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Resumo

Ao longo da histéria da humanidade, as doencas infeciosas de origem bacteriana tém
causado uma perda incalculavel de vidas. No século XX sdo introduzidos os primeiros agentes
terapéuticos para o tratamento destas infe¢des, nesta época é introduzido o primeiro de
muitos antibidticos, a penicilina. Estes farmacos antibacterianos sao molécula desenvolvidas
para combater bactérias patogénicas que podem atuar em diferentes alvos celulares, de
acordo com a bactéria de interesse e a estrutura quimica do antibidtico. Contudo, apds a
introducdo destes agentes terapéuticos que pelo seu uso indevido e abusivo rapidamente se
verificou o desenvolvimento de resisténcias pelas bactérias.

O desenvolvimento da resisténcia aos agentes antibacterianos é um processo que pode
ocorrer de forma espontdnea através de mutacdes, onde as bactérias desenvolvem
mecanismos de resisténcia, nomeadamente, alteracdes dos alvos celulares dos antibidticos,
diminuicdo da entrada ou aumento do efluxo dos antibidticos e inativacdao dos antibiéticos
por hidrélise ou modificagdo enzimdtica. No entanto, os antibidticos exercem uma pressao
seletiva e atividades antropogénicas como, a prescricdo inadequada destes agentes
terapéuticos, utilizacdo descontrolada de antibidticos na industria pecudria e na aquacultura
com a respetiva contaminacdo ambiental, contribuem para a disseminacdo de estirpes
bacterianas resistentes.

As consequéncias da resisténcia aos antibidticos implicam o aumento das infe¢des por
bactérias multirresistentes de dificil tratamento, dificuldade na realizacdo de determinados
procedimentos médicos, impacto na microbiota intestinal, mitocondrias, industria animal e
no meio ambiente.

A presente dissertacdo foca-se na tematica do impacto da resisténcia e uso excessivo
dos antibidticos na terapéutica humana, na industria animal e no meio ambiente. A
abordagem é realizada com particular incidéncia nas estratégias e tecnologias a desenvolver
para mitigar os impacto deste problema no meio ambiente, as boas praticas de utilizacao de
antibidticos e as opgdes alternativas a utilizacao de antibidticos.

Palavras-chave: Antibidticos, estratégias, impacto, industria animal, meio ambiente,
saude publica, resisténcia aos antibidticos
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Abstract

Throughout human history, infectious diseases of bacterial origin have led to an
immeasurable loss of life. In the 20th century the first therapeutic agents for the treatment of
these infections were introduced; at this time the first of many antibiotics, penicillin, was
introduced. These antibacterial drugs are molecules developed to fight pathogenic bacteria,
which can act on several cellular targets depending on the bacteria of interest and the
chemical structure of the antibiotic. However, following the introduction of these therapeutic
agents, which due to their misuse and abuse, the bacterial resistance has rapidly developed.

The development of resistance to antibacterial agents is a process that can occur
spontaneously through mutations, where bacteria develop resistance mechanisms, namely
changes in the intracellular targets of antibiotics, decreased entry or increased efflux of
antibiotics and inactivation of antibiotics by hydrolysis or enzymatic modification. However,
antibiotics exert a selective pressure and anthropogenic activities such as, inappropriate
prescription of these therapeutic agents, unguided use of antibiotics in livestock industry and
aquaculture with the respective environmental contamination, contribute to the spread of
resistant bacterial strains.

The consequences of antibiotic resistance implicate increased infections by multidrug-
resistant bacteria that are difficult to treat, difficulty in performing certain medical
procedures, impact on the intestinal microbiota, mitochondria, the animal husbandry, and the
environment.

This dissertation focuses on the impact of resistance and overuse of antibiotics on
human therapy, animal industry and the environment. This approach is carried out with
particular focus on strategies and technologies to be developed to mitigate the impact of this
problem on the environment, good practices in the use of antibiotics and alternative options
to the use of antibiotics.

Keywords: Antibiotics, strategies, impact, animal industry, public health, antibiotic
resistance
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1. Introducao

Os antibidticos sdo substancias quimicas que sdo naturalmente produzidos por bactérias,
fungos e outros microrganismos, estes compostos tém como funcdo inibir o crescimento
bacteriano ou eliminar a sua viabilidade. Sendo que, o primeiro antibidtico, a penicilina, foi
descoberto em 1928 pelo bacteriologista Alexander Fleming (1,2).

No ultimo século, a descoberta dos antibidticos como agentes terapéuticos eficazes para
o tratamento das infe¢cdes bacterianas e o controlo da sua disseminacdo, resultou em
importantes ganhos para a saude global. Os medicamentos antibacterianos sdo
maioritariamente utilizados para o tratamento de infe¢cdes provocadas por bactérias, mas sao
igualmente essenciais para o sucesso de diversas praticas clinicas, como a quimioterapia, os
transplantes e as intervencdes cirurgicas. Em paises menos desenvolvidos e com falta de
saneamento, estes farmacos contribuem grandemente para a diminuicdo da morbidade e
mortalidade provocada por diferentes infecées incluindo as de origem alimentar e consumo
de dgua contaminada (1,3,4).

No entanto, apesar da grande eficicia desta classe terapéutica rapidamente se verificou
gue a utilizacdo dos antibidticos tem limitagGes. Estas limitacGes estdo associadas ao
desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias. A resisténcia aos antibidticos ocorre de forma
natural, contudo, o uso abusivo e inadequado destes medicamentos agrava este fenémeno.
(3,4).

A resisténcia ocorre quando a capacidade de a¢do dos antibidticos sobre as bactérias é
reduzida ou mesmo eliminada. Do mesmo modo, este fendmeno também pode ocorrer em
farmacos usados para controlar fungos, parasitas ou virus, o que geralmente designa-se por
resisténcia a antimicrobianos (1).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) a resisténcia aos antibidticos é uma
das maiores ameacas a saude global, a seguranca alimentar e ao desenvolvimento. Em 2017,
a OMS, publicou uma lista de “bactérias prioritarias” resistentes a antibidticos que estao
indicadas no Tabela 2.1.

Num estudo realizado em 2014, foi estimado que a resisténcia aos antimicrobianos
poderd ser responsavel por 10 milhdoes de mortes anualmente até 2050. Adicionalmente, em
2019, estimou-se que ocorreram 4,95 milhdes de mortes mundialmente devido a resisténcia
aos antibidticos. (3,5-7).

Tabela 2.1 - Lista de bactérias prioritarias no desenvolvimento e investigacdo de novos
antibidticos (7).

Bactéria Resisténcia a Antibidticos
Prioridade 1 — Critico
Acinetobacter baumannii Carbapenemos
Pseudomonas aeruginosa Carbapenemos
Enterobacteriaceae Carbapenemos, Cefalosporinas 3.2 geragao
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Prioridade 2 — Elevado

Enterococcus faecium Vancomicina

Staphylococcus aureus Meticilina, Vancomicina

Helicobacter pylori Claritromicina

Campylobacter Fluoroquinolona

Salmonella spp. Fluoroquinolona

Neisseria gonorrhoeae Fluoroquinolona, Cefalosporinas 3.2
geragao

Prioridade 3 — Médio

Streptococcus pneumoniae Nao suscetivel a Penicilina

Haemophilus influenzae Ampicilina

Shigella spp. Fluoroquinolona

Diversos fatores contribuem para a evolucdo da resisténcia aos antibiéticos, como o uso
excessivo destes medicamentos; prescricdo médica inadequada; uso intensivo na agricultura
e pecuaria (4,8).

A resisténcia aos antibidticos é um processo que pode ocorrer de forma espontanea
através de mutagdes, contudo, os antibidticos exercem uma pressao seletiva, visto que, as
células bacterianas mais suscetiveis morrem e as células mais resistentes podem desenvolver
estratégias moleculares para ultrapassar a a¢do do antibidtico tornando-se resistentes. Desta
forma, existe uma relacdo direta entre o consumo destes medicamentos e a ocorréncia, e
disseminacdo de estirpes bacterianas resistentes, como foi demonstrado por estudos
epidemioldgicos (9). Adicionalmente, antibidticos prescritos de forma incorreta, ou seja, com
posologias ndo adequadas podem levar a concentragdes subterapéuticas, o que predispde ao
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia. (4).

Na producgdo pecuaria estes farmacos sao utilizados ndao sé no tratamento de infe¢des
bacterianas, como profilaxia e metafilaxia, mas também na promog¢ao do crescimento dos
animais. Estas praticas levam a uma intensa sele¢cdo do microbioma intestinal dos animais e,
para além disto, as bactérias resistentes podem ser transmitidas através da cadeia alimentar
aos humanos podendo provocar infecdes dificeis de tratar ou até mesmo infecbes fatais. Isto
deve-se a que cerca de 90% dos antibidticos sdo excretados pelos animais sendo
posteriormente dispersos através do estrume contaminando o solo e dgua potavel com estes
compostos e com bactérias resistentes ou mesmo genes de resisténcia (4,8,10).

O sistema de tratamento de efluentes € um ambiente propicio para a proliferacdo de
microrganismos, dado que, redne as condi¢cGes ideais, como um ambiente com elevada
disponibilidade de nutrientes. Esta elevada concentracdo de microrganismos também permite
a transferéncia horizontal de genes, alguns dos quais podem codificar para a resisténcia aos
antibidticos entre espécies bacterianas diferentes contribuindo para o agravamento deste
problema (8,11).

As infecBes provocadas por bactérias resistentes a antibiéticos (ARB) conduzem a
patologias mais severas, internamento hospital mais prolongado, aumento das despesas com



Estratégias para minimizar o impacto do uso abusivo de antibidticos

a saude, e potenciais falhas no tratamento o que estd associado a uma maior morbi-
mortalidade. (12)

Na presente monografia pretende-se compreender as fontes da resisténcia aos
antibidticos e evidenciar as principais estratégias para minimizar este problema. Para isto foi
realizada uma revisdao bibliografica abrangendo os ultimos 5 anos, incluindo artigos de
diversas dareas, tais como farmacologia, microbiologia e medicina. As bases de dados
consultadas incluiram a PubMed e Web of Science utilizando as seguintes palavras chave:
antibiotic resistance, mitigation of the antibiotic resistance, impacto of the antibiotic resistance,
e alternatives to antibiotics. Em primeiro lugar, é apresentado o impacto do uso excessivo
desta classe de medicamentos na terapéutica humana e em animais, como também o impacto
desta classe terapéutica no meio ambiente. Posteriormente, s3ao indicadas algumas
estratégias para reduzir os problemas provocados pelo uso excessivo e indevido de
antibidticos, bem como sdo referidas as boas praticas de utilizagcdo dos antibidticos. Por fim,
sdo apresentadas alternativas e atividades complementares a utilizacdo dos antibiéticos.
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2. Impacto do uso abusivo de antibioticos na terapéutica humana e em
animais como uma das fontes de resisténcia aos antibioticos

Ao longo dos anos a humanidade teve dificuldades no controlo e eliminacdo de infecdes
bacterianas, contudo com a descoberta dos antibiéticos acreditou-se que este problema podia
ser controlado e até mesmo eliminado. No entanto, as infe¢des continuam a ser uma das
principais causas de morte. Isto ocorre devido ao surgimento de novas doencgas, a
reemergéncia de doengas que se encontravam controladas, mas principalmente devido ao
desenvolvimento da resisténcia aos antibidticos e outros agentes antimicrobianos (13).

Neste capitulo vai ser explorado o impacto e consequéncias do uso excessivo e
inadequado de antibidticos na terapéutica humana e em animais.

2.1 Impacto do uso excessivo de antibioticos na terapéutica humana
2.1.1 Estratégias moleculares e celulares do desenvolvimento de resisténcias

A resisténcia apresentada pelas bactérias aos antibidticos pode ser de trés tipos:
intrinseca, adquirida e adaptativa. A resisténcia intrinseca ocorre naturalmente nos genomas
bacterianos e estd associada a capacidade inata que todos, ou quase todos, os procariotas
tém para resistir a medicamentos especificos. Relativamente a resisténcia adaptativa, esta
consiste na resisténcia a um ou mais antibiéticos induzida por sinais ambientais especificos e
que, potencialmente ocorre devido a altera¢des epigenéticas. Esta categoria de resisténcia
ocorre quando uma bactéria previamente sensivel a um antibidtico adquire mecanismos de
resisténcia através de mutacdes ou através da aquisicdo de novo material genético pela
transferéncia horizontal de genes (14,15).

Os mecanismos de resisténcia podem ser agrupados naqueles que i) alteram os alvos
dos antibidticos, ii) os que diminuem a entrada ou aumentam o efluxo dos antibidticos, iii) os
gue inativam os antibacterianos por hidrélise ou por altera¢cdes enzimaticas e iv) a formacao
de biofilmes (14,15). Na Figura 2.1 sdo exemplificados alguns mecanismos de resisténcia que
serao descridos seguidamente.
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Figura 2.1 — Mecanismos de resisténcia das bactérias aos antibiéticos. (A) Diminui¢ao do
influxo ou aumento do efluxo de antibidticos. (B) Inativacdo dos antibiéticos por hidrdlise ou
modificacdo enzimatica. (C) Alteracao dos alvos dos antibidticos (Adaptado de (16)).

2.1.1.1 Alteragao dos alvos intracelulares dos antibidticos

O mecanismo de resisténcia mais comum para antibidticos sintéticos como as
sulfonamidas, trimetoprim e quinolonas e para os antibidticos de origem natural como
rifampicina é a modificacdo dos seus alvos. Esta alteracdo pode ocorrer devido a mutagdes
espontaneas nos genes bacterianos ou pela aquisicdo de novos genes transportados por
plasmideos ou transposdes. Deste modo, como a interacdo do agente antibacteriano com a
sua molécula alvo é muito especifica, uma ligeira alteracdo nesse alvo vai impedir a ligacdo do
farmaco (13,16). Por exemplo, em Streptococcus pneumoniae, ocorrem modificacbes nas
proteinas de ligacdo a penicilina (PBP), levando a uma menor afinidade aos antibidticos B-
lactamicos (15).

Para os antibidticos que afetam a sintese proteica, como os macrdlidos,
aminoglicosideos, tetraciclinas e cloranfenicol, podem ocorrer altera¢des na subunidade 30S
ou subunidade 50S dos ribossomas o que impede com que estes farmacos se liguem ao seu
alvo. Um outro mecanismo de resisténcia é o aumento da producao do alvo, por exemplo no
caso da resisténcia ao trimetoprim pela bactéria E. coli, ocorrem mutagdes que levam a uma
maior expressao de genes que codificam para a enzima di-hidrofolato redutase,
consequentemente, as moléculas de farmaco disponiveis ndo sdo suficientes para inibir os
alvos em excesso (13,15). Quer em bactérias Gram-positivas, quer em Gram-negativas pode
ocorrer o mecanismo de resisténcia através da protecdo do alvo, como no caso de proteinas
codificadas pelo gene gnr que conferem a resisténcia a quinolonas, dado que, atuam como
um andlogo do acido desoxirribonucleico (ADN) e reduzem a interacdo da enzima ADN girase
bacteriana e da topoisomerase IV com o ADN e, deste modo, diminuem a disponibilidade dos
locais de ligacdo das quinolonas (13,15).
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2.1.1.2 Diminuigao da entrada ou aumento do efluxo dos antibidticos

As bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa que medeia a
permeabilidade de vdrias substancias, incluindo os antibiéticos. Relativamente aos
antibioticos hidrofilicos (antibidticos B-lactamicos, quinolonas, tetraciclinas e cloranfenicol),
estes conseguem penetrar nas bactérias Gram-negativas através das porinas que se localizam
na membrana externa. Deste modo, mutac¢des que afetem a fungao e expressao das porinas
podem contribuir para o desenvolvimento de resisténcia adquirida aos antibiéticos. Por
exemplo, no caso da bactéria P. aeruginosa que devido a uma mutag¢do no gene que codifica
o canal OprD2 vai ocorrer uma diminui¢cdo da entrada de carbapenemos levando ao
desenvolvimento de resisténcia a este farmaco (13,15,17).

Um outro mecanismo que contribui para a resisténcia aos antibiéticos sdo as bombas
de efluxo. Estes sdo sistemas dependentes de energia que se encontram na membrana
plasmatica e que reduzem a concentragdo de substancias nocivas no meio intracelular,
expulsando a substancia para o exterior da bactéria. Desta forma, os antibiéticos sdo expulsos
mais rapidamente do que entram para o interior das bactérias. Estas bombas de efluxo podem
ser especificas para um determinado antibiético, ou entdo conseguem transportar diversos
antibidticos nao relacionados, como macrdlidos e tetraciclinas, contribuindo para o
desenvolvimento de multirresisténcias (13—15,17,18). No caso da bactéria Acinetobacter
baumannii, a presen¢a de mutag¢des no regulador de resposta AdeR e no sensor de quinase
AdeS da bomba de efluxo AdeABC leva a um aumento no efluxo de fluoroquinolonas e,
consequentemente, a resisténcia a este farmaco (19).

2.1.1.3 Inativagdo dos antibiéticos por hidrélise ou modificagao enzimatica

A inativacdo enzimatica é um dos mecanismos de resisténcia aos antibidticos mais
comum. A inativacdao pode ocorrer por hidrélise, como ocorre no caso dos antibidticos B-
lactamicos (penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos e monobactamicos), onde as enzimas
B-lactamases vao hidrolisar o anel B-lactamico impedindo a ligacdo as PBPs, tornando o
antibacteriano ineficaz (13,15,16).

Relativamente a modificacdo enzimatica, esta pode ocorrer por adenililacdo, acetilagdo
e fosforilacdo dos antibidticos por acdo de enzimas bacterianas o que inativa o agente
antibacteriano. Os aminoglicosideos sdo inativados por fosfo-transferases, adenilil-
transferases ou acetil-transferases, também denominadas de enzimas modificadoras de
aminoglicosideos. Estas enzimas vao reduzir a afinidade do farmaco e impedir que a molécula
se ligue a subunidade 30S do ribossoma. Este mecanismo pode ser detetado em bactérias
como S. aureus, E. faecalis e S. pneumoniae (15,17). No caso do cloranfenicol por a¢do da
enzima cloranfenicol transacetilase ocorre a acetilagdo dos grupos hidroxilo, com a
consequente limitacdo da ligacdo do antibidtico a subunidade 50S do ribossoma permitindo o
desenvolvimento de resisténcia (13,15).

2.1.1.4 Formagdo de biofilmes

Os biofilmes bacterianos sdo um grupo organizado de células microbianas aderentes a uma
superficie e envoltas numa matiz de exopolissacarideos (células sesseis). A formacdo do
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biofilme comeca com a adesdo de algumas células planctdnicas a uma superficie, seguida pela
formacao de microcoldnias, maturagdo do biofilme e posterior dispersdo deste. Na Figura 2.2
estdo expostas as etapas da formagao de um biofilme (20). Nesta estrutura estao envolvidos
diversos mecanismos de resisténcia como, uma menor penetra¢do dos antibidticos devido a
quelacdo por formacdo de complexos com os exopolissacarideos ou por degradacdo
enzimatica do antibacteriano, trocas de material genético entre as células no biofilme,
respostas de stress que auxiliam as bactérias ndo sé a ultrapassar condicdes desafiantes para
a sua sobrevivéncia (menor acesso a nutrientes, acumulacdo de produtos metabdlicos toxicos,
exposicdo a agentes de sanitizagdo, entre outros) incluindo a exposi¢ao aos antibidticos. Por
outro lado, os biofilmes contém células em diferentes fases de crescimento, particularmente,
células na fase estaciondaria que tém suscetibilidade reduzida a diversos antimicrobianos que
necessitam do metabolismo das células para exercer o seu efeito. Estes mecanismos de
resisténcia estdo exemplificados na Figura 2.3. Adicionalmente, podem ocorrer mutacdes que
levam ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia aos antibidticos, como o aumento
da expressdao de bombas de efluxo e a expressdo de fatores de hibernacao ribossémica (21—
23).
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Figura 2.2 — Etapas da formacdo de um biofilme (Adaptado de (20)).
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#8 Antibiético

2.1.2 InfegGes por bactérias multirresistentes

As bactérias multirresistentes sao consideradas um dos principais problemas de saude
publica. A multirresisténcia pode ser definida como uma auséncia de suscetibilidade a pelo
menos um farmaco em trés ou mais classes de antibacterianos (2,24).

A rapida disseminacdao de bactérias multirresistentes em varios paises é muito
preocupante, visto que, em certos casos nao existe tratamento alternativo disponivel. A
disseminagdo destas bactérias é facilitada devido a existéncia de inumeros reservatérios
naturais, como a agua, o solo, as aguas residuais, as plantas (frutas e vegetais), pecudria;
produtos lacteos, o trato gastrointestinal, o sistema respiratdrio, e a pele de humanos e de
animais (2).

O acrénimo ESKAPE descreve o grupo de bactérias, como Enterococcus faecium, S.
aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa, e
Enterobacter spp.. Estas bactérias sdo uma das causas mais comuns das infecGes hospitalares,
nomeadamente em doentes em estado critico e nos doentes imunodeprimidos. Para além
disto, este grupo é caracterizado por possuir diversos mecanismos de resisténcia contra
farmacos (25). A bactéria S. aureus resistente a meticilina (MRSA) foi descrita pela primeira
vez em 1961 na Inglaterra, pouco tempo apds a introducao da meticilina na pratica clinica (26).
As bactérias deste grupo apresentam elementos genéticos mdveis que codificam para os
genes mecA e mecC, que conferem resisténcia a meticilina e, consequentemente, a outros
antibacterianos B-lactamicos (27,28). O medicamento de 1.2 linha para o tratamento de
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infecGes provocadas por MRSA é a vancomicina, no entanto, ja sao reportados casos de
resisténcia a este antibidtico (27-29). Isto leva a graves consequéncias, dado que, esta
bactéria pode causar infe¢Ges da pele e dos tecidos moles, pneumonia e bacteriemia (28,30).
A bacteriemia provocada por MRSA esta associada a diversos efeitos adversos para a saude
do doente, como a pericardite (28). Diversos estudos reportaram que individuos com infecdes
sistémicas causadas por MRSA apresentam uma baixa probabilidade de sobrevivéncia a longo
prazo, bem como podem ocorrer sequelas apds infecdes por MRSA (28,31,32).

