu origem a um dos farmacos mais seguros, de entre

os que estdo em uso clinico nos nossos dias.42-44
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Embora a eritromicina seja instavel no meio acido do estémago, pode ser
administrada oralmente através de uma féormula farmacéutica de revestimento gastro-
resistente, sendo posteriormente absorvida através do intestino. Com o objetivo de
melhorar esta sensibilidade a meios acidos, foi desenvolvida a claritromicina (figura
4.27), um macrélido de segunda geracdo e andlogo da eritromicina que é mais
resistente ao acido gastrico e com uma melhor absor¢do oral. A azitromicina (figura
4.28), um dos farmacos mais vendidos em todo o mundo, é outro exemplo deste tipo de

farmacos.4445

Figura 4.28 - Representagdo da estrutura

Figura 4.27 - Representacdo da estrutura o ' s
quimica da azitromicina

quimica da claritromicina

Os macrélidos apresentam um espectro de acdo semelhante ao das penicilinas,
com uma reduzida eficicia contra bactérias Gram-negativas. A vantagem que tém sobre
as penicilinas deve-se a sua atividade contra os micoplasmas, um tipo de bactéria sem
parede celular, sendo por isso imune a antibiéticos que inibam a sintese da parede
celular, como é o caso das beta-lactamas. E também o tratamento de primeira linha em
doentes com alergia a penicilinas.?

Quanto ao seu mecanismo de a¢do, os macroélidos atuam ligando-se a subunidade
23S, uma subunidade da subunidade 50S dos ribossomas bacterianos, inibindo o
processo de traducao cromossémica e comprometendo consequentemente a sintese
proteica. Alguns estudos indicam como possiveis outros mecanismos de acdo desta
classe de fArmacos. 846

O ribossoma possui dois sitios de ligacdo importantes para as moléculas de tRNA
entre as suas duas subunidades 30S e 50S: o sitio A (de aminoacil) e o Sitio P (de

peptidil). O tRNA liga-se ao sitio A, trazendo consigo o aminodacido correspondente
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(aminoacil-tRNA). Posteriormente ocorre um processo de transferéncia da cadeia
péptica ligada ao tRNA presente no sitio P (peptidil-tRNA), que se vai ligar ao
aminodacido codificado pelo tRNA presente no sitio A, alongando assim a cadeia
peptidica. De seguida o tRNA presente no sitio P sai, e ocorre o processo de
translocacdo, onde o tRNA do sitio A passa para o sitio P, libertando assim o sitio A uma
vez mais.21.46

O mecanismo da inibicdo da sintese proteica por parte destes agentes
antibacterianos depende particularmente da estrutura quimica especifica do farmaco. A
estrutura vai afetar a interagdo do composto com o ribossoma, bem como o seu modo
de inibicdo. Alguns destes modos de inibi¢do incluem a inibicdo do aumento da cadeia
peptidica durante a faze inicial de traducdo, a promoc¢ao da dissociacdo do peptidil-
tRNA do ribossoma, inibicdo da formacdo da ligagdo peptidica e interferéncia com a
formagao da subunidade 50S. Todos estes mecanismos estdo relacionados com o local
de ligacdo do macrdlido ao ribossoma.444>

O principal mecanismo de inibicao da sintese proteica pelos macrolidos envolve
o seu sitio de ligacdo no nascent peptide exit tunnel, que é formado maioritariamente
pelo 23S rRNA. Os macrélidos ligam-se junto a uma constri¢cdo deste ttnel, criando um
bloqueio molecular no crescimento da cadeia peptidica. Este tipo de inibi¢do resulta na
eventual desassociacdo do peptidil-tRNA do ribossoma. No entanto, uma vez que tanto o
farmaco como a cadeia peptidica estdo a competir pelo mesmo espago neste tunel de
saida, é possivel que certos péptidos mostrem alguma afinidade para os componentes
da parede do tunel que interagem com o farmaco, podendo remover o macrolido do seu
sitio de ligacdo. Assim, este tipo de inibicdo depende tanto da estrutura do farmaco
como da cadeia peptidica e das suas interacdes com o ribossoma.*>