Ainfecdo pela bactéria Clostridioides difficile normalmente ocorre devido a transmissao
de enddsporos, sendo estes resistentes ao calor, acidos e antibidticos (33). A principal barreira
contra C. difficile é a microbiota intestinal comensal (33). E estimado que esta bactéria é
responsavel por cerca de 500 milhdes de infe¢cdes anuais nos Estados Unidos da América (EUA)
(34). O uso de antibidticos é o principal fator de risco para o desenvolvimento da infe¢ao por
C. difficile, devido a perturbacgdo que estes farmacos provocam na microbiota intestinal o que
permite a proliferacdo e colonizagao por C. difficile (33,35). As infecdes por C. difficile podem
provocar diarreia leve a moderada e até mesmo colite fulminante, adicionalmente, podem
ocorrer recidivas das infecbes mesmo apds a conclusdo do tratamento, em particular em
individuos imunodeprimidos. S3o reportados casos de multirresisténcia em C. difficile, como
a resisténcia a clindamicina, aminoglicosideos, tetraciclinas, macrdélidos, cefalosporinas,
penicilinas e até mesmo a vancomicina e fidaxomicina utilizadas para o tratamento destas
infecdes (33,35,36).

A bactéria K. pneumoniae é a causadora de uma das principais infe¢cGes hospitalares e
infecBes associadas a prestacdao de cuidados de salude: Esta bactéria é responsdvel por
patologias como a pneumonia, infe¢des na corrente sanguinea e infe¢des em recém-nascidos
e doentes que se encontram em unidades de cuidados intensivos (37). A colistina é o
antibidtico de ultimo recurso utilizado para o tratamento de infe¢bGes provocadas por
bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae (como as bactérias E. coli e K.
pneumoniae), no entanto, tem-se verificado a resisténcia por parte destas bactérias o que
constitui um sério problema para o tratamento eficaz destas infecdes (37,38).

O tratamento empirico para infecOes provocadas por bactérias multirresistentes é
ineficaz o que retarda a administracdo de antibioterapia adequada e, por outro lado, este
fenédmeno reduz as op¢des de tratamento disponiveis. Estes fatores contribuem para a morbi-
mortalidade dos doentes afetados por estes microrganismos. (24).

2.1.3 Impacto das resisténcias na realiza¢dao de procedimentos médicos

Uma das consequéncias da resisténcia aos antibidticos estd diretamente relacionada
com a dificuldade na realizacdo de determinadas intervencdes médicas como, cirurgias,
quimioterapia, cesarianas e transplante de drgaos, visto que, existe o risco elevado de
infecdes com alternativas terapéuticas muito limitadas (37,39). Por exemplo, no caso da
substituicdo total do quadril onde sdo utilizados antibiéticos como profilaxia foi demonstrado
que sem a utilizagdao de antibidticos eficazes, 30 a 40% dos doentes pode desenvolver uma
infecdo pds-operatdria (40,41). Adicionalmente, a taxa de mortalidade é de 30 % para os
doentes infetados (42).
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No transplante de células estaminais hematopoiéticas uma das principais causas de
morbi-mortalidade sdo as infecdes da corrente sanguinea, para evitar estas infecdes sao
administradas fluoroquinolonas de modo profilatico, no entanto, sdo detetadas resisténcias a
estes farmacos em 81% das bactérias Gram-positivas e 74% das bactérias Gram-negativas.
Adicionalmente, as infe¢Ges por bactérias multirresistentes devido a falta de farmacos
eficientes e devido ao aumento da mortalidade sdo extremamente preocupantes (43).

2.1.4 Consequéncias para a microbiota intestinal humana

Os antibioticos ao atuarem nas bactérias patogénicas acabam igualmente por afetar as
caracteristicas gendmicas das bactérias comensais presentes no ser humano, conhecido como
o microbioma humano (44).

A microbiota intestinal humana é constituida por bactérias, virus e fungos, interagindo
em simbiose com o seu hospedeiro. Estes microrganismos desempenham fung¢des essenciais
para o desenvolvimento do sistema imunitdrio, previnem a colonizagdo por microrganismos
patogénicos, estdo envolvidos na homeostase de energia, e fornecem nutrientes essenciais e
metabolitos bioativos. Adicionalmente, a microbiota esta envolvida na homeostase local do
trato gastrointestinal e homeostase sistémica do cérebro e pulmdes. Paralelamente, a
disbiose intestinal tem uma funcdo importante na evolucdo de diversas doencas devido as
conexdes entre os 6rgaos, como os eixos intestino-cérebro e intestino-pulmdes ilustrados na
Figura 2.4 (45).
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A diversidade da microbiota é facilmente alterada por fatores endégenos e exdgenos,
como a alimentacgao, estado de saude, higiene, farmacos e por microrganismos presentes no
ambiente. As alteragdes neste equilibrio provocadas por antibidticos podem causar ou agravar
doengas, visto que, ocorre uma redugdo na diversidade microbiana e mudangas nos atributos
funcionais da microbiota e, para além disto, ocorre o desenvolvimento e sele¢do de estirpes
bacterianas resistentes deixando o hospedeiro mais suscetivel a infecdes por agentes
patogénicos como, por exemplo, a bactéria C. difficile que provoca a colite
pseudomembranosa e diarreia (45—48).

A resposta da microbiota aos antibacterianos depende de varios fatores, como a
composicdo da prépria microbiota (espécies, diversidade funcional) e o tipo de dieta e o
impacto da perturbacdo exercida pelo antibiético (espetro de ac¢do, via de administracao e
duracdo da terapéutica). A disbiose provocada pelos antibacterianos altera a interagdo da
microbiota com o hospedeiro, mas também favorece a transferéncia horizontal de genes de
resisténcia promovendo a evolucdo e disseminacao de bactérias resistentes aos antibiéticos
(48). A exposicdo a estes farmacos, estd igualmente associada a um maior risco para diversas
doencas, como a obesidade, doenca inflamatdria intestinal, diabetes tipo 2, dermatite atdpica,
doenca celiaca, alergias e asma, sendo que, o risco aparenta ser superior para criangas mais
novas (44,46).

Em relacdo a obesidade e a sua relacdo com o desenvolvimento de diabetes tipo 2 é
reconhecido que as bactérias intestinais e os seus metabolitos podem influenciar o ganho de
peso e a deposicdo de gordura através da influéncia das hormonas intestinais modificando o
apetite e a saciedade; regulacdo da acdo da insulina e metabolismo da glicose; aumento da
absorcdo de energia por parte do hospedeiro através da fermentacdao de alimentos com a
producao de acidos gordos de cadeia curta como o butirato, propionato e lactato, ocorrendo
ainda um aumento da inflamacdo de baixo grau pela acumulacdo de lipopolissacarideos (49—
51). Desta forma, a obesidade estd relacionada com uma disrup¢do da microbiota intestinal
(disbiose), especialmente no inicio da vida pds-natal onde a microbiota intestinal ainda se
encontra em desenvolvimento e é fortemente influenciada por fatores, como a idade
gestacional, nutricdo, tipo de parto e terapéutica com antibidticos (52). Efetivamente, foi
reportado que a utilizagdo de antibidticos em bebés com idade inferior a um ano estava
associada a um aumento significativo do risco de excesso de peso e de obesidade entre os 9
e 12 anos, curiosamente este efeito apenas foi observado em rapazes (53).

As intervengdes odontoldgicas requerem igualmente a utilizagao de antibiéticos, o que
pode proporcionar o desenvolvimento ou mesmo o aumento do nimero de estirpes
resistentes presentes na cavidade oral, com a consequente diminuicdo de bactérias nao
patogénicas, possibilitando o desenvolvimento de inflamacgdes e infe¢Ges sistémicas (47).

2.1.5 Impacto nas mitocondrias

O tratamento com antibidticos leva a diversos efeitos adversos, sendo um deles a
disfuncdo mitocondrial. Os antibacterianos com acdo bactericida, mas nao bacteriostatica
podem provocar stress oxidativo e danos nas células dos mamiferos. A morte celular pode
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ocorrer devido a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio devido a disrupcdo do
ciclo do acido tricarboxilico e da cadeia de transporte de eletrées mitocondrial (54).

O dano oxidativo provocado nas células pode ser responsdvel pelos efeitos adversos
associados ao uso prolongado de antibidticos, como ototoxicidade, tendinopatia e
nefrotoxicidade. Para além disto, diversos antibacterianos podem agravar a condi¢cdo de um
individuo que apresenta polimorfismos no ADN mitocondrial. Por exemplo, os
aminoglicosideos podem levar a perda de audicdo em doentes que tém o polimorfismo no
gene 125 rRNA (54).

2.2 Impacto do uso excessivo de antibioticos em animais
2.2.1 Consequéncias do uso excessivo de antibidticos na pecuaria

O crescimento da populagdo humana exige um maior aporte de alimentos, mais
especificamente proteina animal. Deste modo, os antibidticos sdo um componente
indispensavel na veterinaria e agropecuaria, de facto, na Unido Europeia (UE), cerca de 8046
toneladas de antibidticos de uso veterinario foram consumidos em 2012 e, nos EUA, cerca de
80 % destes medicamentos sdo vendidos para uso em pecuaria e aquacultura. Segundo a OMS,
o uso destes farmacos em animais pode ser classificado em trés categorias: uso terapéutico,
prevencao de doencgas e promocao de crescimento (55,56).

A utilizacdo com finalidade terapéutica refere-se ao uso destes medicamentos para o
tratamento de animais diagnosticados com alguma doenca infeciosa. A prevencao de doencas
consiste na utilizacdo de antibacterianos em animais sauddveis em risco de desenvolverem
infecdes ou para o controlo da disseminacao de uma doenga de um animal infetado para outro
do mesmo grupo, onde se inclui a profilaxia e a metafilaxia, respetivamente. Na promoc¢ao de
crescimento, esta classe terapéutica é frequentemente utilizada em doses subterapéuticas
para aumentar a taxa de ganho de peso (55,56).

As classes de antibidticos comummente utilizados em humanos também sao utilizados
em animais de pecudria, onde as tetraciclinas, B-lactamicos e macrélidos sdao os grupos mais
usados para fins veterindrios e como aditivos para a alimentagao animal. Apenas 37 % dos
agentes antibacterianos utilizados na industria animal nao tém analogos para o uso humano.
O uso generalizado destes farmacos pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcias
aos antibidticos que sdo geralmente usados na medicina humana (56-58).

Os grupos de antibiéticos mais utilizados como promotores de crescimento sdo os
macrdlidos, aminoglicosideos e cefalosporinas de 3.2 geracdo, no entanto, as doses utilizadas
para este propdsito sdo abaixo das doses terapéuticas e esta exposicdo constante a
concentracdes baixas dd origem a uma rapida formacao e dispersao de estirpes resistentes a
estes agentes. Adicionalmente, o uso destes medicamentos em quantidades sub-inibitérias
contribui para a disseminacdo de genes de resisténcia a antibidticos (ARG), visto que, estas
concentra¢des desestabilizam o genoma bacteriano o que pode levar a um aumento da
viruléncia e/ou a um aumento da disseminacdo de material genético associado a resisténcia.
Por outro lado, é criada uma pressao seletiva para a propagacao de bactérias patogénicas e
bactérias comensais resistentes na microbiota intestinal dos animais, devido a competicdo
com as estirpes ndo resistentes. (56,59).
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Pouco tempo apods o uso difundido de antibacterianos como promotores de crescimento
para a produgao animal, na década de 1950, surgiram inumeras notificacGes de surtos devido
a bactérias resistentes em humanos e em animais de criagdo em diversos paises. Na UE, em
2006, foi excluida a utilizagdo de antibidticos na ragao animal. No entanto, em paises como a
China, Russia e India ainda é permitida a utiliza¢3o desta classe terapéutica para este fim (59).

O uso generalizado e excessivo desta classe terapéutica levou a emergéncia de bactérias
resistentes na pecudria que podem ser transmitidos e causar doencas em humanos, como a
bactéria E. coli, Salmonella spp., Campylobacter, K. pneumoniae, S. pneumoniae e S. aureus
resistente a meticilina (MRSA) (55,59,60).

As bactérias resistentes que se encontram nestes animais podem igualmente ser
transmitidas diretamente aos humanos através do consumo de alimentos contaminados
(carne, peixe, ovos e lacticinios), sendo que, ja foram registados varios surtos de infecdes de
origem alimentar provocados por estirpes resistentes de E. coli e Salmonella spp.. Em adicao,
a transmissdo de estirpes resistentes entre hospedeiros diferentes pode ocorrer através do
contacto direto entre pessoas e animais, do contacto com substancias fisiolégicas que
contenham bactérias (sangue, saliva, fezes, etc.) ou através do ambiente circundante (agua,
ar ou forragem contaminados) (56,58).

Varios estudos demonstraram que os animais, no ambito da pecuaria sdo reservatorios
de ARB e que, estes podem ser encontrados em carne e lacticinios contaminados (61-63).
Deste modo, existe o risco de que ARG de bactérias de origem zoondtica possam ser
integrados no microbioma humano através de transferéncia horizontal de genes. Individuos
com contacto frequente com animais de criacdo, como trabalhadores agricolas, tém um risco
mais elevado de adquirirem ARB, por exemplo, foram obtidos isolados de MRSA em humanos
gue estavam diretamente relacionados com o tempo despendido em quintas de criacdo de
animais (56).

Os antibacterianos que sao administrados aos animais nao sao facilmente degradados
sendo excretados na urina e fezes. Isto depende da farmacocinética e das propriedades fisico-
quimicas dos farmacos, da capacidade do animal em transformar estes farmacos e da idade
do animal (64,65). Sendo que, 58 % destes farmacos sdo introduzidos no agroecossistema
através da aplicacdo de estrume animal no solo, biossdlidos, lodo de esgoto ou sedimentos,
rega com agua subterrdnea contaminada ou, mesmo movimento aéreo de plantas. Deste
modo, os alimentos que sdo geralmente consumidos crus podem constituir uma fonte de ARB
gue acabam por se integrar no microbioma humano (59,66).

O surgimento de resisténcias nos microrganismos patogénicos de origem animal tem
como consequéncia a falha terapéutica o que, naturalmente, tem um efeito negativo na saude
e bem-estar animal. Adicionalmente, este fendmeno tem impacto econdmico devido ao
aumento da mortalidade animal e, indiretamente, diminuicdo da conversdao alimentar e
diminuicdo da producdo e crescimento. A reducao dos antibidticos disponiveis é pois evidente,
por exemplo, a penicilina que tem sido usada para o tratamento de mastite provocada por S.
aureus no gado desde a década de 1950, mas atualmente devido a resisténcia a penicilina esta
ndo é indicada como tratamento de 1.2 linha (57,60).
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Como foi mencionado acima o crescimento populacional exige um aumento na
producdo animal o que leva a um aumento no uso de antibacterianos. Segundo algumas
previsdes, globalmente, o uso de antimicrobianos na industria pecuaria pode aumentar 67 %
até 2030 e, 99 % em paises como a China, Russia, india, Brasil e Africa do Sul. Deste modo, é
importante a implementacdo de medidas para diminuir o impacto deste fenémeno (56).

2.2.2 Consequéncias do uso abusivo de antibidticos na aquacultura

A aquacultura cresceu globalmente como uma das principais industrias, contudo, as
doencas infeciosas constituem um grave problema. Neste setor sdo utilizados antibacterianos
para prevenir e tratar infecdes em peixes e invertebrados. S6 no Reino Unido, foram utilizadas
2 toneladas de antibidticos na producdo de peixe. Os métodos de criagdo de peixe com grande
densidade populacional, falta de barreiras sanitarias, aglomeragao de piscicultura em aguas
costeiras e falta de isolamento de animais infetados, proporciona um ambiente propicio para
a rapida disseminacdo de infecdes bacterianas (67).

Os antibidticos podem ser administrados por via oral, como banhos e inje¢cdes para
prevenir e tratar doencgas que ocorrem em aquacultura, e alguns sdo usados como promotores
de crescimento. Porém, estes medicamentos também podem causar problemas no meio
aquatico (67,68).

Os residuos desta classe terapéutica em produtos aquaticos podem representar um
risco para a saude humana, como toxicidade, alergias e resisténcia a estes medicamentos. O
uso de antibidticos de 1.2 linha na aquacultura pode levar a resisténcias a fdrmacos essenciais
para a medicina humana. A administracao por via oral e em banhos deve ser evitada, visto
que, vai afetar ndo s6 os organismos aqudticos, mas também o meio aquatico (68).

Cerca de 80% dos antibacterianos administrados sao excretados na urina e nas fezes
sem decomposicdao completa. As fezes e o alimento ndo consumido podem sedimentar-se no
fundo dos compartimentos de crescimento e contribuir para a resisténcia, adicionalmente, os
antibiéticos ndo metabolizados podem ser transportados para locais distantes contribuindo
para a disseminacdo de ARB e ARG (67,68).

As concentragdes residuais de medicamentos dependem das espécies e dos tecidos e a
sua absorgdo ocorre maioritariamente através da pele, guelras e ingestdao de alimento
contaminado. Além disso, observou-se que a concentracdo de antibidticos é superior em
peixes carnivoros em comparacdo com peixes omnivoros ou herbivoros. A presenca de
residuos destes agentes terapéuticos em peixes e marisco pode levar a toxicidade e alergias
em consumidores. Adicionalmente, estes farmacos podem entrar em contacto direto com a
pele, trato respiratdrio e trato gastrointestinal em pessoas que aplicam estes farmacos ou que
tenham contacto com ragdo contendo antibiéticos e, igualmente em pessoas que transportam
e vendem estes produtos aquaticos, provocando alergias e envenenamento (67,68).

A exposicao a longo-prazo a esta classe pode levar a esteatose através da alteracdo dos
genes relacionados ao metabolismo e transporte dos lipidos. Por outro lado, podem também
causar toxicidade, mutagenicidade, teratogenicidade, supressdo da medula déssea e
desequilibrio da microbiota intestinal (68).
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A resisténcia a estes farmacos pode ser transferida dos organismos aquaticos para os
humanos, o que pode levar a um aumento no nimero de infe¢des por bactérias resistentes,
e, consequentemente, a um aumento na frequéncia de falha do tratamento com antibiéticos
e no aumento da gravidade das infegdes, visto que, a resisténcia leva a um prolongamento da
duracdo da doenca, aumento das hospitalizacdes e mortalidade (68).
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3. Impacto dos antibidticos no meio ambiente

O uso de antibidticos na agricultura, medicina humana e veterindria esta ligado a
contaminacdo de vdrios compartimentos do meio ambiente, como o solo, plantas, dguas
superficiais, dgua potdvel e dguas residuais. A importancia deste fendmeno para a saude
global parte do principio da possibilidade da ingestdo dos residuos de antibidticos, poder
alterar o microbioma humano e levar a proliferacao seletiva de espécies resistentes, por outro
lado, também pode ocorrer a criagao de pressao seletiva no microbioma do meio ambiente e
levar a criacdo de reservatorios de resisténcia a estes farmacos no ambiente. A Figura 3.1
ilustra as diferentes vias pelo qual os humanos podem ser expostos aos residuos desta classe
terapéutica (69,70).

Neste capitulo vao ser exploradas as causas e consequéncias da contamina¢dao do meio
ambiente com estes agentes terapéuticos.
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Figura 3.1 — Vias de exposicao humana aos residuos de antibiéticos, como via ingestdo de
produtos vegetais e animais e via agua potavel (Adaptado de (70)).

3.1 Impacto dos antibiéticos no solo e nas plantas

A introducado de antibacterianos e os seus residuos no solo pode ocorrer por diferentes
vias, como a aplicacdo de estrume, irrigacdo com agua reutilizada, dguas residuais, biossélidos
e lama de aterros sanitdrios. Isto ocorre porque a maioria dos antibidticos ndo sdo
completamente metabolizados pelos organismos, quer humanos quer animais, desta forma,
uma elevada percentagem destes medicamentos é libertada para a dgua e solo. No entanto,
a concentracdo de residuos destes farmacos nas lamas de depuracdo, estrume, biossélidos e
no solo depende da classe dos antibiéticos, metabolismo animal, duragao do tratamento e o
tempo de amostragem em relacdo ao periodo de tratamento (66,70,71).
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As concentracoes no solo de determinados antibidticos variam entre alguns nanogramas
até miligramas por quilograma de solo, sendo que, as concentragcdes mais elevadas sao
observadas em dreas previamente tratadas com estrume ou usadas para pecudria. Por
exemplo, no Norte da China, observaram-se niveis residuais de tetraciclinas no solo superiores
a sulfonamidas e quinolonas, em que a concentracdo mais elevada (11,0 mg/kg) de
clorotetraciclina foi detetada em solos tratados com estrume (70,71).

O comportamento dos antibacterianos quando sdo libertados para o ambiente vai
depender das suas propriedades fisico-quimicas (solubilidade aquosa, volatilidade, lipofilia,
adsorcdo e capacidade de fixacdo) e também vai depender das condicdes climaticas e das
caracteristicas do solo (valor de pH, conteddo em matéria organica e forca idnica). Outros
fatores que podem influenciar este comportamento sao as alteragdes de origem microbiana,
lixiviagdo, escoamento superficial e absorcao por parte de, plantas (66).

O principal processo que determina a dispersdo destes fdrmacos no meio ambiente é a
lixiviagdo, que também determina a disponibilidade destes agentes terapéuticos para serem
absorvidos pelas plantas, visto que, a absor¢ao destes agentes, mesmo sendo em quantidade
reduzida, pode levar a efeitos fitotdxicos (66).

Desde a década de 1950, que os antibacterianos sao utilizados para o controlo de
infecdes bacterianas em plantas como frutas, vegetais e até plantas ornamentais. Na China,
estima-se que, anualmente, sdo produzidos 80 milhdes de quilos de antibidticos, fungicidas e
inseticidas para a utilizacdo em campos de cultivo. A absorcdo e efeito destes agentes
terapéuticos depende do farmaco, da espécie de planta e das caracteristicas do solo e da agua.
Diversos estudos, demonstraram efeitos toxicos destes agentes em plantas como cenouras,
alface, pepinos, arroz, alfafa e azevém (72).

A origem bacteriana dos cloroplastos pode explicar a razdo da toxicidade dos
antibacterianos. Vérios estudos demonstraram que, no musgo Physcomitrella patens e na alga
Closterium, a fosfomicina, cicloserina e antibidticos B-lactamicos levam a inibicao da divisao
dos cloroplastos e da divisdao celular e levam a morte celular. Num outro estudo, as
tetraciclinas e cloranfenicol levaram a inibicao da fotossintese, por outro lado, as tetraciclinas
também provocaram alteragdes cromossdmicas, inibi¢ao do crescimento das plantas, reducao
dos pigmentos como o caroteno e a clorofila. Adicionalmente, foi observado que a
clorotetraciclina provocou uma diminuicdo de calcio intracelular devido a quelagdo, o que, por
sua vez altera a sintese proteica e induz efeitos toxicos. Deste modo, os antibidticos que se
encontram no solo podem atrasar a germinacdao ou reduzir a biomassa o que,
consequentemente, afeta negativamente a producdo nas terras agricolas (69,72).

A presenca de elevadas concentracdes destes agentes terapéuticos no solo vai levar a
proliferacdo preferencial de bactérias resistentes e, subsequentemente, leva a alteracdes na
sensibilidade a estes farmacos em toda a populacdo bacteriana. Alternativamente, em
concentracOes abaixo da concentracdo minima inibitéria ocorrem alteracGes genéticas no
genoma bacteriano e transferéncia de ARG e de elementos genéticos mdveis (como
plasmideos, transposdes e integrdes). Adicionalmente, a co-selecdo e expressdo de genes de
resisténcia nestes elementos genéticos moveis pode promover a disseminacao de ARGs. Por
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exemplo, em solos tratados com estrume, os genes que conferem resisténcia a minociclina,
gentamicina, estreptomicina, amicacina, rifampicina e cloranfenicol sdo responsaveis por
cerca de 70 % dos ARGs totais (70,71).

Os microrganismos que se encontram no solo tém um papel vital em diversos processos
e também na manutencdao da qualidade e saude do solo. Estas bactérias participam em
sistemas como libertagdao de nutrientes, estabilizacdo da estrutura da terra, rotatividade de
matéria organica e garantem a fertilidade do solo. Em adi¢gdo, muitos microrganismos
funcionam como um “controlo bioldgico” pela inibicdo do crescimento de agentes
patogénicos (71).

Os antibiodticos, ndo sé afetam a abundancia bacteriana do solo, mas também, afetam a
atividade bacteriana, atividade enzimatica, o ciclo do azoto e a mineralizacdo do carbono.
Devido a atividade antibacteriana destes farmacos pode ocorrer a inibicdo da proliferacdo das
bactérias que se encontram normalmente no solo e, desta forma, influenciar a constituicao
da comunidade microbiana o que pode levar a altera¢des nos processos ecoldgicos do solo.
Em solos que continham sulfametoxazol, sulfadiazina, sulfametazina e trimetoprim, observou-
se que ocorria uma diminuicdo na respiragcdao do solo, contudo, este efeito depende da
permanéncia destes agentes neste meio. A taxa de nitrificacdo e de desnitrificacdo também é
afetada por estes medicamentos, sendo que, as consequéncias sdao dependentes da categoria
de antibidtico e da duragao de exposigao (71,73).

A atividade das enzimas como as desidrogenases, fosfatases e ureases também pode ser
afetada. Observou-se que ocorria a inibicdo das desidrogenases e ureases em solos que
continham 1 pg/kg de tetraciclinas. A inibi¢do da atividade enzimatica nos solos pode ainda
estar relacionada com a inibicdo da proliferacdo ou morte de microrganismos sensiveis aos
antibioticos aplicados (71).

Deste modo, a presenca de antibacterianos no solo proporciona um ambiente ideal para
o desenvolvimento de estirpes bacterianas resistentes, transferéncia e desenvolvimento de
genes de resisténcia e, também, contaminac¢do de plantas que consumidas por humanos os
microrganismos endéfitos podem colonizar o hospedeiro e levar ao desenvolvimento de
infecdes de dificil tratamento (74).

3.2 Impacto dos antibiéticos no meio aquatico

Os antibidticos podem atingir a dgua doce por trés vias principais, i) efluentes de
estacOes de tratamento de esgotos, ii) fabricas de produtos quimicos e, iii) industria animal e
aquacultura. Adicionalmente, o aumento da densidade populacional, da atividade industrial e
agricola ao longo dos cursos de agua doce proporciona a distribuicdo destes farmacos,
bactérias resistentes e ARGs (66,75).

A presenca de antibacterianos nas dguas residuais pode ocorrer devido a sua excrecao
através das fezes e urina, eliminacdo inadequada destes agentes através dos esgotos
domésticos e efluentes hospitalares. Nas estacbes de tratamento de esgotos estes
medicamentos podem ser eliminados através da retencdo nas lamas ou degradacdo bidtica,
ou abidtica. No entanto, esta degradacdo é muitas vezes incompleta e estes agentes, e os seus
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metabolitos conseguem entrar no meio ambiente, como aguas fluviais e atingir os solos pela
utilizacao de 4gua reutilizada e através das lamas (66,69,75).

A contaminacdo de corpos de dgua com esta classe terapéutica leva a disseminacao de
estirpes resistentes, troca genética de ARG das bactérias resistentes para as bactérias nativas
do meio, o que acaba por alterar o microbioma do ecossistema aquatico. A dispersao de
antibioticos, ARB e ARG pode ainda ocorrer através de biofilmes, das visceras dos animais
aquaticos, o que ird igualmente afetar o ambiente marinho. Por outro lado, os residuos destes
medicamentos ja foram detetados em agua potavel, sendo que, antibiéticos como quinolonas,
cloranfenicol, macrdlidos e sulfonamidas sdo os principais agentes detetados. Deste modo, a
agua potavel é outra via de disseminacdo destes farmacos, ARB e ARG (66,70).
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4. Estratégias para a mitigacdao dos problemas no meio ambiente. O

conceito de Saude Global (One Health)

A presenca de antibidticos e os seus residuos no meio ambiente ocorre devido a diversos
fatores, como a metabolizacdo incompleta destes farmacos por humanos e animais sendo
excretados para o ambiente; eliminacao de agentes antibacterianos inutilizados e residuos da
industria farmacéutica, residuos domésticos e de estabelecimentos comerciais que poluem os
residuos urbanos. Por outro lado, a utilizagdo de estrume e de aguas residuais ndo tratadas
como fertilizante nos campos de cultivo contribui para a introdugao de antibiéticos no solo e
nas aguas superficiais (76—78).

Deste modo, é importante investir em métodos e técnicas para diminuir e/ou eliminar
antibidticos das aguas residuais, do estrume e do préprio solo, de forma a atenuar as
consequéncias para o meio ambiente.

4.1 Técnicas de eliminagao de antibiéticos nos Sistemas de Tratamento de Efluentes

O tratamento de d4guas residuais é uma combinacdo de processos primarios,
secundarios e tercidrios, exemplificados na Figura 4.1, sendo cada etapa constituida por
processos fisicos, quimicos e bioldgicos diferentes. A maioria das estacdes de tratamento
possuem o tratamento primario consistindo em filtracdo e sedimentacdo com o intuito de
remover particulas sélidas dos efluentes. Por outro lado, no processo secundario pretende-se
remover matéria organica através de processos bioldgicos e sistemas aerdbios e anaerdbios.
Relativamente ao tratamento tercidrio, este é realizado como ultima etapa e envolve técnicas
como o uso de cloro, radiacdo ultravioleta (UV) e ozonizagao para desinfetar as dguas residuais
e ainda pode ser realizada a precipitacdo de fosforo através de um filtro (76,79).
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Figura 4.1 — Processos de uma Estacdo de Tratamento de Aguas Residuais e locais onde pode
ocorrer intervencdes de mitigacdo da resisténcia aos antibiéticos (Adaptado de (80)).

As estacOes de tratamento de esgotos sdo essenciais para as infraestruturas urbanas,
sendo capazes de degradar compostos organicos, remover azoto e fésforo e reduzir a carga
de microrganismos patogénicos. No entanto, os métodos tradicionais de tratamento de
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efluentes ndo sdo eficazes na eliminacdo completa de agentes antibacterianos o que promove
resisténcia aos antibidticos por parte das bactérias (77,79,81).

A eliminacdo de antibidticos por meio de tratamento bioldgico pode ocorrer de forma
bidtica, através da degradacdao bacteriana ou fungica, e abidtica por hidrdlise, adsorgdo e
fotdlise. Na adsorcao de lamas de depuragdo a degradagao ou transformagdo é o mecanismo
principal na eliminagcdo de antibidticos. Os residuos de antibidticos com propriedades
hidrofdbicas tém uma maior afinidade para os sdlidos e, por isso, encontram-se concentrados
nas lamas de depuracdo. No caso de residuos com propriedades hidrofilicas, que se
encontram concentrados em solucdes aquosas, é necessario o emprego de técnicas como a
formacao de complexos com ides metalicos, permuta idnica e interagdes polares. Geralmente,
os antibidticos encontram-se na fase aquosa das dguas residuais devido as suas propriedades
hidrofilicas e resisténcia aos tratamentos bioldgicos, desta forma, é necessdrio explorar outros
processos onde seja possivel a eliminagcdo completa destes compostos (76).

Os tratamentos aerdbios e anaerdbios sdo sistemas que necessitam de pouca energia,
sdo ecoldgicos e que podem ajudar na eliminag¢do de ARB e ARG. O tratamento aerdbio ocorre
na presenca de oxigénio e de microrganismos que utilizam o oxigénio na conversdo de
poluentes organicos em dioxido de carbono, dgua e em biomassa. Relativamente ao
tratamento anaerdbio, este ocorre num ambiente sem oxigénio e na presenca de
microrganismos que nao necessitam deste elemento para a conversdo de compostos
organicos em dioxido de carbono, metano e biomassa. Estas técnicas necessitam de pouca
energia, sdo ecoldgicas, simples, flexiveis e podem ajudar na eliminacao de ARB e ARG (79,82).
Num estudo, onde foram analisadas amostras de estacdes de tratamento de dguas residuais
municipais visando avaliar a variacdo em 5 ARG como, tet(G); tet(W); tet(X); sul(1) e intl(1),
nos afluentes e efluentes apds tratamento aerdbio, anaerdbio e com bioreator de membrana,
os autores concluiram que o tratamento anaerdbio tem maior sucesso na remocdo de ARG
em comparacao com o tratamento aerdbio, visto que, sob condi¢cbes anaerdbias os
microrganismos tém uma baixa atividade, o que leva a uma menor disseminacdo de genes de
resisténcia aos antibidticos (82,83). Por outro lado, a diminuicdo de ARG nem sempre ocorre
em maior quantidade no processo anaerdbio, como foi verificado em dois estudos onde foi
reportado um aumento de ARG para a tetraciclina e eritromicina (78,84).

Os bioreatores de membrana sdo unidades de processamento que separam particulas
segundo o tamanho das moléculas e afinidade destes compostos em relacdo a membrana de
poros finos. Este sistema pode ser instalado em estacdes de tratamento de dguas residuais e
combinado com outros tipos de tratamento permitindo o funcionamento em meio aerdbio ou
anaerdbio. Foi observada uma maior diminuicdo nos ARG apds um tratamento final com o
bioreator comparativamente com os passos anteriores que incluem processos aerdbios e
anaerdbios(83,85). Este fendmeno ocorre devido a filtracdo adicional do efluente através da
membrana permitindo uma maior eliminacdo de bactérias (83,85). Em adicdo, foi verificada
uma eliminagao de até 77,5% de antibidticos como ampicilina, eritromicina, ciprofloxcina e
tetraciclina e uma diminuicdo de 94% de bactérias resistentes como Klebsiella, Escherichia,
Aeromonas e Bacteroides apds o tratamento com bioreatores de membrana com um valor de
poro de <0,4 um (78,86). Alternativamente, bioreatores hibridos aerdbios-anaerdbios
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consistem num pré-tratamento anaerdbio para diminuir a concentra¢do de carbono seguido
de um tratamento aerdbio que elimina residuos organicos e reduz a concentracdao em amonia,
observou-se que com este tipo de tratamento foram removidos 85% dos ARG do afluente
tornando-o mais eficiente comparado com tratamento Unico aerdbio (83%) e anaerdbio (62%)
(79,82,87).

A eficdcia da reducdo de ARG nos tratamentos aerébios e anaerdbios também depende
das condi¢cbes em que é operado o processo, a estagdo do ano e o tipo de ARG.
Adicionalmente, vdrios estudos demonstraram que em processos anaerdbios uma
temperatura entre 40 a 60°C aumenta em 89% a eliminacdao de genes de resisténcia aos
macrélidos (88—90). Observou-se também que ocorre maior reducdo de ARG como sull; sulll;
tetC; tetG e tetX, devido a um maior tempo de retencdo das lamas (10 a 20 dias) e um valor
de pH alcalino, mais especificamente, entre 9 e 11 (78,88). O valor de pH mais alcalino
restringe a quantidade de plasmideos que podem ser transferidos e, também restringe a sua
capacidade de transformagao, dificultando a dissemina¢dao de ARG. Referente aos processos
aerébios, a sua eficacia depende do design do reator, dos tempos de retencdo hidraulicos e
também o tipo de ARG, como exemplo foi observada uma diminui¢dao de 85% dos genes ermB,
sull, tetA, e tetW apds um tempo de retengao hidraulico de 13 dias (78,91).

4.1.1 Tratamento por Zonas Himidas Construidas (ZHC)

As zonas humidas construidas consistem em ecossistemas artificias baseados em lagoas
rasas e leitos contendo vegetacdo tipica de zonas humidas naturais, que dependem de
interacGes simples e complexas entre o substrato, as macroéfitas e os microrganismos para o
tratamento de efluentes. Esta é considerada uma técnica sustentavel, com baixo custo,
ecoldgica e fornece beneficios para o habitat da vida selvagem, aquacultura, recarga de
aquiferos e controlo de inundagdes. Estes sistemas sdao adequados a locais descentralizados e
a pequenas comunidades, onde sao utilizados para o tratamento de efluentes domésticos, de
pecudria e dguas residuais municipais (78,92-95).

As zonas humidas construidas (ZHC) sdo estruturas impermedveis em canal preenchidas
com substrato, cultivadas com plantas de zonas himidas ou macréfitas onde ocorre a
passagem de dguas residuais (95). Diversos fatores afetam o rendimento deste tipo de
tratamento como o oxigénio dissolvido, o valor de pH, a temperatura, a taxa de carga
hidraulica, o tempo de retencdo hidraulico, a diversidade de macréfitas, o substrato e a
profundidade da d4gua (92,95). Este tratamento pode ser subdividido, por um lado,
relativamente ao escoamento do efluente, como escoamento superficial ou escoamento
subsuperficial, sendo que no ultimo caso pode ser caracterizado quando ao trajeto do fluxo
(vertical ou horizontal). Por outro lado, também pode ser caracterizado relativamente as
plantas utilizadas, como plantas emergentes, ou seja, plantas que possuem pedunculos e
folhas que emergem do lencol de dgua, plantas, flutuantes, de folha flutuante ou submersas
(92,95). No estudo conduzido por Guan et al. (95) foi observada uma maior capacidade de
degradar medicamentos numa zona humida construida de modo subsuperficial em linha
vertical em comparagcdo com uma zona humida construida em modo subsuperficial em linha
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horizontal (95). Este fendmeno ocorre devido a uma maior frequéncia de contacto entre a
interface sélida e liquida, o que leva a melhores condi¢des de oxidagao (96).

Este sistema tem a capacidade de reduzir o teor de azoto, a caréncia bioquimica de
oxigénio, a caréncia quimica de oxigénio, fésforo e outros poluentes emergentes (78,97).
Consoante os os poluentes que se pretende eliminar dos efluentes, as ZHC podem funcionar
sob diferentes condi¢bGes, como referido anteriormente podendo ser aplicados diferentes
trajetos de fluxo, diversas macrdfitas e substratos (78).

Dentro das ZHC existem diversos processos para a eliminagao de antibiéticos, como
adsorcdo, absor¢cdo por parte das plantas, degradacdao microbiana, fitodegradacdao e
fotodegradacdo, no entanto, a eliminacdo destes farmacos depende das caracteristicas fisicas
e quimicas dos antibioticos (93,98).

As macrdfitas encontradas nestes sistemas tém um papel importante, dado que,
influenciam os processos fisicos, quimicos e bioldgicos do tratamento. Estas plantas fornecem
uma maior superficie, nutrientes e um ambiente propicio para o desenvolvimento de
microrganismos, auxiliam na filtracdo de compostos em suspensdo e impedem a formacao de
canais de erosao devido ao denso sistema radicular, o que protege e estabiliza o substrato.
Em adicdo, o extenso sistema de raizes diminui a velocidade do fluxo dos efluentes, melhora
afiltracdo e sedimentacao, leva a criagdo de macroporos no solo, o que previne o entupimento
e ajuda a manter a capacidade de infiltragdo. O mecanismo principal pelo qual ocorre a
absorcdo de antibidticos por parte das plantas é através da difusdo, que depende da
concentracdo do agente antibacteriano, da hidrofobicidade e da solubilidade em &gua,
adicionalmente, as plantas podem eliminar estes farmacos por adsorcdo ou fluxo de massa

(95,98).

Em relagao aos compostos lipofilicos, estes conseguem difundir-se através da bicamada
lipidica da membrana plasmadtica e para os fluidos celulares e, consequentemente, conseguem
translocar-se para as raizes das plantas, folhas e rebentos. Apds a transpira¢ao, os antibidticos
podem ser degradados via fitodegradacdo. Neste tipo de mecanismo ocorre uma série de
processos bioquimicos, como a transformacdo dos contaminantes, conjugacao dos
metabolitos e subsequente incorporacdao nas paredes celulares e nos vacuolos.
Adicionalmente, o oxigénio pode ser transportado até as camadas mais profundas devido a
extensa rede de raizes e rizomas dos macrdfitos, o que estimula o crescimento de
microrganismos aerébios e resulta numa melhoria do processo de oxidacdo e degradacao dos
antibidticos (95,98). Foi demonstrado que as plantas tém a capacidade de acumular e
degradar antibiéticos, sendo que as raizes tém uma maior capacidade de bioacumulacao
relativamente aos caules e folhas (98,99). Por outro lado, as raizes tém outro papel essencial
na degradacdo de antibidticos devido a secrecdao de compostos como acido citronélico e
derivados do acido acrilico que se integram nas substancias poliméricas extracelulares onde
0s microrganismos responsaveis pela degradacdo de antibidticos se encontram ancorados.
Por exemplo, verificou-se que apds a administracdo de exsudados radiculares artificiais,
compostos por acidos organicos de baixo peso molecular, aminoacidos e acgucar soluvel,
ocorreu uma melhoria na capacidade de remocdao de nutrientes na ZHC contaminada por
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antibidticos que ocorre pelo aumento da reciclagem do azoto por parte das bactérias
Rhizobacter spp. e Rhizobium spp. (98,100).

O substrato neste tipo de sistema apresenta duas fungdes principais, como providenciar
0 meio bdsico para o crescimento das plantas aquaticas e dos microrganismos e eliminar
medicamentos através da adsorcdo e da degradacdo bioldgica (98,101). A adsorcdo dos
poluentes ocorre através das forgas de van der Waals, interagdes electrostaticas e permuta
idnica. Os tipos de substrato utilizados sdo casca de arroz, casca de pinheiro, cortica granulada,
areia e gravilha, sendo estes dois Ultimos os mais frequentemente utilizados devido a sua
elevada capacidade de adsor¢ao (98,101). Foi reportada uma eliminagdo de 98% de
sulfametoxazol numa ZHC contendo P. australis plantada em gravilha siliciosa e areia, neste
caso o mecanismo principal de eliminacdo deste farmaco foi a adsorc¢édo ao substrato (98,102).

A degradacdo microbiana é também um processo importante para a degradagdo dos
poluentes, sendo realizada por diversos grupos de microrganismos como bactérias
autotrdficas e heterotréficas, fungos do grupo dos Basidiomicetes e leveduras e ainda
determinados protozoarios (93,103). Neste caso a degradacdo dos antibidticos ocorre em
condicbes aerdbias e anaerdbias e depende das caracteristicas fisico-quimicas destes
farmacos. Por exemplo, antibiéticos com uma elevada solubilidade também apresentam uma
melhor eficicia de degradacdo. Adicionalmente, a degradacdo por parte destes
microrganismos também é afetada pelo tipo de substrato, concentracdo em nutrientes, taxa
de carga hidrdulica, temperatura e o conteldo vegetal. Estes microrganismos apesar da
exposicdo aos antibidticos conseguem resistir aos seus efeitos e degradar estes farmacos,
nomeadamente foi observada a presenca de estirpes bacterianas capazes de degradar
antibidticos isolados de sedimento, lamas e dguas residuais que podem auxiliar no processo
das ZHC. Por exemplo, uma destas estirpes inclui Labrys portucalensis F11 capaz de degradar
ciprofloxacina, norfloxacina e ofloxacina (93,98).

A introducdo de arejamento artificial no sistema de ZHC demonstrou um aumento na
eficiéncia de elimina¢do de antibidticos, como o reportado para células de combustivel
microbianas onde ocorreu um aumento das percentagens de degradagao de 4,98% e 4,34%
para os antibidticos sulfametoxazol e tetraciclina, respetivamente apds 12 horas de
arejamento (98,104). Este efeito é devido a uma intensificacdo da atividade microbiana e uma
maior oxidacdo destes farmacos devido ao arejamento artificial, o que promove uma maior
eliminacdo de antibidticos, no entanto, o arejamento continuo pode ser insustentavel e tornar
o processo bastante dispendioso (98).

Deste modo, nas zonas himidas construidas ocorre um comportamento sinérgico entre
as plantas aquaticas, o substrato e os microrganismos para a eliminacdo de poluentes, sendo
cada fator influenciador para o aumento da eficacia da degradacao dos antibidticos (98).