A interferéncia com a formag¢do do ribossoma pode também contribuir para a
atividade inibitéria destes agentes antibacterianos, sendo que na presenca destes
farmacos os precursores de subunidades ribossomais 50S sdo acumulados. Uma das
suas subunidades, a 23S, é particularmente mais acessivel a modificagdes quimicas
antes da sua associacdo e formacédo da subunidade 50S. E por isso possivel que a ligacdo
do macrélido a unidade 23S, antes da formacdo da subunidade 50, possa inibir certos
rearranjos conformacionais necessarios a sua posterior formacgao. 2145

A grande eficacia e seguranca destes farmacos, conjugadas ao seu uso como

terapéutica alternativa em doentes com alergia a penicilinas, tornou os macrolidos
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numa classe de farmacos frequentemente prescritos, levando ao inevitavel surgimento
de espécies bacterianas resistentes. Os mecanismos de resisténcia mais comuns sdo a
expulsdo do farmaco da célula e modificacbes ao centro ativo através metilagcdes ou
outras mutacoes.*24445

Estas mutagcdes dos centros ativos sao geralmente modificacdes no 23S
ribossémico ou até nas proteinas ribossomais. Estas mutacdes impedem o fadrmaco de
se ligar ao ribossoma ou tornam o tunel de saida do péptido mais largo, para que o
péptido em processo de sintese consiga passar pelo macrélido ligado ao tinel. De forma
a combater estes mecanismos, é necessario uma melhor compreensio do
funcionamento do ribossoma e das suas estruturas, para que se possa desenhar novos
derivados destes farmacos com propriedades farmacologicas melhoradas, exibindo uma
ligacdo mais forte ao seu alvo, ou para que estes farmacos se liguem mais longe no tinel
de saida, podendo o peptidio sintetizado ser mais longo e impedindo assim a
dissociacdo do peptidil-tRNA, de forma a incapacitar irreversivelmente a subunidade

ribossomal. 424445

4.6. Aminoglicosideos

O primeiro antibidético aminoglicosidico, a estreptomicina, foi pela primeira vez
isolado em 1944, a partir de uma espécie fungica, Streptomyces griseus, por Selman
Waksman na sua procura por um agente antibacteriano ativo contra a tuberculose. Este
farmaco foi o segundo antibidtico mais importante a ser descoberto, ficando atras
apenas das penicilinas, e foi também o primeiro farmaco eficaz no tratamento da
tuberculose. A gentamicina (figura 4.29) é outro dos farmacos deste grupo de agentes
antibacterianos. Em pH’s de 7.4 (valores normais do pH do sangue) estes agentes
possuem uma carga positiva, necessaria para a sua atividade, pois estes exercem melhor
o seu efeito em condicdes ligeiramente alcalinas. A sua carga idnica é importante, pois
regula como estes farmacos sdo absorvidos através da membrana exterior em bactérias
Gram-negativas. Assim, os aminoglicosideos sdo principalmente usados no tratamento
de infecdes causadas por bactérias Gram-negativas. Estes agentes antibacterianos sdo

também usados no tratamento de infe¢des causadas por algumas bactérias Gram-
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positivas, embora seja recomendado o uso de outros antibidticos, como beta-lactamas

em terapia de combinacdo, devido ao efeito sinérgico que dai provém.81047
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Figura 4.29 - Representagdo da estrutura quimica gentamicina

Devido aos baixos niveis de absor¢ao destes farmacos, ndo é feita administracao
oral para o tratamento de infecdes sistémicas, sendo estes administrados por via
parentérica, por injecdo intramuscular ou, para casos mais graves, por via intravenosa.
Estes antibidticos tém também alguns efeitos adversos, como nefrotoxicidade e
ototoxicidade, limitando assim as dosagens da medicacdao. Embora a nefrotoxicidade
seja normalmente reversivel, os efeitos de ototoxicidade incluem a perda permanente
de algumas capacidades auditivas. A razao da sua ototoxicidade parece estar ligada ao
facto de que os aminoglicosideos terem a capacidade de sequestrar e quelar metais,
formando complexos redox-ativos que geram espécies reativas de oxigénio que vao
induzir danos celulares.3047

Os aminoglicosideos interagem através de interagdes idnicas com varios grupos
carregados negativamente presentes na membrana, como proteinas, lipopolissacarideos
e fosfolipidos que transportam ides de calcio e magnésio. Estes i0es normalmente
atuam como conectores entre moléculas de lipopolissacarideos adjacentes, e o seu
deslocamento resulta em rearranjos destas moléculas, de forma a produzirem poros
pelos quais o farmaco consegue passar e levando assim ao “self-promoted uptake”. De
seguida o farmaco necessita passar através da membrana celular para entrar na célula,
processo esse que é dependente de energia, necessitando por isso de um sistema de
transporte de eletrdes funcional, pelo que, bactérias anaerébicas tendem a nao ser
suscetiveis a este tipo de farmacos.4”

Uma vez dentro da célula, estes farmacos vao se ligar aos ribossomas bacterianos
para que possam inibir a sintese proteica. Estas ligacdes sdo especificas a subunidade
ribossomal 30S, e vdo prevenir o movimento do ribossoma ao longo do mRNA,

impossibilitando a leitura do codao presente no mRNA. Em alguns casos, a sintese
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proteica é terminada e as proteinas encurtadas acabam por ir para a membrana celular.
Este processo leva a um aumento da permeabilidade da membrana, originando uma
maior absor¢do do farmaco. Os aminoglicosideos sdo por isso agentes bactericidas,
sendo a sua atividade devida aos efeitos que exercem nos ribossomas e nas membranas
celulares exteriores bacterianas.247

A seletividade destes farmacos deve-se ao facto de que os ribossomas das células
humanas possuirem uma estrutura diferente da dos ribossomas bacterianos, tendo as
primeiras muito menor afinidade pelo farmaco que as bacterianas.*21

A resisténcia a aminoglicosideos ocorre através de varios mecanismos que
coexistem em simultaneo na célula bacteriana. Estes mecanismos incluem a modificagao
do centro ativo através de mutacdes ou metilacdes no ribossoma, reduc¢do da
permeabilidade membranar através de modificacbes a membrana celular exterior,
diminui¢do do transporte membranar e bombas de efluxo e inativacdo enzimatica do
agente antimicrobiano.4’

Relativamente a este ultimo mecanismo de inativacdo enzimatica, existem trés
tipos de enzimas modificadoras dos aminoglicosideos, que sdo as
nucleotidiltransferases, as fosfotransferases e as acetiltransferases, cada uma delas
catalisando uma modificacdo em diferentes grupos quimicos da molécula. Devido ao
grande numero e capacidade dos genes que codificam para estas enzimas, bem como os
numerosos elementos moveis onde estes estio localizados, o resultado é uma alta
capacidade de adaptacdao destas enzimas para utilizar novos antibidticos como
substratos e para se disseminarem eficientemente entre a populacdo bacteriana. Assim,
praticamente todas as bactérias de interesse medicinal poderdo eventualmente adquirir

resisténcia enzimatica a aminoglicosideos.247
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5. Selecdo para resisténcias a antibioticos

O desenvolvimento de resisténcias por parte das bactérias é um processo natural
e espontaneo, pois estas tém evoluido durante milhares de anos de maneira a resistir a
acdo de produtos antibacterianos presentes no meio ambiente. No entanto, devido a
esta preocupante capacidade de desenvolverem resisténcias aos farmacos atualmente
em uso, a pesquisa de novos compostos antibacterianos mais seguros, eficazes e com
amplo espectro de acio nio pode ser interrompida. E necessaria a exploracio de novos
e inconvencionais caminhos, como o desenvolvimento de compostos biodegradaveis ou
compostos que interagem com varios alvos simultaneamente entre outros.*8-50

Se a resisténcia a agentes antibacterianos continuar a alastrar e ndo surgirem
solugdes alternativas, a medicina como a conhecemos hoje deixara de existir, uma vez
que certos procedimentos médicos, hoje comuns, se tornardo demasiado arriscados
devido ao risco de contragdo de infe¢des. Algumas das antigas doencas estdo a ressurgir,
como é o caso da tuberculose multirresistente (MDRTB - multidrug resistant
tuberculosis), resultante de uma estirpe multirresistente de Mycobacterium
tuberculosis. Esta estirpe é resistente a dois dos mais potentes farmacos usados como
tratamento de primeira linha na tuberculose, a izoniazida (figura 1.11) e a rifampicina
(figura 5.1). No entanto existem ja também estirpes, denominadas por tuberculose
extensivamente resistente (XDRTB - extensively drug resistant tuberculosis), que além
de resistentes a estes dois potentes compostos sdo também resistentes a

fluoroquinolonas.*951
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Figura 5.1 - Representagdo da estrutura quimica da rifamicina