4.1.2 Tratamento por Processos de Oxida¢cdo Avangados (POA)
Os processos de oxidacdo avancados sdo métodos quimicos baseados no uso de radicais

hidroxilo (¢OH), ozono (0s) e radical superdxido (0O7) para a degradacdo de poluentes
organicos e quimicos, como antibiéticos que podem ser modificados em moléculas mais
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pequenas o que, consequentemente, pode diminuir o efeito destes farmacos nos
microrganismos e aumentar a sua biodegradacdo e a taxa de eliminagdo. Os processos de
oxidacdo avancgados (POA) podem ser subdivididos em reacdo de Fenton, ozonizagao,
fotocatalise e oxidagdo eletroquimica (78,101,105).

Na reagdo de Fenton é utilizado o reagente de Fenton que consiste numa combinagao
de sal ferroso (Fe?*) e perdxido de oxigénio (H202), que ao ser adicionado as dguas residuais
reage e forma radicais hidroxilo. Deste modo, o funcionamento deste tipo de tratamento
depende de vérios fatores, como o valor de pH, a temperatura, a concentra¢do em Fe?* e H,0..
No caso do valor de pH, idealmente este deve-se manter a volta de 3 (105,106). Foi reportado
gue a oxidacdo com reagente de Fenton de antibidticos como amoxicilina, ampicilina e
cloxacilina e apds 60 minutos de reagdo, a caréncia quimica de oxigénio dos antibidticos
presentes em aguas residuais atingiu reducdes de 49,0%, 57,7%, 81,5%, 76,9% e 75,6% para
valores pH de 2,0, 2,5, 3,0, 3,5 e 4,0, respetivamente (105,107). Desta forma, ocorreu maior
decomposicdo destes farmacos com um valor de pH de 3,0 e foi observada uma diminuicao
da degradacdo para valores de pH superiores a 3,0, possivelmente devido a diminuicdo de
ferro dissolvido (105,107). A concentracdao em peroxido de hidrogénio também é importante,
visto que, é a fonte principal de radicais hidroxilo. Uma concentragdo baixa de H,O2leva auma
menor quantidade de radicais e, consequentemente, ocorre uma diminuicdo da capacidade
de degradacdo, para além do mais, uma concentracdo excessiva deste elemento ndo é
adequada para a degradacdo de poluentes. A concentragdo excessiva em Fe?*, que funciona
como catalisador da reagdo, leva ao sequestrar dos radicais e a inibicdo da degradacdo e
implica um aumento dos custos do processo. Este processo tem diversas vantagens como uma
elevada eficdcia de degradacdo e facil operacao, no entanto, também apresenta desvantagens
como a necessidade de manter um pH acido e a producdo de elevadas quantidades de lamas
ricas em ferro que sao dificeis de eliminar (105).

Na técnica de ozonizagdo ou ozonizagdo catalitica, o ozono, em condi¢ées acidicas E(Os/
02) =2.07 V, é capaz de oxidar diretamente uma variedade de poluentes organicos refratarios
e degradar microrganismos, ARG e ARB. Adicionalmente, esta molécula é capaz de reagir com
agua e com um catalisador e formar radicais hidroxilo (79,105). A ozoniza¢do pode ser
subdivida em catalitica homogénea e catalitica heterogénea. Na ozonizagdo catalitica
homogénea, sdo utilizados catalisadores liquidos, mais especificamente os ides de metais de
transicdo, como Fe?, Mn?*, Ni?*, Co?', Cd?*, Cu?*, Ag*, Cr**, Zn?* numa solucdo. Estes
catalisadores tém como objetivo passar o ozono para o estado excitado e levar a producado de
*OH e melhorar a eficacia da degradacdo dos poluentes. Na técnica de ozonizagdo catalitica
heterogénea sdo utilizados catalisadores sdlidos, como éxidos de metais e carvao ativado na
solucdo de reagdo (105).

O tratamento por ozonizacdo depende de varios parametros, como a concentracdo em
ozono, o valor do pH e a mineralizagcdo dos contaminantes (105). A concentracdo em ozono é
importante, dado que, a taxa de transferéncia de massa e o coeficiente de transferéncia de
massa volumétrica aumentam com o aumento da concentracado deste elemento. Deste modo,
ocorre uma maior absorcdo de ozono que depois pode reagir com as moléculas de antibidtico
e aumentar a sua degradacdo. A influéncia da concentracao de ozono na decomposicao de
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antibidticos foi analisada para o antibidtico, tetraciclina, tendo este sido degradado mais
rapidamente apds uma exposi¢cdo de 7 ppm de ozono, comparativamente com a exposicao de
3 ppm (105,108). Foi confirmado que com o aumento da dosagem de ozono ocorre um
aumento da eliminagdo dos antibidticos como, a ampicilina, azitromicina, claritromicina,
eritromicina, ofloxacina, sulfametoxazol, tetraciclina e trimetoprim (105,109). Em meio acido
0 ozono consegue degradar os poluentes por oxidagao direta, no entanto, em meio alcalino
os poluentes sdao oxidados pelo ozono e pelos radicais hidroxilo (105). A degradagdo do
cloranfenicol pelo ozono em condicdes de pH diferentes atingiu uma eficacia de eliminacao
de 41,4 +1,0% e 5,3 + 3,0% para valores de pH de 2,0 e 8,0, respetivamente (105,110). Deste
modo, o aumento da degradacdo num meio alcalino pode ser atribuido ao aumento da
producdo de radicais livres (105). Durante este processo pode nao ocorrer a mineralizagao
completa dos antibidticos, dado que, ocorre a formacdo de carbonato (CO?3) e
hidrogenocarbonato (HCOs3™) durante a degradacdo de antibidticos que atuam como
sequestradores de radicais hidroxilo o que, consequentemente, pode inibir a eliminacao
destes farmacos antibacterianos. Adicionalmente, durante a ozonizacdo ocorre a diminuicdo
do valor de pH que, como foi visto anteriormente, nao é favoravel a produgao de radicais,
levando a uma degradacdo menos eficaz de antibacterianos (105).

A técnica de ozonizacdo pode ser utilizada para melhorar a biodegradabilidade dos
antibidticos através da producdo de compostos intermediarios biodegradaveis e com baixo
peso molecular, onde a razdo BOD5/COD ¢ utilizada para caracterizar a biodegradabilidade de
um poluente ou das dguas residuais (105). Foi observado que a um valor de pH de 9 ocorre
um aumento da razdo BOD5/COD de 0 para 0,41 apds 120 minutos de ozonizagdo das aguas
residuais contendo ampicilina, deste modo, ocorre um aumento da biodegradabilidade do
farmaco apds a aplicacdo desta técnica (105,111).

A oxidacao fotocatalitica consiste na utilizagdo de materiais semicondutores, como TiO,
ZnS, WOs e Sn0; que atuam como fotocatalisadores. Estes materiais ao absorverem energia
geram cargas negativas com capacidade redutora e cargas positivas com capacidade oxidativa.
A acdo redutora das cargas negativas pode levar a reducdo do O, dando origem a radicais
superodxido (Oy7). Por outro lado, as cargas positivas migram para a superficie do material
semicondutor e levam a oxidacdao de H,O dando origem ao radical hidroxilo. Deste forma, os
poluentes sdao degradados por duas moléculas, pelos radicais superéxido e pelos radicais
hidroxilo (105).

O tratamento por oxidacdo fotocalitica depende de fatores como o tipo de material
fotocatalitico utilizado, o valor de pH, a dosagem do catalisador e a estabilidade do
catalisador. Os fotocatalisadores utilizados podem incluir éxidos de metais, como TiO; e ZnO;
sulfetos de metais, como CdS; semicondutores de metais preciosos, como Agz04, BiOBr, BiOCl,
BiVO4, GdVOs e SmVO4 e materiais semicondutores ndao-metalicos como g-CsNa (105). O
didxido de titanio é o material mais vulgarmente utilizado devido a sua elevada atividade
fotocatalitica, baixa toxicidade e estabilidade, como também devido a sua capacidade em
degradar poluentes organicos como os antibioticos, mais especificamente a levofloxacina,
oxitetraciclina, tetraciclina e ciprofloxacina (105,112,113). Adicionalmente, o 6xido de zinco é
um bom candidato como material devido a sua elevada capacidade de degradacdo de
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contaminantes como ciprofloxacina, norfloxacina, cefixima e tetraciclina, e tem como
vantagens o seu baixo custo, baixa toxicidade, alto potencial redox e valor ecolégico (105). O
valor de pH é outro fator que influencia este tipo de tratamento onde podem surgir cargas
diferentes na superficie do catalisador dependendo de quanto maior ou menor for o valor de
pH comparativamente ao potencial de carga zero dos catalisadores (105). Em adicdo, se o
valor de pH for maior ou menor relativamente & constante de dissociacdo (pKa) dos
substratos, o estado energético dos substratos é alterado (105). A utilizacdo do UV-A/TiO;
como fotocatalisador para degradar amoxicilina, provocou a sua degradacdo sem apresentar
alteragGes a valores de pH 5,0 e 7,5, no entanto, a mineralizagao deste farmaco diminuiu de
95% para 75% com o aumento do valor de pH de 5 para 7,5 (105,114). Adicionalmente foi
reportado que o TiO; e ZnO em solugao aquosa e sob radiagdao solar no processo de
degradacdo da cefotaxima sdo obtidos resultados semelhantes para ambos os catalisadores,
onde a taxa de eliminacdo do antibiético aumenta com o aumento do valor de pH de 4,2 para
6,2 e diminui com o aumento dos valores de pH de 6,2 para 7,6 (105,115).

A dosagem de fotocatalisador utilizada neste processo também vai influenciar a
oxidacdo, onde um aumento da dose leva a um aumento na quantidade dos locais de reacao
e, consequentemente, vai melhorar a eficacia da oxidacdo e mineralizacdo dos poluentes
(105). No entanto, uma dose excessiva destes fotocatalisadores pode levar ao bloqueio da
penetracao dos fotdes e a perda de energia luminosa através da reflexao e dispersao da luz
por particulas sélidas. Foi reportado o efeito da degradacdo catalitica da tetraciclina apds
variacdes das dosagens de MWCNT/TiO2 (105,116). Neste caso a eliminagdo do agente
antibacteriano aumentou com o aumento da dosagem do catalisador de 0.1 g/L para 0,2 g/L,
no entanto, um aumento para 0,4 g/L ndo levou a um aumento na eficacia (105,116). Por
outro lado, a eficacia dos fotocatalisadores esta relacionada com a estabilidade destes
materiais, em adicdo, este parametro é importante na determinacdo dos custos econdmicos.
Foi estudada a estabilidade de CdS/Fe304/g-CsN4 durante a degradagdo fotocatalitica do
antibiodtico tetraciclina, onde o catalisador se manteve estavel durante 5 ciclos (105,117).

A técnica de oxidacdo eletroquimica é outro método que pode ser utilizado para a
degradacao de antibidticos, consiste na oxidacdao e transformacao de substancias organicas
em material ndo-téxico, por acdo de uma corrente elétrica (105). Esta tecnologia pode ser
subdividida em oxidagdo direta e indireta, geralmente estas ocorrem simultaneamente. No
processo de oxida¢do direta, os contaminantes organicos que se encontram na agua reagem
diretamente com o dnodo e perdem eletrdes para formar pequenos compostos moleculares.
No processo de oxidacdo indireta, os aniGes presentes na agua reagem com o anodo e
produzem compostos intermediarios, como o radical hidroxilo, com capacidade de oxidar e
degradar compostos organicos. Esta técnica estd relacionada com eletrdlitos, onde eletrdlitos
diferentes levam a compostos oxidativos diferentes o que, consequentemente, leva a eficacias
de degradacao diferentes (105).

A oxidacdo eletroquimica depende do material do elétrodo, da densidade da corrente e
do valor de pH. O anodo utilizado inicialmente é um elétrodo metalico que consiste num
elétrodo desprotegido, sem pelicula de éxido (105). Este tipo de anodos sdao altamente
condutivos, porém s3ao propensos a dissolucdo durante o processo de eletrélise o que,
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subsequentemente, leva a perda do anodo e a contaminacdo da solucdo com novas
impurezas. Deste modo, tém sido estudados diversos materiais para o uso de danodos, como
carbono vitreo, diamante-condutor, grafite, platina, TiO2, b-PbO;, Ir02/Ti, Ti/TiO2 -RuO3 -IrO3,
entre outros (105). No que diz respeito a densidade da corrente, esta afeta a for¢ca motriz da
reacdo de oxidacdo eletroquimica e, consequentemente, afeta a eficacia da reagdo. Na
utilizagdo de Ti/PbO; como anodo para a oxidacdo de clorotetraciclina foi reportado que a
degradacgao do antibidtico seguia uma pseudocinética de primeira ordem e que a constante
da taxa de reacdo aumenta com o aumento da densidade de corrente aplicada devido a maior
taxa de rendimento dos radicais hidroxilo (105,118). No estudo da degradacdo de
sulfacloropiridazina com anodo de diamante e com boro foi verificado que o tempo necessario
para a degradagao completa deste farmaco diminui com o aumento da densidade da corrente,
para além disso, a taxa de mineralizacdo foi de 76%, 84%, 89%, 93% e 95% quando a densidade
da corrente foi de 100, 200, 300, 350 e 400 mA, respetivamente (105,119).

O valor de pH da solugao influencia o desempenho da oxidagdo, como exemplo foi
reportado que ataxa de eficacia da degradacao do antibiético trimetoprim diminui a um valor
de pHde 3,0 devido a presenca de HSO4 que capta os radicais hidroxilo, e 0o mesmo se observa
a um pH de 4,5 onde a taxa de degradacado diminui devido a precipitacdo de ferro (105,120).

O uso de radiagao ionizante é uma técnica recente para a degradagdo de contaminantes
organicos, por via direta ou indireta (105). No processo radiolitico da agua, sdao formadas
diversas espécies ativas como radicais hidroxilo que, como visto anteriormente, conseguem
oxidar poluentes organicos e eletrdes solvatados (eaq” ) que tém a capacidade de reduzir
contaminantes organicos (105).

A degradacdo de substancias organicas por radiacdo ionizante depende de varios
fatores, como a concentracdo inicial do contaminante, a dose absorvida, a matéria organica e
anides inorganicos, o pH inicial e a matriz da 4gua (101,105,121). A concentracdo inicial dos
antibidticos afeta o numero de colisGes eficazes entre o farmaco e os radicais (101). Por
exemplo foi reportada a eliminagdao de 100% de sulfadiazina com uma concentragao inicial
entre 25-40 mg/L, no entanto, na presenca de uma concentragdo inicial de 50 mg/L foi
observada uma eliminacdo de 92% do antibidtico (101,121).

A dose absorvida afeta a taxa de degradacao dos antibidticos, de modo geral a
degradacdao aumenta com o aumento da dose absorvida, enquanto o rendimento radiolitico
diminui com o aumento da concentracdao de um dado contaminante (101,105). A investigacao
da degradacdo da sulfadiazina dissolvida em agua destilada evidenciou que a degradacdo e
mineralizacdo do antibiético aumenta com o aumento da dose absorvida e segue um
pseudomodelo cinético de primeira ordem (101,121).

As aguas residuais sdo um ambiente com matrizes complexas que geralmente incluem
anides, como ClI, CO3*, HCO3’, NO3 e NO, e compostos orgdnicos como o acido humico,
glucose e peptona, estes compostos conseguem interferir com a degradacao radiolitica dos
antibidticos através da rea¢do com os radicais (101,105). O anido CO3% pode reagir com *OH,
He enquanto HCOsz consegue reagir com eOH, eH e es sequestrando-os e,
consequentemente leva a uma diminuicdo dos radicais hidroxilo e reduz a probabilidade

28



Estratégias para minimizar o impacto do uso abusivo de antibidticos

destes radicais reagirem com os antibidticos. Foi observado que a degradacdo de norfloxacina
diminui de 89,1% para 61,8% e 56,9% apds a adicdo de 31 e 40 mmol/L de COs?,
respetivamente. Adicionalmente, com a adicdo de 80 e 100 mmol/L de HCO3™ também se
observou uma diminuigdo da degradagdo do antibidtico de 89,1% para 78,7%, respetivamente
(101). Por um lado, os nitratos (NOs") e nitritos (NO2’) conseguem reagir com ¢OH, *H e eaq,
onde o nitrito reage com estes compostos diminuindo a sua concentracdo, enquanto o nitrato
pode facilmente reagir com ides hidrogénio e gerar HNOs que diminui a concentracdo de ¢OH
e *H (101). Deste modo, a presenga de NO3~ e NO;” diminui a frequéncia de colisGes entre
*OH, *H e eaq com as moléculas de antibidtico e, consequentemente, reduz a degradagdo
radiolitica destes farmacos. Foi reportado que a percentagem de remogao de sulfametoxazol
sujeito a 100 Gy de radiagao, diminui de 56,89% para 44,84 e 34,83% na presenca de nitrito e
nitrato, respetivamente (101,122). Também se verificou uma redug¢do na eficacia da
degradacdo de antibidticos como amoxicilina, cefradina, ciprofloxacina, ofloxacina e
sulfametoxazol (105,123,124).

Relativamente aos compostos organicos, a presenca destes pode interferir com a
degradacdo dos antibidticos, visto que, podem interagir com os radicais hidroxilo e limitar a
interacdo destes com os farmacos (101). Foi estudada a degradacdo do antibidtico
ciprofloxacina apds a adicdo de varios compostos, sendo um destes o acido himico, tendo
sido reportado que 0,5 mol/L de 4cido himico diminui a eficacia de degradacdo do antibidtico
de 99,6% para 47,2% na presenca de irradiagdo de 1000 Gy (101,125). A presenca de dalcool
isopropilico, metanol, tert-butanol e tioureia também pode diminuir a eficdcia da degradacao,
dado que, estes compostos sdo fortes sequestradores de radicais hidroxilo o que leva ao
consumo destes radicais antes de conseguirem reagir com os antibiéticos. Por exemplo, foi
observado que o alcool isopropilico e tert-butanol diminuiram a eficiéncia da eliminacdo de
sulfametoxazol de 98,3% para 27,5 e 76,5%, respetivamente (101,122). Por outro lado, o valor
de pH da solucdo influencia a taxa de degradacdao dos antibidticos por parte da radiacao
ionizante, dado que, o pH afeta a composicao em radicais na solu¢ao. Em condi¢®es acidicas
a concentracdo em ides hidrogénio é superior a concentracdo de ides hidréxido (OH), que
conseguem combinar com eaq e inibir a reagdo desta molécula com eOH e,
consequentemente existe maior quantidade de radicais hidroxilo disponiveis para reagir com
as moléculas dos antibacterianos. Por outro lado, em condicBes alcalinas, a concentracdo em
OH- é superior a concentracdo em H*. Estes ides hidrogénio podem reagir com ¢OH e dar
origem a O, com baixa atividade oxidativa e H,0 reduzindo deste modo a concentragao em
radicais hidroxilo e diminuindo a eficiéncia da degradac¢do (101,105). A determinac¢do da
eficacia da degradacdo por radiacdo gamma da cefalosporina C evidenciou uma maior
remocao do antibiético numa solugdo com um valor depH de 3,5 comparativamente com
solucGes com valores de pH de 6,6 € 9,2 (126).

No caso dos antibidticos com cardcter de zwitterido o valor pH pode influenciar a
distribuicdo das suas formas idnicas e moleculares, e a carga superficial e, deste modo, pode
gerar forcas de atracdo ou repulsdo entre as diferentes formas do antibidtico e afetar a
eficiéncia da degradacdo (105). Relativamente ao sulfametoxazol, este tem valores de pKa de
1,5 e 5,7 e quando o pH é superior ao pKa 5,7 o antibidtico esta na sua forma negativa que
produz forcas de repulsdo e, consequentemente diminui a taxa de reacdo (105,124).
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Os tratamentos por processos de oxidagdo avangados tém imensas vantagens, como o
elevado potencial oxidativo dos radicais hidroxilo que leva a rea¢cdes ndo seletivas, o que
permite reduzir o tempo de retencdo necessario para a eliminacdo dos contaminantes; a
montagem de plantas de POA ndo exige muito espago o que permite instalar uma estagao de
tratamento de 4guas de pequena escala e estes processos transformam os antibioticos e
outros compostos organicos em moléculas inorganicas que sdo facilmente eliminadas com a
vantagemde ndo existir a producdo de lamas, visto que as POAs reagem diretamente com os
poluentes dando origem a produtos nao toxicos (127).

4.1.3 Tratamento com Microalgas

As tecnologias baseadas em microalgas tém ganhado popularidade como um método
eficaz para o tratamento de efluentes industriais e municipais, devido as diversas vantagens
gue este sistema proporciona, como sendo ecoldgico, impulsionado por energia solar,
capacidade de fixacdo de didéxido de carbono, introducdo de nutrientes e também, a
possibilidade de desenvolvimento de produtos derivados de algas (128,129). Estes tipos de
tecnologias tém demonstrado boa eficacia na eliminagao de produtos farmacéuticos, como o
reportado para uma lagoa de algas cultivada com Coelastrum spp. onde se observou a
eliminacdo de 33 antibidticos presentes em d4guas residuais municipais, com taxas de
eliminagao médias de antibidticos 5-50% superiores aos tratamentos convencionais de lamas
ativadas durante um periodo de 6 meses (128,130). Os mecanismos de eliminacdo dos
antibidticos por parte das microalgas incluem bioacumulacao, bioadsorcdo e biodegradacao e
encontram-se ilustrados na Figura 4.2. Adicionalmente, certos antibidticos podem ser
posteriormente eliminados através da fotodegradacdo e volatilizacdo na presenca de
microalgas ou num sistema de tratamento por microalgas, no entanto, estes processos
ocorrem sob condi¢Bes restritas pouco comuns e sdao geralmente considerados pouco
significativos (129,131). O processo de eliminacdo pode ser diferenciado em trés fases: i) uma
rapida adsorcdo passiva mediante interacgdes fisico-quimicas entre a superficie celular e os
poluentes; ii) uma lenta transferéncia de moléculas através da membrana celulares e; iii)
ocorre a bioacumulacdo ou biodegradacdo, ou ambos, no interior da célula (129).

30



Estratégias para minimizar o impacto do uso abusivo de antibidticos

Biodegradagao extracelular Bioadsorgao, bioacumulacao e biodegradagao intracelular
Polissacarideos Hidrofobicidade dos antibidticos;
Proteinas « | Bioadsorcio Grupos funcionais; 5 .
e b Lipidos ‘lﬁ/\ Espécies das microalgas l'\\/j\\\ ii
£l o e

NN NNUERLLLY o
¢ S d Yl
il Lesssesd C8dinr s,
Lis® . '6.‘i:,

Il. Bioacumulagao

@\ Resposta antioxidante i
W
S \\.;--\‘ Espécies reativas de  Peroxidacio lipidica;

Excre¢ao

Exopolissacarideos

v Exopolissacarideos ligados a

parede celular (= o oxigénio Desnaturagdo do ADN e proteinas; g
. - p
Bioadsorgdo \ / Morte celular -
/- . - . =
v Exopolissacarideos soluveis o Il. Biodegradagdo intracelular =
-

Biodegradacdo extracelular Fase I: Reacdes de hidrolise, oxidagdo e redugio

p [+] 70, —\
VY N\
¢ Vs | >—cy  Ex={ )
N/ R 7/ \ /
A—y ° el \—/

Fase II: Conjugago com compostos grandes e polares

2 af Lt

Entrada

ot
a

TS > 4 .t

Compostos Intermédios ‘2 et

o"?ﬁ

Excregdo

—

A28 e .

LA . "l
TN p 0t ang anmn DN

Figura 4.2 — Mecanismos de eliminacdo dos antibidticos por microalgas, como
bioadsorcdo, bioacumulacdo e biodegradacao (Adaptado de (129)).

Deste modo, a bioadsorcdo é um processo extracelular que ocorre quando os
antibidticos sdo absorvidos pela parede celular das microalgas ou por substancias organicas
como os exopolissacarideos excretados pelas microalgas para o ambiente circundante
(128,129). Estes compostos sao caracterizados por uma combinacdo de polimeros de alto peso
molecular abrangendo dacidos nucleicos, proteinas, polissacarideos, lipidos e substancias
humicas que habitualmente visam proteger as células de um ambiente indspito (129). Os
exopolissacarideos podem ser subdivididos em dois tipos, em exopolissacarideos ligados que
estdo conectados as células das microalgas, e em exopolissacarideos sollveis, que sdo
excretados pelas microalgas e que se encontram em suspensao ou ligados de modo deficiente
as células. A diversa composicdo destes compostos faz com que os exopolissacarideos
contribuam com multiplos grupos funcionais, tais como o grupo amina, carboxilo, hidroxilo e
regides hidrofdbicas e, desta forma, providenciam sitios de ligacdo para a adsorcdo de
compostos organicos e inorganicos (129). A bioadsor¢do baseada em microalgas depende da
estrutura do antibidtico alvo, como a hidrofobicidade e os grupos funcionais disponiveis, da
espécie de microalga e das condicdes ambientais. Os antibidticos com logaritmo de
coeficiente de particdo octanol-agua (log Kow) elevado (>5) e pesos moleculares mais elevados
sdo mais facilmente adsorvidos comparativamente a farmacos com baixos valores de log Kow
(<2,5), deste modo, os compostos lipofilicos apresentam uma elevada afinidade de adsor¢ao
as microalgas devido as interacdes electroestaticas enquanto os compostos hidrofilicos tém
uma baixa adsorcdo (128,129). A capacidade de adsorcdo é também dependente da espécie
de microalga, nomeadamente foi observado que a capacidade de adsorcao do antibidtico
tetraciclina por parte das microalgas Scenedesmus quadricauda e Tetraselmis suecica foram
de 295,34 e 56,25 mg/g, respetivamente (129,132). Estes resultados indicam que as
capacidades de bioadsorcdo das microalgas sao altamente especificas as suas propriedades
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quimicas e fisicas, tal como as caracteristicas quimicas superficiais e a drea de superficie (129).
Em adicdo, as paredes celulares e os exopolissacarideos sdo predominantemente carregados
negativamente, dado que, os grupos funcionais presentes incluem os grupos carboxilo e
hidroxilo. Deste forma, os antibidticos com carga positiva podem ser adsorvidos eficazmente
por interagdes eletrostaticas (129).

A adsorgdo pelas microalgas pode ser melhorada através da otimizagdo das varidveis
que influenciam este processo, como a concentragao inicial de antibiético, a dosagem do
biossorvente, valor de pH, temperatura, tempo de contacto e os estimulantes de excre¢dao de
exopolissacarideos. Como exemplo, foi reportado que a eficacia de eliminagdo de
metronidazol por Chlorella vulgaris diminuia com o aumento da concentracdo inicial do
antibiotico (129,133). Foi ainda descrito que a adsorc¢do da tetraciclina por parte da microalga
Scenedesmus quadricauda sofreu um grande aumento durante um periodo de 60 minutos,
enguanto a adsorcdo por parte da microalga Tetraselmis suecica foi independente do tempo
de contacto (129,132). Por um lado, este processo é dependente do valor de pH, onde este
parametro influencia a ionizacdo ou dissocia¢do dos antibiéticos no meio aquoso e, também,
a carga de superficie dos adsorventes. Por outro lado, a adsorcio é um processo
termodinamico onde as alteracdes de temperatura influenciam a taxa de adsorcao dos
antibidticos na superficie celular das microalgas. Em adicdo, a composicdo e quantidade dos
exopolissacarideos também afeta a adsorcdo destes medicamento, onde uma elevada
proporc¢do de proteinas/polissacarideos resulta numa hidrofobicidade mais forte e mais locais
de adsorgao (129).

A bioadsorcdo é considerada um dos mecanismos principais para a eliminacdo de
farmacos, no entanto, em certos estudos foi observado que este processo ndo é o primadrio,
mas atua como uma primeira etapa para mecanismos posteriores como bioacumulagdo e
biodegradacdo (128,129,134).

A bioacumulagdao é um processo metabolicamente ativo que integra a absor¢dao de
antibidticos por células das microalgas, onde estes farmacos se ligam a proteinas
intracelulares ou outros compostos. A bioadsor¢dao é considerada um precursor da
bioacumulag¢ao, mas nem todos os poluentes adsorvidos a superficie das microalgas podem
entrar nas células e acumular-se no seu interior. Deste modo, os antibidticos podem ser
transportados através da membrana celular para dentro das células por trés vias: i) difusao
passiva; ii) difusdo facilitada e iii) transporte ativo. Na primeira via ndo é despendida energia,
visto que, os farmacos antibacterianos sao difundidos através da membrana plasmatica de
uma regido com elevada concentracdo destes farmacos para uma regido com baixa
concentracdo, nomeadamente os antibidticos com baixo peso molecular e que sejam apolares
e lipossoluveis conseguem atravessar a membrana celular por difusdo passiva devido a sua
hidrofobicidade (128,129). Em adicdo, a exposicdo a antibidticos ou outros fatores de stresse
podem induzir alteracbes na permeabilidade da membrana celular e levar a difusdo passiva,
gue ocorre devido a fendmenos de despolarizacdo ou hiperpolarizacdo (129,131). A
interferéncia com a integridade da membrana celular também pode favorecer a difusao
passiva dos antibidticos, este fendmeno foi observado quando se adicionou cloreto de sédio
1% (p/v) o que provocou um aumento significativo na bioacumulagdo de levofloxacina por C.
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vulgaris de 101 pg/g comparativamente a 34 ug/g onde ndo se adicionou cloreto de sddio
(129,135).

A difusdo facilitada refere-se ao transporte de antibidticos através da membrana
plasmatica por meio de proteinas transportadoras, enquanto a terceira via consiste no
transporte ativo recorrendo a energia para o transporte desta classe terapéutica contra o
gradiente de concentragdo (135).

A acumulagdo de certos antibiéticos nas células das microalgas pode induzir a produgao
excessiva de espécies reativas de oxigénio (ROS), como radicais superdxido, radicais hidroxilo
e radicais alcéxido e formas nao radicais como perdxido de hidrogénio e oxigénio singleto
(!02). Os ROS s3o importantes para regular o crescimento, a diferenciacdo e a proliferacdo
dos microrganismos. Geralmente, estas espécies encontram-se num nivel basal no interior das
células, sendo responsdveis por auxiliar na proliferacdo e metabolismo celular, mas também
na transducdo de sinais. A exposicdo aos antibidticos leva a um aumento no nivel de espécies
reativas de oxigénio no interior das microalgas, o que induz a desnaturacdo de DNA e
proteinas e, consequentemente, leva a danos celulares, mutagénese e até mesmo morte
celular. No entanto, as células poderdao diminuir os niveis de antibiéticos no seu interior
através de transportadores, deste modo, a bioacumulacdo funciona como um precursor da
biodegradacao (128,129). Foi observada a acumulacdo de sulfametazina na microalga C.
pyrenoidosa com posterior biodegradacdo (128,136). Adicionalmente, estes farmacos
acumulados podem ser transferidos e ampliados através da cadeia alimentar, proporcionando
riscos para a salde humana e induzindo o desenvolvimento e disseminac¢do da resisténcia aos
antibidticos (128,129).

A biodegradacdo é um processo complexo que envolve a degradacdo de compostos
organicos, através da biotransformacado que leva a formagao de metabolitos intermediarios,
ou através da mineralizagao completa em diéxido de carbono e dgua por culturas microbianas.
O mecanismo da degradacdo pode ser divido em duas categorias: i) degradacdao metabdlica,
onde o antibidtico é a Unica fonte de carbono ou aceitador/dador de eletrGes para as
microalgas; e ii) cometabolismo, onde substratos organicos adicionais sdo utilizados para
sustentar a producdo de biomassa e atuam como dadores de eletrGes para o substrato sem
crescimento. A biodegradacdo de antibiéticos mediada por microalgas inclui a degradacao
intracelular e extracelular, ou a combinacdao de ambos, onde a degradacado inicial ocorre no
meio extracelular e, posteriormente, ocorre a metabolizacdo intracelular dos compostos
resultantes. A degradacdo extracelular é dependente da excrecao de exopolissacarideos pelas
microalgas, onde estes compostos atuam como um sistema digestivo externo e também,
como emulsificantes e como tensioativos, para aumentar a biodisponibilidade dos antibidticos
para subsequente bioacumulacdo pelas microalgas. Relativamente a degradacdo intracelular,
esta é dependente da acumulacdo dos antibidticos no interior das células das microalgas
(128,129).

A biodegradacdo de antibidticos mediada por microalgas pode ser descrita como um
processo de catdlise enzimatica subdividido em duas fases, onde na primeira fase ocorre a
adicao de grupos funcionais e inclui reacdes de hidrdlise, oxidacdo e reducdo, onde estas
reacOes sdo catalisadas pelo citocromo P450 (CYP450), citocromo b5 e NADPH-CYP450
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redutase. Deste modo, durante esta primeira fase sdo observadas diversas reacbes
enzimaticas como a metilacdo, desmetilacdo, carboxilacdo, descarboxilacdo, oxidacdo e a
clivagem de anéis (129,137-141). Adicionalmente, os metabolitos resultantes desta fase tém
um aumento na sua polaridade e hidrofilicidade o que facilita a excre¢ao de xenobidticos. Os
processos da segunda fase consistem na conjugacao dos farmacos ou dos metabolitos obtidos
da primeira fase, com compostos polares, como aglcares e aminoacidos, com o objetivo de
aumentar a solubilidade em agua destes compostos (129). Foi descrito que a biodegradacao
de sulfametoxazol por C. pyrenoidosa passa por reacdes de fase 1 como oxidagdo e
hidroxilacdo do grupo amina, seguida por reacdes de fase 2 como a formilacdo e conjugacao
(129,139).

Os tratamentos convencionais baseados em microalgas podem ser divididos em duas
categorias: tanques abertos e fotobiorreatores fechados onde sdo aplicadas células suspensas
ou imobilizadas. O uso de células suspensas é o sistema mais comummente utilizado para o
crescimento de microalgas devido ao seu custo-beneficio, sendo extensamente usados em
tanques abertos e fotobiorreatores fechados para o tratamento de aguas residuais. No caso
de tanques abertos, mais concretamente os de taxa elevada utilizados em grande escala para
o cultivo de microalgas devido ao seu baixo custo de construcgado, baixo gasto de energia e facil
escalonamento, adicionalmente, varios estudos demonstraram que estes sistemas sdo
comparaveis a tratamentos convencionais de lamas ativadas (129,130,142). Foi reportada a
eliminacdo eficaz da ciprofloxacina num tanque aberto, principalmente por bioadsorcdo e
fotolise (143). No entanto, os sistemas abertos devido a mistura e oscilagdes insuficientes na
cultura levam a restrigdes na producao de biomassa, na eliminagao eficaz de nutrientes e
introduzem micropoluentes nestes sistemas, por outro lado, os fotobiorreatores fechados
comparativamente a tanques abertos tém diversas vantagens, dado que, os parametros de
crescimento e condi¢cbes do meio de cultura podem ser controlados, a contaminacdo e
evaporacdo podem ser prevenidos e é mais eficaz o tratamento das dguas residuais e a
producdo de compostos bioldgicos, como lipidos e biomassa (129).

Os tratamentos a base de microalgas podem ser associados a outros tipos tratamentos,
como ao tratamento convencional de lamas ativadas que é economicamente favoravel para o
tratamento de aguas residuais devido a necessidades baixas de energia, bom custo beneficio
e o potencial de recuperar recursos. Adicionalmente, estes tratamentos também podem ser
aplicados em conjunto com processos de oxidacdo avangados, como a reacao de Fenton e
ozoniza¢do. O contributo da radiacdo UV e microalgas para a eliminagao dos antibidticos
amoxicilina e cefradina num sistema hibrido de radiacdo UV e microalgas foi significativo
tendo as algas desempenhado o papel principal no tratamento, mais especificamente, a
espécie S. obliquus em combinacdo com a irradiagcdo por UV a 365 nm permitiu a uma eficacia
de eliminacdo de 99,84% dos antibidticos num intervalo de 24 h (129,144).
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5. Boas Praticas de utilizacao de antibioticos

O termo Administracao de antimicrobianos (do inglés Antimicrobial Stewardship (AS))
engloba programas e intervengdes que visam otimizar o uso de antimicrobianos, onde estao
incluidos os antibidticos. Este conceito relativamente recente pode ser definido como “a
selecdo, a posologia e duracdo da terapéutica ideal que determina a melhor resposta clinica
no tratamento ou prevengao da infegdo, com um minimo de toxicidade para o doente e um
impacto minimo no desenvolvimento de resisténcias”. Os trés objetivos de AS sdo: i) selecdo
do tratamento antimicrobiano mais adequado e, também, o regime posoldgico e duracdo da
terapéutica adequados para cada doente; ii) prevenir o uso excessivo (abusivo), a utilizacdo
inadequada; iii) minimizar o desenvolvimento das resisténcias (145,146).

Neste ambito, podem ser implementadas estratégias, quer por diversas organizacdes
governamentais ou associa¢des quer individualmente pelos profissionais de salude, como
médicos, enfermeiros, farmacéuticos e veterinarios. Apesar da origem deste conceito ter
surgido dentro do sistema de saude no contexto do ser humano, é importante a sua aplicacao
em contextos mais abrangentes, como a saude animal (145).

Deste modo, neste capitulo sdo abordadas diversas acdes que podem ser realizadas por
médicos, farmacéuticos, veterinarios e pela comunidade para o uso racional dos antibiéticos
e, consequentemente, evitar o desenvolvimento de resisténcia e estes farmacos.

5.1 Meédicos/Prescritores

A implementagao de programas de AS pode auxiliar os médicos na obtengao de
melhores resultados clinicos e na minimizacdo das consequéncias devido a prescricao
excessiva de antibidticos. Relativamente ao meio hospitalar, estes programas aumentam a
taxa de cura das infe¢bes, mas também diminuem os efeitos adversos, areducao das infecdes
por C. difficile, as falhas no tratamento, os custos e dura¢do do internamento e a resisténcia
aos antibidticos (147).

Um dos aspetos a ter em conta apds a aplicacdo do tratamento empirico com
antibidticos de largo espetro é a técnica de “desescalada”, onde é feita a transicao do
tratamento inicial para um tratamento mais direcionado. Isto deve ser realizado 48-72 horas
apos a implementacdo da terapéutica inicial e apds obtencdo dos resultados microbioldgicos
e outras analises pertinentes para o diagndstico, como a identificacdo do microrganismo
isolado e a sua suscetibilidade (148).

A duracdo do tratamento também pode ser reduzida em diversas situagdes como, por
exemplo, na profilaxia perioperatdria. O uso de biomarcadores como procalcitonina é
benéfico para o controlo da duracdo da terapéutica em casos onde existe incerteza na decisao
clinica. Desta forma, a reducdo nos dias da terapéutica antibacteriana leva a vantagens como
a reducdo nos custos, diminui¢cdo da pressao seletiva e da emergéncia de resisténcias. Outro
aspecto relevante é que a terapéutica com antibidticos por si sé ndo é capaz de prevenir
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infecdes no local cirdrgico, deste modo, é importante implementar outras estratégias como a
eficaz esterilizacdo de instrumentos, um manuseamento apropriado de feridas cirurgicas e
praticas de controlo da infe¢do (148,149).

O ajuste adequado da posologia é também um fator importante para se obter uma
terapéutica antibacteriana eficaz e segura. Este ajuste deve ser realizado tendo em
consideragcdo as caracteristicas de cada individuo, medicagcdo concomitante, natureza e a
severidade da doeng¢a, microrganismo infecioso, e as caracteristicas farmacocinéticas e
farmacodinamicas do antibidtico prescrito. Por outro lado, a via de administragdo do
antibidtico deve ser alterada da via parentérica para a via oral quando as condi¢des do doente
o permitem e quando a biodisponibilidade é assegurada, o que tem impacto na reducdo do
tempo de internamento e nos custos do tratamento (148,150,151).

Os responsaveis pela prescricdo devem manter-se atualizados sobre as orientagdes
aplicaveis para a prescricao de antibiodticos, e a prescricdo de um agente antibacteriano tem
gue ter em atencdo e estar de acordo com as orientag¢des relevantes, na dose e via de
administracdo adequadas e pelo periodo mais curto em que seja eficaz. Os prescritores devem
igualmente evitar ao maximo a prescricdo destes farmacos no tratamento de infe¢des virais
ou infe¢Oes bacterianas autolimitadas e também é necessario que tenham em consideracao
o adiamento da prescricdo de antibidticos em circunstancias especificas e consoante as
orientagdes, como no caso da otite média aguda e rinossinusite aguda que sdo condi¢des
autolimitadas e demonstram resolucdo espontanea sem que seja necessario o uso de
antibidticos (150,152,153).

No momento da prescricdo é necessario considerar os fatores inerentes a cada doente,
como a idade, comorbilidades, medicacdao concomitante, a funcdo renal e hepatica, possiveis
alergias, gravidez, amamentacdo e fatores de risco para a resisténcia aos antibidticos (150).

Os médicos devem implementar estratégias de comunicacdo para educar os doentes
sobre as situagdes onde os antibidticos devem ou nao ser utilizados como, por exemplo, no
caso de infe¢Ges virais onde os antibidticos ndo fornecem nenhum beneficio e podem levar a
efeitos adversos. Estas explicacdes devem ser combinadas com recomendacgdes para a gestao
dos sintomas e a recomendacgdo quando e como os doentes devem procurar aconselhamento
médico (17,154).

5.2 Farmacéuticos

Os farmacéuticos tém um papel importante nos programas de AS, visto que, podem
intervir quer ao nivel do internamento, ambulatério e nos cuidados continuados. Dentro
destes programas, os farmacéuticos podem desenvolver e gerir as orientacdes (guidelines) do
uso de antibidticos, reavaliar a terapéutica antibacteriana de doentes selecionados de modo
a otimiza-la, fornecer informacgdes aos restantes profissionais de salde sobre o uso racional
dos antibidticos, e podem ainda supervisionar os resultados apds o uso destes farmacos (155).

No contexto hospitalar, o farmacéutico deve integrar a equipa de gestdo de
antimicrobianos onde pode exercer fun¢des que incluem a avaliacdo da conformidade da

36



Estratégias para minimizar o impacto do uso abusivo de antibidticos

prescricdo com as guidelines, aconselhamento sobre a utilizacdo de antibidticos de uso
restrito, a revisdo da duragdo do tratamento com antibiéticos e disponibilizagdo de
informacgdes sobre a dosagem, preparagao e a administragao desta classe terapéutica (150).

Os farmacéuticos podem contribuir para a prevenc¢do de infe¢des tomando medidas
para evitar e reduzir a transmissao de infe¢cdes entre os doentes, profissionais de salde e
outras pessoas envolvidas no sistema de saude. Adicionalmente, o farmacéutico pode realizar
a promoc¢ado da vacinacdo que diminui o uso de antibidticos diretamente e indiretamente
(155).

Para os utentes, os farmacéuticos sdo os profissionais de saude de maior proximidade e
dai resulta a sua importancia para a prestacdo de informacodes relativas aos antibiéticos. Deste
modo, estes profissionais devem dispensar agentes antibacterianos unicamente com receita,
salvo excecdes regulamentares que permitam o oposto, informar os utentes sobre a
eliminacdo adequada dos antibidticos remanescentes, garantir que o doente compreende a
dosagem e a duragcao do tratamento e o procedimento na tomada do medicamento para
melhorar a adesao ao tratamento e informar os doentes sobre os possiveis efeitos adversos
provocados por estes farmacos (150,156).

E crucial que o farmacéutico participe em campanhas de satde publica locais, regionais
ou nacionais para a promogao do uso racional de antibidticos, na promoc¢do de medidas de
prevencao de infecdes e na educagao sobre os perigos do desenvolvimento de resisténcia aos
antibioticos (150,155).

5.3 Comunidade em geral

A comunidade em geral pode contribuir consideravelmente na preveng¢ao da resisténcia
aos antibidticos através de diversas a¢cdes, nomeadamente, na prevencdo de infe¢des e no
uso prudente de antibidticos.

Deste modo, o publico deve seguir diversas normas de higiene pessoal, como a lavagem
das maos para evitar a disseminacao de infec¢Oes, cuidados na preparagdo de alimentos, e
também realizar vacinacdo regular para prevenir infe¢des. E essencial que i) a toma de
antibiodticos seja feita apenas com a prescricdo do médico, ii) que a duragdo da terapéutica
seja estritamente cumprida apesar do alivio dos sintomas, ii) ndo guardar antibidticos que
sobram de tratamentos anteriores para uso posterior, iii) ndo partilhar estes farmacos e nao
tomar antibacterianos para o tratamento de infe¢Ges virais como constipac¢des ou gripe (157-
159).