As bactérias embora sejam intrinsecamente resistentes a alguns tipos de

antibiéticos podem também adquirir resisténcia através de mutagdes espontaneas nos
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seus genes ou através de transferéncia genética horizontal. Alguns exemplos de
resisténcia intrinseca bacteriana devem-se a propria composicao da célula. Bactérias
Gram-negativas tém uma menor propor¢dao de fosfolipidos aniénicos na membrana
citoplasmatica que as bactérias Gram-positivas, o que vai por exemplo, reduzir a eficacia
da absorgao de daptomicina (figura 5.2) para o interior da célula bacteriana, que vai ser
necessario para este farmaco exercer o seu efeito antibacteriano. Assim, a daptomicina
ndo se mostra eficaz em estirpes Gram-negativas, devido a resisténcia intrinseca destas
relativamente a este composto. Varios genes foram ja identificados que conferem uma
resisténcia intrinseca a antibidticos de diferentes classes, incluindo beta-lactimicos,

fluoroquinolonas e aminoglicosideos.4:50

=
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Figura 5.2 - Representagdo da estrutura quimica da daptomicina

O desenvolvimento de resisténcia a agentes antibacterianos pode ser mediado
por trés principais mecanismos. Pode ser devido a uma ma penetra¢do para o interior
da célula ou através de bombas de efluxo, minimizando as concentragoes intracelulares
do composto, pode ser devido a inativacdo do antibidtico através de modificacdo ou
degradacao enzimatica, ou pode ser devido a modificagdes ao local onde o farmaco vai

interagir com a bactéria, através de mutagoes genéticas.4%:50

5.1. Mutacgoes

As células bacterianas devido ao seu rapido desenvolvimento estdo mais
propicias ao desenvolvimento de resisténcia a antibioticos através de mutacdes
espontaneas que ocorrem devido as pequenas mudancas gendmicas a que todos os

organismos estdo sujeitos. Estas mudancas sdao causadas seja por erros de replicacdo ou
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por mudancas no DNA causadas por fatores externos, e sdo muitas vezes apenas uma
mudanca de uma base que vai levar a uma alteragdo do aminoacido codificado na
proteina. Esta proteina embora continue a exercer a sua fun¢do podera proporcionar
resisténcia a um certo agente antibacteriano. 2114850

Deste modo, mutagdes espontaneas que confiram uma menor suscetibilidade a
um certo agente antibacteriano, na presenca deste, vdo ser rapidamente propagados,
pois sdo as estirpes resistentes que nao serdo afetadas pelo firmaco e que irdo
proliferar, enquanto as outras serao afetadas pelo dito agente antibacteriano e ndo se
irdo multiplicar, ndo competindo com as bactérias resistentes. E devido a esta
caracteristica que os doentes em medicacdo antibidtica devem sempre cumprir o
tratamento completo, mesmo que os seus sintomas desaparegam antes da conclusao do
tratamento. Estas mutagdes sdo tdo aleatorias que é possivel que mesmo na auséncia do
composto antibacteriano, resisténcia a este seja desenvolvido mesmo antes de haver

interacdo entre a bactéria e o fairmaco. 114850

5.2. Transferéncia genética

Um outro mecanismo de aquisi¢do de resisténcias por parte das bactérias é a
partir de outra célula bacteriana. A transferéncia horizontal de informagdo genética
pode ocorrer de uma bactéria para outra através de trés mecanismos: transformacao,
transducao e conjugacao.210-12