A OMS e o CDC apresentam informacGes e material didatico sobre recomendacdes
dirigidas ao publico em geral sobre a resisténcia aos antibidticos, a importancia da vacinacdo
e os cuidados a ter em viagens para paises estrangeiros que sdao muito Uteis em ag¢des de
educacdo para a saude (158,160).
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5.4 Veterinarios e Produtores Pecuarios

Os veterindrios tém como responsabilidade promover a saude publica, saide animal e
o bem-estar animal, designadamente, a identificacdo, prevencao e o tratamento de doencas
dos animais. Estes profissionais devem incentivar medidas de higiene, procedimentos de
biosseguranca, estratégias de vacinacdo e métodos seguros de criacdo de animais (161).

Relativamente ao uso de antibidticos, os veterindrios s6 devem prescrever estes
farmacos para animais que se encontram sob a sua supervisdo. Deste modo, é da
responsabilidade do veterindrio realizar um exame clinico do animal e, posteriormente,
prescrever ou administrar antibidticos sé quando for necessario e evitar o uso de antibiéticos
clinicamente importantes. A escolha do agente antibacteriano deve ser realizada de acordo
com os resultados laboratoriais, tendo em consideracgdo as caracteristicas farmacocinéticas e
a distribuicdo tecidular para garantir que o agente terapéutico é eficaz no local da infecdo e,
com a posologia e via de administracdo adequadas (161,162).

E importante que os produtores pecuarios garantam e reforcem a biosseguranca das
quintas e previnam as infe¢Oes através da melhoria do saneamento e bem-estar animal, que
promovam e apliquem boas praticas durante todo o procedimento de producdo e
processamento de alimentos de origem animal, elaborarem um plano de saiude em
colaboracdo com veterindrios com medidas de prevencdo de infecdes, e sempre que
apropriado procedam ao isolamento dos animais doentes de forma a evitar a disseminacao
de infecbes, realizem a vacinacdo dos animais e quando possivel utilizar estratégias
alternativas aos antibidticos, que utilizem os agentes antibacterianos apenas sob a supervisao
e indicacdo de um veterinario e, por fim, que evitem o uso de antibidticos como promotores
de crescimento ou como prevencao de infecbes em animais saudaveis (158,161,162).

38



Estratégias para minimizar o impacto do uso abusivo de antibidticos

6. Alternativas e agdes complementares a utilizagao de antibidticos

6.1 Probidticos e Prebiodticos

6.1.1 Probioticos

Os agentes probidticos, de acordo com OMS e com a Organizag¢do das Nag¢des Unidas
para a Alimentacgdo e Agricultura (Food and Agriculture Organization of the United Nations,
FAO), podem ser definidos como “microrganismos vivos que, quando administrados no
organismo em quantidades adequadas, podem levar a efeitos benéficos” (163). Os
microrganismos mais frequentemente utilizados como probidticos sdo as bactérias do
géneros Lactobacillus, Bifidobacterium, Streptococcus, Enterococcus, Escherichia coli Nissler,
Propionibacterium, Bacillus e a levedura do género Saccharomyces(164,165).

6.1.1.1 Beneficios e Riscos para a Saude

Os beneficios para a saude pelos probidticos sdo diversos e geralmente envolve a
restricdo de doencas gastrointestinais, a dimunuicdo de reacGes alérgicas, a protecdo do
sistema cardiovascular, aprimoramento da funcdo imunoldgica intestinal, efeitos anti-
tumorais, propriedades hipocolesterolémicas e secre¢cao de moléculas como antioxidantese
anti-inflamatdérias, como os acidos gordos de cadeia curta (nomeadamente o butirato),
enzimas e péptidos (164,166).

Adicionalmente aos beneficios para a saude, os probidticos podem contribuir na
reducdo do risco de desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos e melhorar a adesao a
terapéutica. Por um lado, a administracdo concomitante de probidticos com antibiéticos
reduz a duracdo, incidéncia e severidade de diarreia associada a toma dos antibidticos,
contribuindo para a adesao a terapéutica e, por outro lado, os probidticos podem contribuir
para a reducdo do risco de doencas infeciosas em humanos e, deste modo, reduzir o uso de
agentes antibacterianos (165,167,168). Foi reportado que os probidticos podem reduzir em
50 % as infe¢Bes causadas pela bactéria C. difficile em grupos de risco (169,170).

Foi também reportado que apds a administracdo de um suplemento probidtico
contendo as espécies L. acidophilus e B. longum, ocorreu um alivio dos efeitos secunddrios
provocados pelos antibidticos e preveniu o desenvolvimento de resisténcias em criangas
(165,171). Em recém-nascidos a administracdo do probiético Lactobacillus GG na presenca de
Enterococcus resistente a vancomicina (VRE) contribuiu para a eliminacdo da bactéria no
grupo de recém-nascidos que recebeu o tratamento com probidticos apds 6 meses em
comparagao com o grupo que recebeu o tratamento padrdo, mais especificamente, a
eliminacdo bacteriana atingiu 95% e 52%, respetivamente (172,173). Foi também observado
gue a administracdo do probidtico L. rhamnosus HNOO1 diminuiu a colonizacdo intestinal pela
bactéria S. aureus em humanos (172,174). Por outro lado, os probiéticos podem auxiliar os
antibidticos através do controlo das propriedades de viruléncia das bactérias patogénicas com
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impacto na melhoria da funcdo de barreira intestinal. Por outro lado, estes compostos
também atuam pela eliminacdo competitiva através da diminuicdo das agregacdes dos
agentes patogénicos, adesdo as células, antagonismo dos microrganismos patogénicos
através da producgdo de acidos organicos, estimulagao da resposta imunitaria e produgao de
compostos antimicrobianos como as bacteriocinas,o perdxido de hidrogénio, éxido nitrico que
reduzem a populagdo bacteriana e conduzem a perturbacdo das células em biofilme (168).
Deste modo, os probidticos podem substituir parcialmente ou atuar como adjuvantes na
terapéutica com antibidticos tornando-se excelentes auxiliares no tratamento de infecbes
multirresistentes. No entanto, é necessdrio ter em atencdo a seguranca do probidtico para
gue este ndo transporte genes de resisténcia aos antibiéticos e, desta forma, ndo contribua
para a disseminagao da resisténcia a estes farmacos (168).

Embora os beneficios dos probidticos, também foram reportados efeitos adversos para
a saude do hospedeiro, como, por exemplo, acidose D-lactica, bacteriemia, confusdo mental,
estados imunocomprometidos, enfartamento e flatuléncia, reacdes alérgicas e transferéncia
de ARG. Certas espécies de Lactobacillus, Enterococcus e Leuconostoc podem causar
endocardite bacteriana e infe¢des da corrente sanguinea (164,166,175-177).

6.1.1.2 Mecanismos de acao

Conforme mencionado acima o mecanismo de ac¢ao dos probidticos geralmente inclui a
exclusdo competitiva dos agentes patogénicos, secrecdo de substdncias antimicrobianas,
aprimoramento da funcdo da barreira epitelial e efeitos imunomodeladores.

O mecanismo de exclusdo competitiva por parte dos probidticos consiste numa
interacdo entre bactérias mediada pela competicdo pelos nutrientes disponiveis e pelos locais
de ligacdo das bactérias. O modo como este mecanismo é realizado depende da espécie
bacteriana, certas estirpes de probidticos conseguem inibir a colonizacdo de bactéria
patogénicas devido as suas propriedades adesivas especificas através da interacdo entre as
proteinas de superficie e mucinas. As bactérias probidticas produzem moléculas de superficie
adesivas como, por exemplo, enolases e piruvato desidrogenase, que aderem a matriz
extracelular do hospedeiro (178,179). Estas moléculas auxiliam as bactérias comensais e
probidticos na competicdo e na prevencdo da ligacdo das bactérias patogénicas e no seu
processo de colonizacdo (179,180). Por exemplo, foi observado que o probidtico
Bifidobacterium mediou as defesas do hospedeiro contra a septicemia estafilocdcica
(167,181). Os probidticos podem ainda expressar padrdes moleculares associados a
microrganismos ligados aos recetores de reconhecimento padrdo transmembranares (PRRs)
do hospedeiro, como recetores do tipo Toll like Receptor (TLR), que excluem os agentes
patogénicos por competicao. Em geral, os probidticos conseguem inibir a ligacao das bactérias
patogénicas através do efeito estérico nos recetores patogénicos nos enterdcitos (179,180).

As bactérias probidticas sdo capazes de produzir uma variedade de substancias com
efeitos bacteriostaticos e bactericidas. Estas substancias incluem os acidos organicos,
nomeadamente, 4cido lactico e acido acético, perdxido de hidrogénio e bacteriocinas. No caso
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das bactérias do acido lactico que produzem acidos como o acido lactico e o acido acético que
proporcionam um meio com pH acido que inibe o crescimento de bactérias Gram-negativas
como a bactéria Salmonella (180,182). Estes acidos organicos penetram a parede celular na
forma nao dissociada e, posteriormente, ocorre a sua dissociagao no interior do citoplasma.
Este fendmeno resulta num pH intracelular reduzido ou a acumulacao intracelular da forma
ionizada do acido que, subsequentemente, leva a morte da bactéria (165,180).

A barreira epitelial intestinal é fundamental para as funcdes fisioldgicas normais, visto
qgue, permite a passagem de nutrientes e eletrélitos do Ilimen por vias intracelulares e
paracelulares, mas também contribui para limitar o contacto com antigénios externos com o
epitélio. Os agentes patogénicos entéricos conseguem quebrar a funcdo de barreira por meio
de ligacdo ou invasao das células epiteliais. Estes microrganismos também podem libertar
toxinas que podem induzir uma resposta inflamatdria e levar a alteragdes na permeabilidade
da barreira intestinal (165,183). Os probidticos, em contrapartida, demonstraram a
capacidade de controlar ou modular os efeitos citotdxicos induzidos por microrganismos
patogénicos ao reforcarem a integridade da barreira intestinal (165,168,183). Os probidticos
conseguem provocar este efeito por influéncia na expressdao dos genes das proteinas da
juncdo estreita entre as células epiteliais e, também, estimulam os péptidos antimicrobianos,
a secrecdo da imunoglobulina A e aumentam a secrecdo de muco (165,184-186). O aumento
da secre¢do do muco advém da sobre-expressdo de mucinas que sao compostos importantes
da camada de muco epitelial. As mucinas formam uma barreira fisico-quimica que protege as
células epiteliais de danos enzimaticos, quimicos e mecanicos causados por microrganismos
patogénicos, adicionalmente, esta barreira limita a aderéncia microbiana e, subsequente,
invasdo (165,180).

Um outro beneficio das bactérias com valor probidtico é a sua capacidade de exercer
um efeito imunomodelador no meio gastrointestinal e, também, conseguem alterar a
resposta inflamatdria do hospedeiro a infecdo. Estas bactérias probidticas interagem com as
células epiteliais e células dendriticas, com os mondcitos e macréfagos e com linfécitos que
sdo essenciais da imunidade inata e adaptativa (180). As células epiteliais intestinais e as
células dendriticas tém a capacidade de reagir aos microrganismos intestinais através dos
PRRs. Os PRRs mais conhecidos sdao os TLRs, que sdao proteinas transmembranares que se
encontram na superficie celular ou na membrana das vesiculas endociticas (180,187). A
sinalizacdao mediada por TLRs regula a maturacao das células dendriticas, estas células apds a
ativacdo pelas bactérias probidticas iniciam uma resposta apropriada, como, por exemplo, a
diferenciacdo de células ThO em células T reguladoras com um efeito inibitério nas respostas
inflamatdrias das células Thl, Th2 e Th17 (180,188,189). Adicionalmente, os probidticos
conseguem regular a resposta imunitdria da mucosa através da inducdo de citocinas anti-
inflamatdrias como a interleucina 10 e o fator de transformacdo do crescimento  (TGF-B), e,
simultaneamente, reduzem a expressdo das citocinas pro-inflamatérias, como o fator de
necrose tumoral e o interferdo-y (180,189). Por outro lado, certos probidticos podem
estimular a producdo de imunoglobulina A secretdria, este aumento protege o epitélio
intestinal contra a colonizagdo e invasao de agentes patogénicos, visto que, esta molécula se
liga e neutraliza os antigénios bacterianos (165,180).
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6.1.1.3 O risco de desenvolvimento de Resisténcias nos probiodticos

O uso generalizado de antibidticos levou ao surgimento de resisténcia nos probidticos,
o que pode conduzir a sérios problemas, uma vez que, os probidticos podem proporcionar a
transferéncia de ARG a microrganismos patogénicos. Relativamente ao tipo de resisténcia, os
probidticos podem apresentar os mesmos elementos de resisténcia que as bactérias
patogénicas, podendo ser intrinseca ou adquirida (166).

A resisténcia intrinseca que é inerente a espécie bacteriana pode estar codificada no
cromossoma e ndo ser transferivel para outras bactérias. Este tipo de resisténcia pode ocorrer
por duas vias diferentes: a bactéria probidtica pode ndo ter o alvo celular do antibidtico ou
pode possuir bombas de efluxo que transportam o antibiético para fora da célula . Este tipo
de resisténcia pode ser benéfica quando os probidticos sdo necessarios para restabelecer a
microbiota intestinal durante ou apds uma terapéutica com antibidticos. Por exemplo, a
bactéria do género Lactobacillus apresenta resisténcia natural aos B-lactamicos, bacitracina e
vancomicina (166,190,191).

A resisténcia adquirida foi ja reportada em probidticos como as bactérias dos géneros
Enterococcus e Lactobacillus, onde os genes de resisténcia estavam presente em transposoes
ou nos plasmideos conjugativos (166,192). Conforme ja mencionado este tipo de resisténcia
ocorre quando uma bactéria previamente sensivel ao antibiético desenvolve resisténcia, quer
através de mutacoes no DNA ou por transferéncia horizontal de genes (166,193). A causa mais
comum para a resisténcia adquirida nos probidticos é a pressdao seletiva, devido a
administracdo de um tipo de antibidtico a longo prazo ou repetida. No caso do probidtico L.
rhamnosus, isolado do leite materno, foi identificada resisténcia a diversos antibidticos, como
ampicilina, gentamicina e estreptomicina (194). Foi ainda reportado a transferéncia de genes
de resisténcia a vancomicina localizados num plasmideo da bactéria probidtica Lactobacillus
para a bactéria E. faecalis em ratinhos, evidenciando o risco da disseminacdo de genes de
resisténcia pelos probidticos (195).

Deste modo, a existéncia de estirpes de probidticos com resisténcias a antibidticos
salienta o cuidado necessario na selecdao das estirpes de probidticos disponiveis para o
consumo do publico em geral (166).

6.1.2 Prebidticos

O conceito de prebidticos foi introduzido pela primeira vez em 1995 pelos
investigadores Glenn Gibson e Marcel Roberfroid (196). Conforme a definicdo mais recente
(197), os probidticos sdo compostos ndo-digeriveis que afetam beneficamente o hospedeiro,
estimulando seletivamente a atividade e/ou o crescimento de uma, ou mais espécies
bacterianas presentes no trato gastrointestinal. Desta forma, os prebidticos sdéo componentes
resistentes as enzimas digestivas do TGI, mas sdo degradados pela microbiota intestinal. A
inulina, frutose, glucose, lactulose e xilo-oligossacarideos sdao exemplos de fontes de
prebidticos, que sdo posteriormente sdo degradados em derivados como dacidos gordos de

42



Estratégias para minimizar o impacto do uso abusivo de antibidticos

cadeia curta (acetato, butirato e propionato), que exercem efeito anti-inflamatério (198). O
reduzido tamanho destes 4cidos e a sua capacidade em se difundir para a corrente sanguinea
indica que podem ser utilizados no tratamento de disturbios do TGl (45,165,172,199).

Os prebidticos estimulam o crescimento de grupos especificos da microbiota e os seus
derivados reforcam a fungao de barreira da mucosa intestinal por mecanismos como, o
estimulo da produgdo de muco, fornecimento de energia aos enterdcitos, modulagdo da
microbiota intestinal e metabolitos benéficos, reducdo do risco de encefalopatia e atividade
antimicrobiana. Estes compostos também apresentam um mecanismo protetor indireto
contra infe¢cOes patogénicas, através de mecanismos como a diminuicdo do valor de pH no
meio intestinal e aperfeicoamento da funcdo das células epiteliais pela promoc¢do do
crescimento de microrganismos benéficos no intestino (165,199).

Estes componentes apresentam efeitos secunddarios minimos, contudo, a administracdo
de prebidticos pode causar flatuléncia, cdlicas abdominais e altera¢cdes na consisténcia das
fezes (172,198). Devido ao seu perfil de seguranca, os prebidticos aparentam ser seguros para
qualquer perfil de doente capaz de consumir alimentos por via entérica e como nao sao
absorvidos sistematicamente, nao existe uma dose definida por peso corporal ou idade. Desta
forma, a dose didria pode ser reduzida ou o consumo destes compostos pode ser suspenso se
os efeitos secundarios interferirem com a vida diaria do individuo (172).

No entanto, a dificuldade na realizagdo de ensaios clinicos randomizados devido a
diversos fatores que necessitam de controlo como, o tipo de dieta, o conteido em fibra e o
volume de consumo, leva a uma diminuicdo da investigacdo sobre o uso de prebidticos para
a manipulagdo da microbiota e do resistoma (199).

6.2 Bacteriocinas

As bacteriocinas sdao pequenos péptidos antimicrobianos sintetizados por diversas
bactérias, que permitem a autopreservagao e conferem uma vantagem competitiva contra
outras bactérias (200). Estas substancias sdo produzidas por bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, porém, a maioria das bacteriocinas sdo produzidas por bactérias Gram-positivas e
apresentam uma grande diversidade relativamente as caracteristicas bioquimicas, estrutura,
espetro de atividade, peso molecular, mecanismos de acdo e recetores das células alvo. (200-
203)

A classificacdo das bacteriocinas ao longo do tempo foi dificultada pela variedade na
estrutura e atividade destes compostos, no entanto, a primeira distincdo entre bacteriocinas
pode ser realizada pelo tipo de bactéria produtora, como bactérias Gram-positivas ou
bactérias Gram-negativas (203).

As bacteriocinas produzidas pelas bactérias Gram-positivas podem ser subdivididas em
classe |, classe ll, classe lll e classe IV (203). A classe |, também denominada por lantibidticos,
é constituida por bacteriocinas pequenas (<5 kDa) modificadas pds-transcricionalmente
(200,203). Uma caracteristica comum a esta classe é a presenca de aminodacidos fora do
comum, como lantionina e 3-metillantionina que formam varias estruturas em anel que
proporciona a estabilidade estrutural, ao calor, ao pH e a protedlise. Este grupo é
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habitualmente associado a inibicdo de bactérias Gram-positivas e de agentes patogénicos de
origem alimentar (203). Adicionalmente, os lantibidticos podem ser divididos em duas
subclasses, na subclasse la onde estao incluidos os péptidos mais longos com carga positiva,
como epidermina, galidermina e nisina; na subclasse |Ib é onde se incluem os péptidos com
carga negativa e com uma estrutura globular e inflexivel, como a lacticina 481 e a salivaricina
(203).

Na classe Il, também denominados por nao-lantibidticos, ndo se encontram aminodcidos
fora do comum na sua estrutura e as alteragdes pds-transcricionais estao limitadas a formacao
de pontes dissulfeto em certas bacteriocinas (pediocina PA-1 e pediocina AcH) (203). Nesta
classe os péptidos continuam a apresentar um peso molecular baixo (<10 kDa) e a serem
estdveis ao calor. Este grupo pode ser subdividido em quatro subclasses, na subclasse lla os
péptidos apresentam uma estrutura linear com uma ponte dissulfeto e atividade contra a
bactéria Listeria monocytogenes, como por exemplo a leucocina A, acidocina A e pediocina
PA-1; na subclasse Ilb as bacteriocinas sdo constituidas por dois péptidos (a/B) necessarios
para a atividade antibacteriana, nesta classe estd incluida a lactococina G, lactococina Q e
plantaricina NC8; as bacteriocinas da subclasse lic apresentam uma sequéncia peptidica
sinalizadora que inclui um ou dois residuos de cisteina na sua estrutura, os cistibidticos e os
tiolbidticos, respetivamente, neste grupo podem ser encontradas as bacteriocianas como a
lactococina A, divergicina A e acidocina B; por fim, a subclasse lld é constituida pelas
bacteriocinas da classe Il que nao podem ser incluidas nas outras subclasses (200,203).

Relativamente a classe lll, as bacteriocinas apresentam um maior peso molecular (>30
kDa) comparativamente as outras classes, com caracteristicas termolabeis, liticas ou nao
liticas, neste grupo estdo incluidos os peptidos zoocina A, lisotafina, helveticina J e helveticina
V (200,203). Por fim, na classe IV estdo incluidas as bacteriocinas que contém lipidos e
carboidratos na sua estrutura, o que torna estas moléculas sensiveis a certas enzimas como
enzimas lipoliticas e glicoliticas (200,203).

6.2.1 Mecanismos de a¢ao

As bacteriocinas, geralmente, sdo ativas contra as espécies relacionadas
filogeneticamente a bactéria que produz a bacteriocinas em questdo, o que confere um
espetro de agao mais estreito, ou estes péptidos também podem ser ativos contra bactérias
pertencentes ao mesmo género, proporcionando um espetro de acdo mais alargado. Deste
modo, as bacteriocinas podem inibir o crescimento de organismos patogénicos visando
proteger a célula produtora destes péptidos através de diversos mecanismos de acao
(200,202).