Bacteriofagos sao virus especificos que infetam bactérias e que transportam e
transferem entre estes microrganismos pequenos segmentos de informacdo genética.
Durante uma infecdo, o bacteri6fago insere o seu material genético no citoplasma
bacteriano, onde este se vai apoderar da maquinaria celular, usando-a de forma a
propagar o seu proprio material genético. Este processo faz com que a célula bacteriana
sofra lise, libertando os bacteriofagos até ai produzidos na célula para que este ciclo de
infecdes se repita. Alguns bacteri6fagos tém a capacidade de incorporar genes
bacterianos no seu capsideo e de os transferir de uma bactéria para outra através do

processo de transdug¢do. O DNA bacteriano pode entdo ser incorporado no cromossoma
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da bactéria infetada o que ira conferir resisténcia a estirpes de bactérias até ai nao
resistentes.>253

O processo de conjugacdo é a maneira mais comum de transferéncia de DNA
entre as bactérias. Este mecanismo de conjugacao tem a capacidade de transferir varios
genes resistentes simultaneamente, através de uma estrutura denominada pilus que liga
duas bactérias para que a informacdo genética possa fluir de uma para outra. E através
desta estrutura que o plasmideo que contém a informac¢do genética necessaria ao
desenvolvimento da resisténcia antibidtica, passa uma das suas duas cadeias circulares
para a bactéria recipiente. Ambas sao posteriormente replicadas para que cada uma das
bactérias mantenha um plasmideo com dupla cadeia circular.211.12

A célula bacteriana pode também absorver DNA diretamente do meio envolvente
e incorpora-lo no seu proprio cromossoma, um processo denominado por
transformacdo. Esta fonte de DNA pode ser proveniente de células mortas ou até de
DNA que tenha sido expelido de outras células bacterianas. Este DNA vai ser
posteriormente integrado no cromossoma da célula que o absorveu.5254

Estes processos denominam-se transferéncia horizontal de genes, diferindo dos
processos de transmissao vertical de genes pois a passagem de DNA ndo é feita através
da divisdo celular, onde os genes sdo passados para as subsequentes geracdes
bacterianas. Esta transmissdo horizontal permite as bactérias uma rapida adaptagao ao
seu meio envolvente, devido a rapidez com que este processo dissemina os genes
bacterianos.52

Uma grande fonte de infecdes por bactérias resistentes sdao os hospitais,
mostrando-se um terreno bastante fértil ao desenvolvimento destas uma vez que os
farmacos utilizados em hospitais estdo presentes em pequenas quantidades no ar,
havendo por isso uma maior facilidade de estes entrarem em contacto com doentes que
ndo necessitam de tratamento, indo estas pequenas quantidades de agentes
antibacterianos matar as bactérias mais sensiveis do nariz, e criando assim, nas narinas,

um ambiente fértil ao desenvolvimento de estirpes resistentes. 5556
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6. Futuro

E importante o desenvolvimento de compostos com atividade antibacteriana que
atuem através de conceitos até agora ignorados, inovando a pesquisa nesta area e
explorando caminhos ndo convencionais que conduzam a descoberta de novas
ferramentas para o combate a infe¢des, envolvendo novos mecanismos de acdo ou
novas classes de compostos que irdo interagir com centros ativos diferentes. Alguns
destes novos conceitos de combate antibacteriano incluem ideias como compostos
biodegradaveis.4857

E também importante no desenvolvimento de novos farmacos, considerar novos
alvos terapéuticos. Um exemplo de um novo alvo de acdo, ainda muito pouco explorado,
sdo as enzimas aminoacil tRNA sintetase, responsaveis por ligarem os aminoacidos a
molécula de tRNA. Estas enzimas tém uma divergéncia sequencial substancialmente
diferente entre células animais e bacterianas, permitindo o desenvolvimento de
compostos que possibilitem uma inibicdo seletiva destas ultimas sem afetar o normal
funcionamento da célula animal. A isoleucil tRNA sintetase é uma destas enzimas, que
se sabe ser inibida pelo agente antibacteriano mupirocina (figura 6.1). Este composto é
usado topicamente para o tratamento de infecdes cutaneas e é também usado para
combater a transmissao de S. aureus em meio hospitalar, sendo aplicado nas narinas
dos doentes e dos profissionais de saide. Porém, devido ao uso excessivo deste farmaco

foram surgindo espécies resistentes de S. aureus.4858-60
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Figura 6.1 - Representagdo da estrutura quimica da mupirocina

A eficacia da terapéutica de combinacao tem também vindo a ser cada vez mais
demonstrada em estudos clinicos, devido a sua extraordindria sinergia. Existem varios
exemplos de terapia antibiética combinada, como é o caso da associacdo de beta-
lactamas com aminoglicosideos que abrange deste modo um largo espectro de agdo,
sendo este o principal meio de tratamento para infecdes persistentes, como é o exemplo

da tuberculose. 61
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Um dos principais problemas do uso de antibiéticos na medicina humana ou
veterinaria é o facto de que muitos destes agentes antibacterianos serem excretados
ainda na sua forma ativa, fornecendo as bactérias presentes nas fezes e nos meios
envolventes um ambiente propenso ao desenvolvimento de resisténcias. E possivel a
reducdo deste problema através da incorporacdo de mecanismos de autodestrui¢cdo que
serdo iniciados apds o antibidtico ser eliminado do sistema. 448

As bactérias sao regularmente sujeitas a danificagdes do seu DNA. Como
mecanismo de defesa estas evoluiram, desenvolvendo complexas vias de reparacdo de
DNA que ativam para manter a sua integridade genémica e que usam para combater a
constante exposicdo que tém a virus chamados bacteriéfagos, virus especificos que
infetam apenas bactérias. Estes injetam os seus préprios genes nas células bacterianas,
tirando proveito da maquinaria interna da célula de forma a produzir mais
bacteriéfagos. Como mecanismo de defesa, as bactérias desenvolveram um sistema que
envolve o CRISPR e as suas proteinas associadas (Cas). As sequéncias CRISPR
emparelham-se com seccdes de RNA do bacteri6fago para que posteriormente as
enzimas Cas se liguem aos CRISPRs de forma a reduzir a expressio do gene do
bacteriéfago, inativando-o e tornando-o incapaz de prosseguir com a producao de mais
bactérias virais, parando a infe¢ao.262

E possivel assim usar o sistema CRISP-Cas, quando este é reprogramado para
interagir com o DNA da bactéria e ndo com o RNA dos bacteriofagos, de forma a
promover a destruicdo bacteriana ao degradar o DNA desta com a ajuda das proteinas
Cas, levando a excisdo de grandes por¢oes do DNA. Existem entdo dois tipos de sistemas
CRISPR-Cas que sdo atualmente empregues. Um deles leva a imediata lise celular e
eficiente degradacdo do DNA bacteriano, no outro a proteina Cas9 introduz uma rutura
de cadeia dupla em todas as copias do cromossoma simultaneamente, impedindo assim
a reparacao deste através de recombinacdo com um cromossoma-irmdo e levando
assim também a morte celular.62

Embora este sistema tenha sido desenvolvido pelas bactérias é também
funcional em células animais e vegetais, levando a descoberta de um mecanismo que
pode ser usado como uma ferramenta de edicdo gendmica. Este apresenta algumas
vantagens em relacdo a antibioticos ja existentes, como a possibilidade de interagir
apenas com o0s genes esséncias que distinguem uma unica espécie bacteriana,

conferindo um elevado grau de especificidade, de forma a reduzir o impacto no
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microbioma humano que os antibidticos convencionais atualmente apresentam. A
grande vantagem deste novo sistema é a sua capacidade para evitar o desenvolvimento
de resisténcia antibidtica. Até agora, os genes anti-CRISPR (como genes que inativem as
proteinas Cas), foram apenas identificados em bacteriéfagos e ndao em células
bacterianas, sendo extremamente dificil para as bactérias desenvolverem este tipo de
resisténcia, pois implicaria destruir moléculas envolvidas no seu proéprio sistema
imunitario.62

O uso de nanoparticulas no combate a bactérias é também uma alternativa
particularmente vantajosa, devido aos multiplos mecanismos de acdo simultaneos que
estas empregam, pois para que seja desenvolvida alguma resisténcia a este tipo de
farmacos seria necessarias multiplas e simultadneas mutagdes genéticas na mesma célula
bacteriana. Além disso a maior parte dos mecanismos de resisténcia sdo irrelevantes
para as nanoparticulas, pois o seu modo de agdo envolve contacto direto com a parede
celular sem necessitar de a penetrar, demonstrando um vasto espetro de acdo contra
bactérias Gram-positivas e também Gram-negativas. No entanto estes mecanismos de
acdo nao sdao bem conhecidos, sabendo-se apenas que atuam através da indug¢do de
stresse oxidativo, libertacdo de ides metalicos e outros mecanismos nao-oxidativos.63.64