O mecanismo de acdo das bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas esta
geralmente associado a disrup¢ao da integridade da membrana plasmatica e posterior morte
celular (203). Este mecanismo pode ocorrer por varias vias, podendo ser realizado através da
interacdo direta com o componente lipido Il da membrana plasmatica da bactéria, ou através
da interacdo com o sistema manose-fosfotransferase ou sem o envolvimento de algum
recetor especifico. A atividade antibacteriana dos lantibidticos resulta da formacdo de poros
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nas membranas plasmaticas bacterianas, no caso da nisina o efeito antibacteriano resulta da
formacao de poros onde é utilizado o lipido Il como molécula ancora e, consequentemente,
ocorre um aumento na permeabilidade da membrana da célula alvo e a sua morte. As
bacteriocinas pertencentes a classe |l tém como alvo o recetor manose-fosfotransferase, que
consiste num sistema de transporte utilizado para acoplar a importacdo e fosforilacdo de
acucares. Neste sistema encontra-se a enzima Ell composta por trés proteinas, a proteina AB,
C e D que funcionam como alvos para as bacteriocinas. A interacdo entre o péptido e o sistema
manose-fosfotransferase leva a uma abertura permanente deste recetor e, deste modo,
ocorre uma permeabilizacdo da membrana e induz o extravasamento de ides e metabolitos
celulares, a despolariza¢ao do potencial transmembranar e, consequentemente, a diminuicao
da regulagdo osmética, inibicao da respiragdo e por fim, ocorre a rutura da membrana e lise
celular. Adicionalmente, a permeabilizacdo da membrana permite a translocacdo de péptidos
tdxicos para o citoplasma onde se localizam os organelos celulares que servem de alvo, o que
pode influenciar a integridade do DNA e RNA, a sintese proteica e a atividade enzimatica
(200,203).

Relativamente as bacteriocinas produzidas pelas bactérias Gram-negativas, mais
especificamente as microcinas que podem exercer a sua atividade antibacteriana por via de
dois tipos de mecanismos (203). No primeiro mecanismo ocorre a formacdo de poros na
membrana interna da bactéria, como no caso das microcinas E492, M e H47, e no segundo
mecanismo as enzimas intracelulares sao o alvo, sendo que este Ultimo mecanismo pode ser
observado nas microcinas J25, B17 e C (203,204). As microcinas, em contraste com as
bacteriocinas produzidas por bactérias Gram-positivas, ndo necessitam de entrar nas células
alvo para se obter o efeito antibacteriano, visto que, sdo utilizados recetores especificos
presentes na membrana externa de estirpes sensiveis como, por exemplo, os recetores
envolvidos na captacdo de ferro e as porinas que se encontram na membrana externa das
bactérias. Deste modo, o sistema de transporte dos siderdforos é utilizado para importar as
microcinas. Por exemplo, as microcinas E492, M, H47 e J25 tém como alvo os recetores de
captacao de ferro, como FepA, Cir, Fiu e FhuA, respetivamente (203,204). As microcinas que
levam a formacgdo de poros realizam esta acdao através da interacdo com componentes
especificos da membrana interna, como no caso da microcina E492 que interage com o
componente que atua na absor¢ao da manose, a permease Man-XYZ. Relativamente as
microcinas que tém como alvo as enzimas intracelulares, mais especificamente a microcina
J25, onde a sua captacdao é mediada pelo sistema de transporte dos sideréforos e uma vez
dentro da célula, esta bacteriocina inibe a RNA polimerase. Por outro lado, as microcinas C e
B17 utilizam a proteina membranar OmpF da membrana externa como um canal para
atravessar o espaco periplasmatico das bactérias alvo. Posteriormente, a microcina B17 utiliza
os recetores SdaC e SbmA da membrana interna para entrar na célula e a sua atividade
antibacteriana resulta da inibicdo da DNA girase e, consequentemente, inibe a replicacdo do
DNA. As colicinas tém um mecanismo de acdo semelhante ao das microcinas, onde pode
ocorrer a formacdo de poros na membrana plasmatica ou através da degradacdo enzimatica
intracelular de alvos especificos. Estes péptidos também utilizam recetores especificos
localizados na membrana externa das Gram-negativas para entrarem na célula. As colicinas
da subclasse | geralmente interagem com dois recetores da membrana externa, primeiro com

45



Estratégias para minimizar o impacto do uso abusivo de antibidticos

BtuB, no caso da colicina A e E, ou o recetor Tsx para a colicina K, e de seguida, os péptidos
interagem com a OmpF que funciona como um translocador, sendo que, a translocacao
através de OmpF é dependente do sistema Tol-Pal que se encontra no espaco periplasmatico
da bactéria. No caso das colicinas da subsclasse Il, como a colicina B e D, estas interagem com
um recetor para atravessarem a membrana externa e de seguida sdao translocadas pelo
sistema TonB através da membrana interna. As colicinas que levam a formacao de poros, por
exemplo, as colicinas A, K e N, desempenham a sua fun¢do através de despolarizagdo da
membrana plasmadtica. No caso das colicinas com atividade enzimatica, estas catalisam a
degradacdo de compostos essenciais para a sobrevivéncia das bactérias, como o DNA, o acido
ribonucleico de transferéncia (tARN) e acido ribonucleico ribossomal (rARN). As bacteriocinas
com cauda de fago, mais especificamente a F-piocina e R-piocina, tém como mecanismo
antibacteriano a despolarizagao da membrana com posterior formacgao de poros na célula alvo
(203).

6.2.2 A aplicagao das Bacteriocinas na area da Saude

As propriedades antibacterianas das bacteriocinas permite que estas possam ser
utilizadas em diversas areas, como em produtos cosmeéticos, nos alimentos, no material de
acondicionamento dos produtos farmacéuticos e para prolongar a vida util e o prazo de
validade dos alimentos. Recentemente, as bacteriocinas tém recebido maior atencao para o
uso clinico e como agentes imunomoduladores (202,205).

O uso de bacteriocinas isoladamente ou em conjuga¢dao com antibiéticos consiste numa
area de investigacdo importante, especialmente para o uso de bacteriocinas na industria
farmacéutica. Efetivamente, estes péptidos apresentam diversos espetros de atividade
antibacteriana, que depende da estrutura da bacteriocina e das suas propriedades fisico-
guimicas. Certas bacteriocinas tém atividade antibacteriana especificamente contra espécies
intimamente relacionadas com a bactéria produtora, enquanto outras podem apresentar um
espetro alargado de acdo (203).

O uso clinico das bacteriocinas deve ter em consideracao diversos fatores, como os
parametros farmacocinéticos, o espetro de acdo e a toxicidade. Os parametros
farmacocinéticos, como a biodisponibilidade, a estabilidade, a solubilidade em condicGes
fisioldgicas e a sua suscetibilidade a protedlise enzimatica na corrente sanguinea, sdo critérios
importantes para determinar a eficacia das bacteriocinas.

A via de administracdo das bacteriocinas é outro aspeto que deve ser abordado com
especial cuidado, visto que, as condi¢des do trato gastrointestinal humano sdo muito varidveis
e é necessario ter em atencdo as enzimas digestivas, o tamanho das particulas de alimentos,
presenca de sais e bilis (206,207). Deste modo, para a administracdo por via oral das
bacteriocinas é necessario ter em conta diversas varidveis em relacdo a atividade destes
péptidos, como o tempo de semi-vida no TG, a absorcdo intestinal e biodisponibilidade, a
estabilidade a valores de pH acido, interacdo com residuos de alimentos e com outros
microrganismos presentes neste sistema, a sua resisténcia as enzimas digestivas e a clearance
renal (205,206).
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As bacteriocinas ao serem administradas por via oral sdo expostas a variagées de pH e a
degradacao proteolitica, o que pode dificultar a sua administragdo por esta via, na Figura 6.1
estdo indicados os fatores que podem influenciar a atividade das bacteriocinas no TGI
(202,205,206,208). Por exemplo, foi verificada a inativagao e digestdo da nisina A por parte de
proteases intestinais (209). Alternativamente, estes péptidos podem ser administrados por
via parentérica e assim, evitar a degradacdo proteolitica, no entanto, a eficacia das
bacteriocinas pode ser reduzida devido as proteases que intervém na heméstase e na
fibrindlise na corrente sanguinea. Por um lado, o nanoencapsulamento, por exemplo, com
nanoparticulas a base de lipidos, das bacteriocinas podera proteger estes compostos da
degradacgao enzimatica e, portanto, aumentar a sua estabilidade no TGI (208). Foi observado
que a incorporagdo da nisina em duas matrizes diferentes a base de amido protegeu o péptido
da degradac¢do no TGI superior (210). Por outro lado, podem ser utilizadas outras vias de
administracdo como a via intranasal, intragastrica, intraperitoneal, subcutanea e tépica, onde
€ necessario ter em consideracdo a duracao do efeito farmacoldgico, a eficicia e os efeitos
adversos. A aplicacdo tdpica de duas bacteriocinas, a garvicina KS e a micrococina P1, em
modelos de murganho com infe¢ao dérmica, resultou num efeito antibacteriano significativo
e 0s animais ndo apresentaram alteragées no seu comportamento ou qualquer efeito téxico
(208,211).

As bacteriocinas revelam diversas vantagens comparativamente a terapéutica
tradicional com antibidticos. Em primeiro lugar é importante referir que a atividade
antibacteriana é observada a concentracbes muito baixas em comparagdo com o0s
antibiodticos, geralmente na gama de concentragées nanomolares (212,213). Por outro lado
diversas bacteriocinas tém a capacidade de atuar em células quiescentes e em células em
divisdo (212). Adicionalmente, o espetro restrito de atividade das bacteriocinas pode ser uma
vantagem, dado que, diminui os efeitos adversos na microbiota e diminui a probabilidade de
desenvolvimento de resisténcias. No entanto, antes do inicio do tratamento é necessario que
a bactéria causadora da infecdo seja identificada para que a terapéutica tenha sucesso e, por
conseguinte, ter em consideracdo que a terapéutica com bacteriocinas consome mais tempo
que o tratamento com antibidticos (202,205,206,212). Apesar das vantagens, algumas
bacteriocinas podem manifestar atividade imunogénica, o que pode dificultar o seu uso em
infecOes sistémicas (205). Outro aspecto é que estes péptidos, de modo geral, ndo sdo
considerados toxicos, mas alguns estudos demonstraram que a elevadas concentracdes
podem causar citotoxicidade para diversas linhas celulares (205,214).

Uma das desvantagens estd associada aos métodos de producdo das bacteriocinas
purificadas que ndo sdo os mais apropriados, visto que, sdo processos lentos e dispendiosos.
Tradicionalmente, as bacteriocinas purificadas sdo produzidas por fermentacao em lote com
a estirpe produtora, no entanto, este método necessita de componentes especificos que
dependem do tipo de bacteriocina que se pretende produzir, o que dificulta a producdo de
uma variedade de bacteriocinas em larga escala (205,206).

Varios estudos demonstraram a utilidade das bacteriocinas na area clinica, por exemplo,
foi reportada a atividade da nisina em conjunto com polimixinas contra biofilmes produzidos
pela bactéria P. aeruginosa (200,215). Foi ainda relatado que a nisina é capaz de penetrar o
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biofilme, sendo util na prevencao e eliminacdo das comunidades bacterianas em biofilme que
colonizam dispositivos médicos invasivos (criticos) (216). Foi ainda observado que a nisina F
é eficaz no tratamento de infecdes pulmonares causadas pela bactéria S. aureus em modelos
de murganho, e ainda a mersadicina foi capaz de eliminar a colonizagao por MRSA no modelo
de rato com rinite (200,217).

Apesar das vantagens sao necessarios estudos adicionais para estabelecer métodos para
aprimorar a estabilidade e a poténcia das bacteriocinas para aplica¢do na drea da saude.

Boca

* pH5-7
* Amilase, lipase, lisozima

Estomago
« pH1-3
* Pepsina
* Digestao gastrica

Intestino delgado

pH 5-7

i Amilase, protease e lipase microbiana
Colon Absorcao
pH5=T Nuclease

Figura 6.1 — Fatores que podem influenciar a atividade bioldgica e a estabilidade das
bacteriocinas através do transito no trato gastrointestinal (Adaptado de (205)).

6.2.3 Maecanismo de resisténcia as bacteriocinas

As bactérias podem nao sé apresentar resisténcia aos antibiéticos como também podem
desenvolver resisténcia as bacteriocinas, sendo que esta resisténcia pode igualmente ser
inata, quer ao nivel de género ou espécie, ou pode ocorrer o desenvolvimento de resisténcia
adquirida a um péptido antibacteriano numa determinada estirpe bacteriana ao qual era
previamente suscetivel. Os mecanismos de resisténcia as bacteriocinas incluem: i) inativacao
enzimatica por peptidases (elastase e metaloprotease); ii) alteracdes no alvo das
bacteriocinas; iii) filamentacdo bacteriana; iv) captura por moléculas secretadas que se ligam
e neutralizam as bacteriocinas; v) alteracdes na superficie celular que confere
impermeabilidade aos péptidos antibacterianos; vi) modificacdes quimicas de
lipopolissacarideos, nomeadamente o lipido A, das bactérias Gram-negativas; vii) D-alanilacao
dos acidos teicdicos das bactérias Gram-positivas para diminuir as cargas negativas da sua
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superficie; viii) producdo de capsula para impedir o contacto entre a superficie bacteriana e
as bacteriocinas; e, por ultimo, ix) bombas de efluxo (200,202,205).

No caso da bacteriocina nisina, as bactérias resistentes apresentam diversos
mecanismos de resisténcia, como alteragbes da parede celular, alteragdes da membrana
plasmatica e perda ou redugao dos recetores da bacteriocinas (218-220). Adicionalmente, os
transportadores ABC e os sistemas reguladores de dois componentes envolvidos nas respostas
ao stresse também podem estar relacionados direta ou indiretamente com a resisténcia a
nisina em algumas espécies bacterianas (219). Por exemplo, foi descoberto que a resisténcia
a esta bacteriocina pela bactéria C. difficile estd associada aos transportadores ABC, mais
concretamente o sistema Cpr (221). Este sistema intervém na resisténcia a diversos
lantibidticos sendo composto por um transportador do tipo ABC e um sistema de dois
componentes que se assemelha ao sistema de imunidade observado em estirpes bacterianas
produtoras de lantibidticos. O sistema Cpr é composto por trés proteinas diferentes: a CprA,
que constitui o local de ligacdo de nucledtidos e os dois dominios transmembranares
denominados CprB e CprC, a histidina quinase e o regulador de resposta, respetivamente. O
aumento na expressdo do transportador ABC conduz a uma maior exportacdo das
bacteriocinas (218). Num outro estudo, foi verificado que a resisténcia a nisina A na bactéria
S. aureus esta associada a uma mutacdo no gene pmtR, que codifica para um regulador
transcricional responsavel pela expressio do operdo pmtABCD. Este operdo codifica o
transportador responsavel pela secre¢do de fatores de viruléncia e, deste modo, esta mutagao
leva a um aumento na expressao de pmtABCD e, consequentemente, afeta a viruléncia desta
bactéria e leva a resisténcia a nisina A (218,222).

As bacteriocinas podem ter mecanismos de acdo distintos relativamente aos
antibidticos, o que pode diminuir o risco de desenvolvimento de resisténcia cruzada, em
adicdo, a combinacdo de antibidticos e bacteriocinas com diferentes mecanismos de acdo
pode aumentar a sua poténcia antibacteriana e simultaneamente reduzir o risco de
desenvolvimento de resisténcias (200,205). No entanto, a possibilidade de ocorrer
transferéncia horizontal de genes através da transformacdo, conjugacao ou transducdo que
de alguma forma modifique a parede celular, a membrana plasmatica, recetores e outros
sistemas essenciais constitui um alerta relativamente ao wuso de bacteriocinas
concomitantemente com antibiéticos, visto que, pode ocorrer resisténcia cruzada provocando
a criacdo de variantes bacterianas resistentes a antibidticos e a bacteriocinas (200,205).

6.3 Vacinas

No século 20, as vacinas e as técnicas de imuniza¢cdao foram introduzidas ao publico
globalmente, apés o desenvolvimento da vacina contra o sarampo por Edward Jenner em
1798 (223,224). O modo de operacgdo das vacinas consiste em “treinar” o sistema imunitario
para reconhecer e desenvolver uma resposta rapida e eficiente contra o agente patogénico
alvo, tendo em vista, prevenir o desenvolvimento de uma infecdo ou diminuir a severidade de
uma doenga. A partir desse momento, a vacinagao tornou-se um tratamento preventivo
difundido mundialmente, que contribuiu para o controlo de 16 doencas, designadamente, a
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difteria, doencas pneumocécicas e meningocdcica, febre amarela, febre tifoide, gripe,
hepatite B, papeira, poliomielite, raiva, rotavirus, rubéola, sarampo, tosse convulsa, tétano e
variola. Adicionalmente, foi alcancada a erradicacdo total ou parcial do sarampo e da
poliomielite, respetivamente (224-226).

6.3.1 Beneficios das vacinas ho combate contra a resisténcia aos antibidticos

As vacinas podem proporcionar um contributo importante no combate a resisténcia aos
antibiodticos, visto que, as vacinas tém como objetivo a prevengdo de doengas sendo
administradas profilaticamente. Deste modo, a administragao profilatica das vacinas permite
gue o hospedeiro desenvolva uma resposta imunitaria antes de entrar em contacto com o
agente patogénico, ou até mesmo na fase inicial da infecdo. Adicionalmente, as vacinas tém
um impacto minimo nos microrganismos, com excecdo da estirpe alvo e, deste modo, as
vacinas ndo interferem com a microbiota intestinal, diminuindo o desenvolvimento de
resisténcias (224,226,227).

O desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos apds a administracdo de vacinas é um
acontecimento previsivel, no entanto, o desenvolvimento de resisténcias neste caso é
extremamente raro. Por um lado, isto pode ocorrer, dado que, as vacinas sao administradas
com o objetivo de prevenir a doenca, e ndo com um objetivo terapéutico, pelo que as vacinas
conseguem prevenir o desenvolvimento de doencas apds a exposi¢ao ao agente patogénico o
gue, consequentemente, diminui a possibilidade de mutacdo das bactérias para uma estirpe
resistente e contribui na reducdo da disseminacdo de genes de resisténcia para outras
bactérias. Por outro lado, os antibidticos sdo geralmente prescritos apds o desenvolvimento
da infecdo e quando a bactéria estd presente e, deste modo, a probabilidade de
desenvolvimento de muta¢des que conferem resisténcia aos antibidticos é mais elevada. Em
adicdo, as vacinas sao benéficas para as pessoas ndo vacinadas, visto que, providenciam
protecdo através do fendmeno de imunidade de grupo, reduzindo o risco de infecao na
comunidade e protege as pessoas mais vulnerdveis como o0s recém-nascidos, os
imunocomprometidos e os idosos (225,226).

As vacinas virais também podem contribuir para mitigar a resisténcia aos antibidticos. Por
exemplo, diversos casos de doencas febris fazem surgir sintomas semelhantes a febre tifoide,
mas geralmente tém causas virais onde o uso de antibidticos ndo é adequado. Deste modo, o
uso exagerado e inadequado de antibidticos exerce uma pressao seletiva sobre as bactérias,
facilitando o desenvolvimento e disseminacdo da resisténcia aos antibidticos. A suspeita de
febre tifoide é um dos maiores contribuidores para o uso excessivo de antibidticos no sul da
Asia, no entanto, com a introduc3o de novas vacinas conjugadas contra a febre tifoide que
sao eficazes em criancas com mais de 6 meses, considera-se que os habitos de prescri¢cdo
possam ser alterados e diminuir, assim a resisténcia aos antibacterianos (226,228,229). A
gripe, que provoca sintomas do trato respiratério superior, também é muitas vezes associada
a prescricao inapropriada de antibidticos. Foi reportado que a vacina contra gripe diminui a
duracdo do tratamento com agentes antibacterianos em adultos saudaveis e também o uso
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destes farmacos em criangas com idades entre 6 meses a 14 anos (224,226,230).
Adicionalmente, a administracdo de vacinas virais diminui a probabilidade da ocorréncia de
infecdes bacterianas secunddrias, como pneumonia e otite média e, consequentemente,
diminui a utilizacdo de antibidticos para o tratamento destas condi¢des (224-226). Num
estudo realizado na Europa, em criangas entre os 6 e 35 meses, foi observada uma diminuicdo
de 50% nas prescricdbes de antibidticos e uma diminuicdo de 47% nas infecdes por
Haemophilus influenzae apds a administracdo de uma vacina quadrivalente da gripe durante
cinco estagdes consecutivas (229,231).

A administracdo de vacinas previne o desenvolvimento e disseminacdo de infecdes pela
populacdo e, deste modo, diminui o uso de antibiédticos que poderiam ser utilizados para o
tratamento de infe¢des e, portanto, diminui indiretamente o risco de desenvolvimento de
resisténcias. As infecdes provocadas pela bactéria S. pneumoniae sdo uma das principais
causas para a mortalidade infantil, a hospitalizacdo e para o uso de antibiéticos. No ano 2000
foi introduzida uma vacina pneumocdcica conjugada com sete sorotipos nos EUA para o plano
de vacinacdo infantil. Em 2007, os casos de infecGes provocadas por todos os serotipos
diminuiram cerca de 76% em criancas com menos de 5 anos e em 37% em adultos com idade
superior a 65 anos. No entanto, os casos de doenca provocados por serotipos ndo incluidos
na vacina comecaram a tornar-se mais proeminentes. A seguir, em 2010, a vacina foi
substituida por outra com mais seis serotipos adicionais que reduziu os casos de infecao
pneumocdcica e a mortalidade (226,232). Estas duas vacinas reduziram a prevaléncia de
pneumococos pouco suscetiveis a penicilina e, deste modo, diminui a disseminagcdo de
estirpes resistentes (224,226). Por exemplo, a introdu¢do da vacina pneumocécica no sul de
Africa permitiu reduzir o nimero de casos de S. pneumoniae resistente a ceftriaxona,
penicilina e outras estirpes multirresistentes em criancas com 2 anos (226,233). No entanto,
as estirpes desta bactéria conseguem adaptar-se através da substituicdo do serotipo
especifico da vacina por um serotipo que n3o se encontra coberto na vacina através de
mecanismos como a modificacdo da componente da capsula (226,234).

No combate a resisténcia aos antibidticos, através de vacinas é necessario que o seu
desenvolvimento seja focado nas espécies bacterianas que desenvolvem resisténcias aos
antibacterianos muito facilmente e rapidamente, como a bactéria S. aureus, visto que, estes
agentes patogénicos causam infecdes frequentes, com necessidade de recurso a antibiéticos
e cujas resisténcias trazem complicacdes a terapeutica.