Um outro método alternativo para a descoberta de novos agentes
antibacterianos, é através da reutilizacao de farmacos ja aprovados para outras
indicagbes terapéuticas que também sdo providos de uma potente atividade
antibacteriana. Este método €é muito mais rapido e bastante mais viavel
economicamente. Um exemplo deste tipo de compostos é o auranofin (figura 6.2), um
complexo de ouro que foi inicialmente aprovado para o tratamento de artrite
reumatoide, sendo-lhe posteriormente conferido o estatuto de “farmaco 6rfao” pela
FDA, devido as suas propriedades antiparasitarias, de forma a ser usado no tratamento
de amebiases humanas em 2012. Mostrou também atividade antibacteriana contra
bactérias como S. aureus, Clostridium difficile e Enterococcus faecalis. O seu principal
mecanismo de a¢do é através da inibicdo de enzimas envolvidas em processos de
reducdo/oxidacdo, sendo que este farmaco atua também ao criar fortes ligagdes com
selénio inorganico presente na célula bacteriana, que vai ser necessario no ciclo de
producdo de energia da bactéria. Este composto mostrou também atividade contra S.
aureus, incluindo em estirpes multirresistentes, embora o seu mecanismo de inibicao de

crescimento ndo seja ainda conhecido.65-67
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Figura 6.2 - Representagdo da estrutura quimica do auranofin

E assim importante enveredar por novas vias, como a reutilizacio de farmacos ja
presentes no mercado, que demonstrem potencial no combate a infecdes onde a
terapéutica corrente falha ou se mostra inadequada, pois a descoberta de novos
farmacos é um processo dispendioso tanto a nivel econémico como a nivel de tempo, e
ndo recebe o apoio necessario do governo ou da industria, particularmente na area dos
agentes antibacterianos. Assim, ao reutilizar fairmacos que ja passaram pela fase de
ensaios clinicos, estes podem ser testados para novas indicagdes terapéuticas mais
rapidamente e com um menor custo que o desenvolvimento de novos agentes

antibacterianos de origem. 65-67
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7. Conclusao

A descoberta de agentes antibacterianos foi um grande marco na histéria da
saude publica, salvando inimeras vidas desde a sua introdu¢ao no mercado. Devido a
importancia destes fArmacos, o seu uso foi geral e muitas vezes considerado a cura para
todos os males. A utilizagdo extensiva e muitas vezes inadequada desta classe
farmacolégica levou ao desenvolvimento por parte das bactérias de um elevado nimero
de resisténcias. Assim, para que se possa combater estas novas ameagas que Sao 0S
agentes patogénicos resistentes, é fundamental considerar mecanismos de agdo
inovadores na conce¢do de novos farmacos antibacterianos, que exercam o seu efeito
através de ligacoes a sitios alvo diferentes das outras classes de agentes antibacterianos.

Tecnologias agora em desenvolvimento, como as nanoparticulas, apresentam
uma grande vantagem no combate aos agentes bacterianos. O mesmo acontece com a
aplicagdo do sistema CRISPR, que se tem desenvolvido através do estudo mais
aprofundado da maquinaria celular bacteriana. E importante investir nestas novas
abordagens, pois sdo inovadoras e atuam através de mecanismos diferentes dos usados
até agora. Mais importante ainda e de forma contraria ao que se verifica atualmente, é
crucial salientar também a dificuldade destes organismos desenvolverem resisténcias a
estes novos métodos devido a forma como estes atuam.

Outra ferramenta importante no aumento do arsenal contra as bactérias prende-
se com farmacos ja aprovados e que se encontram no mercado com indica¢oes
terapéuticas variadas e distintas. A sua grande vantagem deve-se ao facto de ja terem
sido estudados e testados previamente, pelo que o investimento monetario dirigido a

estudos que justifiquem o seu uso enquanto agentes antibacterianos sera muito menor.
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