O desenvolvimento de vacinas é muitas vezes dificultado devido a diferentes fatores, tais
como: i) pouco conhecimento sobre as respostas imunolégicas a infecdo; ii) fatores de
viruléncia de alguns agentes patogénicos ainda pouco compreendidos; iii) falta de adjuvantes
autorizados e métodos de administracdo adequados para obtencdo da resposta pretendida; e
iv) a diversidade em antigénios e variacOes de fase de certas bactérias. Por outro lado, o
financiamento necessario para o seu desenvolvimento, andlise e licenciamento é
consideravel, o que também pode dificultar o desenvolvimento de novas vacinas. Outra
limitacdo esta relacionada com a imuniza¢ao conferida pelas vacinas que sé protege os
individuos de serem infetados por determinados serotipos e, geralmente, ndo sdao Uteis em
doentes ja infetados (226,227)
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Deste modo, é necessario que a comunidade cientifica realize uma vigilancia continua de
estirpes resistentes e tenha como prioridade um maior investimento em vacinas que podem
ter um maior impacto no combate a resisténcia aos antibidticos (229,235).

6.3.2 Desenvolvimento de novas vacinas contra bactérias resistentes

As vacinas direcionadas aos agentes infeciosos que apresentam resisténcia aos
antibidticos tém o potencial de prevenir ou minimizar a mortalidade, os custos de saude e
diminuir o uso de agentes antibacterianos. As vacinas existentes conseguem contribuir para a
mitigacdo de infe¢Oes provocadas por agentes patogénicos resistentes, como a bactéria S.
pneumoniae e Haemophilus influenzae. Existem ainda vacinas em desenvolvimento contra
bactérias que apresentam resisténcia aos antibidticos, como C. difficile, K. pneumoniae, M.
tuberculosis, P. aeruginosa, S. aureus e Salmonella Typhi (227,236).

Como ja foi referido a bactéria S. aureus tem uma elevada capacidade de adaptacdo e é
resistente a diversas classes de antibiéticos e, por isso, é importante o desenvolvimento de
vacinas eficazes para diminuir o risco de doenca. Apesar das tentativas de desenvolvimento
de vacinas para esta bactéria, até agora ndo foi desenvolvida qual vacina licenciada para
prevenir a infecdo por S. aureus. Existe uma vacina de 4 antigénios, SA4Ag, em
desenvolvimento, na fase 2/3 dos ensaios clinicos para a prevenc¢do da doenca invasiva por S.
aureus em doentes selecionados para cirurgia da coluna vertebral (237). A SA4Ag demonstrou
ser segura e bem tolerada na fase inicial dos ensaios clinicos, em adicao, induz niveis elevados
de anticorpos contra esta bactéria em adultos saudaveis (225,238). Outro exemplo de vacinas
em desenvolvimento é o caso da bactéria K. pneumoniae que num estudo in vivo onde foram
utilizados glicoconjugados semissintéticos para o tratamento de infecdes por estirpes
resistentes aos carbapenemos que demonstrou ser eficaz, onde os anticorpos produzidos
induzem a fagocitose da bactéria em ratos e coelhos (239,240).

6.4 Produtos de origem vegetal
6.4.1 Oleos Essenciais

Os 6leos essenciais sdo metabolitos secundarios de plantas aromaticas e medicinais que
atribuem caracteristicas de aroma e sabor distintos as plantas. Estes compostos sdo definidos
como substancias oleosas, aromaticas e volateis presentes em diversas partes das plantas,
como na casca, frutas, polpa e sementes (241,242). Os 6leos essenciais sdo produzidos por
plantas aromaticas que pertencem a diversos grupos taxondmicos, como, por exemplo, as
plantas das familias Asteraceae, Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae e Zingiberaceae. Sao uma
mistura complexa constituida por diversos compostos, como terpenos, terpendides, fendis,
aldeidos e, também podem conter compostos como 4acidos gordos, dxidos e derivados de
enxofre (243,244). Os seres humanos tém utilizado os éleos essenciais desde a Antiguidade,
como ingredientes de perfumes ou como especiarias em alimentos e, especialmente, na
medicina tradicional devido as suas propriedades antibacterianas, antifungicas e antivirais.
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Deste modo, estes metabolitos secundarios tém sido alvo de estudos para explorar a sua
utilizacdo no combate a resisténcia aos antibidticos (244—-246).

6.4.1.1 Mecanismos de acao

O mecanismo de acdo dos 6leos essenciais depende da sua composicdo e da sinergia
entre os seus componentes principais. Estes éleos também apresentam multiplos modos de
acdo, visto que, cada componente pode afetar varios alvos celulares num Unico
microrganismo. Os compoentes dos 6leos essenciais podem interferir com a atividade
bacteriana das seguintes formas: i) degradacao dos fosfolipidos da membrana celular e no
caso das bactérias Gram negativas afetar os lipopolissacarideos da membrana externa; ii)
alteracdo da composicdo em dacidos gordos; iii) alteracGes na permeabilidade da membrana;
iv) interferéncia com a absorc¢do da glucose, v) inibicdo da atividade enzimatica, vi) inibir o
sistema de percecdao de quérum (QS) (241,246—-248). Os diversos mecanismos de acdo dos
Oleos essenciais encontram-se exemplificados na Figura 6.2.

Perda de componentes
intracelulares

Aumento da m/

permeabilidade da
membrana plasmatica

Oleo essencial

Diminuigao de ATP
intracelular

Danos na membrana

Perda de metabolitos
e ides
Figura 6.2 — Mecanismos de acdo antibacterianos dos dleos essenciais (Adaptado de
(241))

As bactérias Gram-positivas sdo possivelmente mais suscetiveis aos efeitos
antibacterianos devido a hidrofobicidade dos dleos essenciais (241,249). Esta diferenca de
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atividade é devido a presenca, nas bactérias Gram-positivas, de uma espessa camada de
peptidoglicano ligado a outras moléculas hidrofébicas, como proteinas e acido teicdico. Esta
membrana hidrofébica pode facilitar a entrada de moléculas hidrofébicas, como os dleos
essenciais. Por outro lado, as bactérias Gram-negativas apresentam uma membrana externa
mais complexa que é constituida por proteinas e lipopolissacarideos, os quais proporcionam
uma maior proteg¢ao contra os componentes dos dleos essenciais (241). No entanto, alguns
estudos sobre a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais reportaram diferengas minimas
nos valores da concentragdo minima inibitéria (MIC) para bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas (241,250).

Como for referido acima as moléculas de 6leos essenciais podem ter como alvos os
elementos principais da parede celular bacteriana e as enzimas associadas as membranas
plasmaticas. Certos 6leos essenciais interferem com a estrutura da membrana através de
altera¢cdes na sua permeabilidade, como, por exemplo, o acido cindmico que dissolve
facilmente a cadeia de 4cidos gordos da membrana celular e degrada a membrana externa e,
consequentemente, aumenta a permeabilidade da membrana plasmatica, a saida de
adenosina trifosfato (ATP), o que contribui para a morte celular (247,251,252). Foi reportado
que o dleo essencial de alfazema conduz a oxidagdo da membrana externa da bactéria K.
pneumoniae provocando stresse oxidativo no microrganismo (246,253). O aumento da
permeabilidade da membrana pode, posteriormente, levar a perda do conteudo intracelular
como iGes de hidrogénio e ides de potassio, proteinas e o cromossoma bacteriano (246,254).
Foi observado que o éleo essencial da planta Origanum compactum provocou uma perda do
conteludo intracelular da bactéria B. subtilis devido ao aumento da permeabilidade da
membrana plasmatica e, subsequente, lise celular (254).

O ATP é uma fonte de energia encontrada em todos os organismos, como as bactérias,
sendo essencial para processos metabdlicos (246). A quantidade desta molécula energética
pode ser reduzida por certos 6leos essenciais, como é o caso do dleo de canela (Cinnamomum
sp.) e o seu componente, o 4cido cinamico que diminuiram o valor de ATP intracelular na
bactéria Mycobacterium avium subespécie paratuberculosis (246,255).

O sistema de QS é um mecanismo regulador da comuni¢ao na coldnia bacteriana, onde
as bactérias produzem e segregam moléculas sinalizadoras que possibilitam a no¢do acerca
da densidade bacteriana no ambiente circundante (247,256). A inibicao deste mecanismo
pode levar a consequéncias nas fungdes bioguimicas e fisioldgicas das bactérias como, por
exemplo, a formacdo de biofilme, secrecdo de enzimas extracelulares, producdo de
antibioticos e de fatores de viruléncia (247). Num estudo realizado por Wang et al. (256)
relativamente a atividade inibitéria do sistema de percecdo de quérum do éleo essencial da
planta Cinnamomum camphora, foi reportado que este 6leo essencial diminuiu significamente
a producdo de uma molécula regulada pelo sistema QS, a violaceina, pela bactéria C.
violaceum, com uma taxa de inibicdo maxima de 63% (256).
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6.4.1.2 Atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana dos 6éleos essenciais depende da sua composicdo quimica e
da concentracdo de cada componente (247,248). O efeito dos diferentes dleos e seus
componentes tem sido avaliado em diferentes bactérias patogénicas, quer Gram-positivas
como, Bacillus subtilis, S. aureus, L. monocytogenes quer bactérias Gram-negativas como, E.
coli, S. Typhimurium, P. aeruginosa e Camplyobacter spp (257-262). Foi reportado que a
atividade antimicrobiana do éleo esséncial da planta Thymus capitatus contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas foi eficaz contra todas as estirpes, com excecdo da bactéria P.
aeruginosa. A bactéria que demonstrou maior suscetibilidade foi Bacillus cereus com um halo
de inibicdo de 50 + 4,25 mm (263,264). O dleo essencial desta planta também demonstrou
atividade antibacteriana potente contra a bactéria E. coli (54 £ 0,51 mm), Proteus mirabilis (52
1 0,39 mm), K. pneumoniae (50 £ 0,56 mm) e S. aureus (42 + 0,54 mm), mas a bactéria P.
aeruginosa demonstrou baixa sensibilidade a este 6leo com um halo de inibicdo de 11 + 0,73
mm (263,265). Na Tabela 6.1 estdo sumarizados alguns resultados de estudos sobre a
avaliagdo da agdo antibacteriana de diferentes 6leos essenciais(266).

Tabela 6.1 — Atividade antibacteriana de alguns 6leos essenciais.

Planta/éleo

. Bactéria MIC Referéncia(s)
essencial
MRSA 580 pg/ml
Cuminum cyminum E. coli 290 pg/ml (267)
L. E. coli resistente a 290 ug/mil
ciprofloxacina
Origanum vulgare S. pneumoniae resistente as 1150-4600 (268)
L. fluoroquinolonas pg/mi
S. aureus 290 pg/ml (267)
MRSA 580 pg/ml
Enterococcus resistente a 580 pg/ml
vancomicina
E. coli resistente a 290 pg/ml
ciprofloxacina
Pimenta dioica A. baumanii 500 pg/ml
MRSA . 500 pg/ml (269)
P. aeruginosa 500 pg/ml
Rosmarinus A. baumanii 500 pg/ml
. (269)
officinalis L.
Thymus daenensis S. pneumoniae resistente as 587 — 2348 (268)
Celak. fluoroquinolonas pg/mil
E. camaldulensis S. aureus 0,1 ug/ml (270)
A. baumanii 0,1 ug/ml
E. coli 0,15 pg/ml
P. aeruginosa 0,2 ug/ml
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K. pneumoniae 0,05 pg/ml

Tem sido reportada a acdo de 6leos essenciais e dos seus componentes contra
biofilmes bacterianos (271-273). O efeito do dleo essencial da planta T. vulgaris foi estudado
contra a estirpe bacteriana MRSA isolada da cavidade oral de doentes com periodontite e
faringite (271). Neste estudo foi reportada uma reducdo de 53% do biofilme apds a
exposicdo ao 6leo essencial com uma concentragdo de 0,01% (v/v), enquanto, a
concentra¢do mais elevada (0,05%, v/v) provocou uma diminuicdo de 76% do biofilme (271).
Adicionalmente, o componente principal do éleo essencial de T. vulgaris, o timol,
demonstrou ndo s6 a capacidade de inibir a formagdo de biofilme, mas igualmente de
eliminar o biofilme maduro formado pela bactéria MRSA. O mecanismo descrito para esta
acdo do timol foi a sua capacidade de inibicdo da sintese de compostos importantes para o
biofilme, nomeadamente, o DNA extracelular e a adesina de polissacarideo intracelular
(272,274).

No estudo realizado por Rosca et al (275) foi analisado o efeito antibacteriano do éleo
essencial da planta Thymbra capitatae e do antibidético metronidazol em biofilme
polimicrobiano com 6 espécies bacterianas associadas a vaginose bacteriana em modelos in
vivo e ex vivo de tecido vaginal. O biofilme produzido inclui espécies bacterianas associadas a
vaginose bacteriana como, Gardnerella vaginalis ATCC 14018, Fannyhessea vaginae ATCC
BAA-55, Lactobacillus iners CCUG 28746, Mobiluncus curtisii ATCC 35241, Peptostreptococcus
anaerobius ATCC 27337, e Prevotella bivia ATCC 29303. Neste estudo foi reportado que 4 das
6 espécies bacterianas ndo apresentaram suscetibilidade ao antibiético, nomeadamente, as
bactérias G. vaginalis, F. vaginae, L. iners e M. curtisii, enquanto, o dleo essencial da planta T.
capitata demonstrou um elevado efeito antibacteriano com reducao significativa na biomassa
do biofilme. O efeito bacteriano exibido pelo éleo essencial foi variavel para as espécies
bacterianas presentes no biofilme, com um MIC de 0,63 pL.mL-1 e de 0,31 pL.mL-1 para as
bactérias P. anaerobius, G. vaginalis, L. iners e P. bivia, respetivamente, e um MIC de 0,16 a
0,31 pL.mL-1 para as bactérias F. vaginae e M. curtisii (275).

No estudo conduzido por Apoldnio et al (273) foi reportado que, quer o componente
eugenol quer o componente citral na concentracgdo subinibitéria (0,05 mg.mL-1) inibiram de
modo significativo a capacidade de aderéncia das estirpes de S. qureus ATCC 6538, MRSA 4 e
MRSA 12 e L. monocytogenes EGD, Scott A e C882, ao passo que o composto clorexidina ndo
inibiu qualquer uma das estirpes bacterianas.

Foi igualmente reportado no estudo de Apoldnio et al (273) que a exposicao das
estirpes de S. aureus, MRSA e L. monocytoges aos componentes eugenol e citral ndo induziu
o desenvolvimento de resisténcias, quer aos préprios componetes quer aos antibidticos
testados (canamicina, eritromicina, penicilina, cloranfenicol).

No seu conjunto estes resultados evidenciam o potencial de aplicacdo de dleos
essenciais no combate as infecoes bacterianas com a vantagem da auséncia de
desenvolvimento de resisténcias.
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6.4.1.3 Combinag¢do com antibidticos

A combinagdo de 6leos essenciais com antibidticos € uma abordagem inovadora no
combate contra as bactérias multirresistentes. A terapéutica combinada pode levar a trés
tipos de efeitos, como um efeito de sinergismo ou antagonismo ou ainda um efeito aditivo
(246,276). O efeito sinérgico é quando o efeito resultante da combinag¢do entre duas
substancias é superior a soma dos efeitos individuais, o que traz efeitos benéficos no combate
a resisténcia aos antibioticos (246,277). Deste modo, as interacdes sinérgicas podem levar a
um aumento da eficdcia ou a uma reducdo da dose efetiva e, consequentemente, resultar
numa reducdo da probabilidade de efeitos adversos. A combinacao sinérgica pode dificultar o
desenvolvimento da resisténcia adaptativa por parte das bactérias devido a acdo em multiplos
alvos (277). Diversos compostos dos Oleos essenciais demonstraram capacidade para
melhorar a eficacia e poténcia da acao dos antibidticos quando a sua utiliza¢cdo foi conjunta
(246,276,277).

Os 6leos essenciais e os antibidticos podem interagir sinergicamente através de diversos
mecanismos, como: i) acao simultanea em multiplos alvos ou vias; ii) efeito farmacocinético
ou farmacodinamico e; iii) inibicdo dos mecanismos de resisténcia aos antibidticos nas
bactérias (277).

As bactérias MRSA e E. coli produtoras de B-lactamases demonstraram um aumento da
sensibilidade aos antibidticos amoxicilina, ampicilina, cefalaxina e cefuroxima apds
combinacdo com o dleo essencial da planta Eucalyptus camaldulensis (278,279). Diversos
estudos demonstraram que certos 6leos essenciais exercem um efeito inibitdrio nas bombas
de efluxo responsaveis pela resisténcia aos antibidticos (280,281). A atividade do dleo
essencial da planta Chenopodium ambrosioides foi estudada contra a estirpe 1S-58 da bactéria
S. aureus que apresenta as bombas de efluxo TetK responsavel mecanismo de resisténcia ao
antibidtico tetraciclina (280). A utilizacdo de concentragdes subinibitérias (1/4 MIC) deste 6leo
ndao demonstrou atividade antibacteriana relevante, no entanto, a sua combinagdao com
agentes antibacterianos revelou efeito sinérgico (280). Deste modo, a sua administracao
concomitante com tetraciclina diminuiu em metade o MIC deste antibiético. O aumento do
efeito antibacteriano do farmaco pode ser atribuida a capacidade do éleo essencial em inibir
a bomba de efluxo (280,282). No estudo realizado por De Medeiros et al. (283) foi avaliado o
efeito do 6leo extraido da planta Croton growioides em associacdo com os antibidticos
tetraciclina e norfloxacina. Os antibidticos norfloxacina e tetraciclina quando administrados
individualmente apresentaram MICs de 64 ug/mL e de 32 ug/mL, respetivamente. No entanto,
na presenca do dOleo essencial, reportou-se que os MICs de tetraciclina e norfloxacina
diminuiram 64 (0,5 pg/mL) e 4 (16 pg/mL) vezes, respetivamente (283). O composto principal
do dleo, o a-pineno, atua como modulador da resisténcia a tetraciclina através da reducdo da
atividade da bomba de efluxo NorA até 32 vezes. Desta forma, o dleo essencial de C.
growioides e o seu componente principal sdo potenciais inibidores de bombas de efluxo em
bactérias e, possiveis modificadores da resisténcia bacteriana aos antibidticos (283).
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6.4.1.4 Limitagoes

A descoberta de extratos de plantas medicinais é limitada por diversos fatores
cientificos, econdmicos e sociais que implica uma maior andlise sobre o seu uso como
alternativa ou adjuvante da terapéutica antibacteriana (284).

Referente aos fatores socioecondmicos, a primeira dificuldade surge na obtengdo da
matéria-prima. Inicialmente é necessario realizar a identificagdo correta por peritos da area.
Estes profissionais também desempenham um papel importante na colheita, documentacao
e preparacdo da investigacdo de forma adequada, no entanto, estes especialistas sdo
escassos. O processo de extracdo, apesar de revelar um rendimento elevado, a concentracdo
em compostos ativos é reduzida, portanto, é necessdrio maior volume de matéria-prima.
Todavia, é necessdrio ter em atencdo que as plantas requerem um habitat especifico para o
seu crescimento e producdo de metabolitos, dificultando o escalonamento da colheita.
Adicionalmente, deve ser considerado o impacto da diminui¢dao na quantidade de plantas nas
cadeias alimentares e em outros seres vivos. Por Ultimo, o acesso as plantas medicinais pode
ser dificil, visto que, é necessdrio ter em conta fatores politicos para a sua colheita, como
regulamentos de importacao e exportacao e relagdes internacionais (284,285).

7

O principal fator cientifico a considerar é a qualidade da matéria-prima. Este
componente é influenciado pela época da colheita, a qualidade do solo, possibilidade de
contaminacdo ambiental, as partes das plantas utilizadas, tipo de armazenamento e o tipo de
processamento. Deste modo, a comparagado dos diferentes dados disponiveis na literatura
relativos a atividade antimicrobiana de extratos de plantas pode ser desafiante devido a
variacdo na composicdo dos extratos (284,285). A composicao também pode sofrer alteragées
consoante o clima local e as condi¢gdes como, por exemplo, o nivel de precipitacao e humidade
depende da localizacdo geografica e, deste modo, pode ocorrer alteragcdes na composicdo e
producdo de compostos ativos da mesma espécie de planta colhida em locais geograficos
distintos. Por outro lado, as altera¢des climaticas também se apresentam como um desafio
devido as variacGes das condicdes ambientais que contribuem para as variacdes na
composicdo até nos mesmos locais geograficos (284,285).

A transicdo de estudos in vitro para estudos in vivo e, posteriormente, para ensaios
clinicos em humanos também se apresenta como um grande desafio para o uso de extratos
de plantas como antibacterianos, visto que, os mecanismos de a¢dao ndo se encontram bem
definidos para certos compostos. Adicionalmente, a auséncia de informacao oficial acerca da
toxicidade dos extratos é preocupante devido aos possiveis efeitos adversos (284,285).

6.5 Estimulantes do sistema imunitario
6.5.1 Anticorpos monoclonais

Os anticorpos monoclonais (mAbs) sdo produtos biofarmacéuticos a base de
imunoglobulinas modificadas em laboratério, que se ligam a determinados alvos no
organismo, nomeadamente os antigénios presentes na superficie de células cancerigenas.
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Existe uma grande diversidade de anticorpos monoclonais e cada tipo de proteina é
desenvolvido para se ligar a um sé antigénio. Atualmente, este tipo de anticorpos sao
maioritariamente utilizados para o diagndstico e tratamento de diversas doengas, como, por
exemplo, certos tipos de cancro (286). O uso de anticorpos foi proposto como uma estratégia
para combater as infe¢cdes por bactérias multirresistentes (224,287).

Os principais mecanismos de acdao dos mAbs antibacterianos sdao baseados na
neutralizacdo de toxinas, inibicdo de fatores de viruléncia e na estimulacdo do sistema
imunitario do hospedeiro. Estas funcdes conseguem coordenar entre si e, desta forma, os
mAbs conseguem eliminar os agentes patogénicos através de diferentes modos de acdo (288),
nomeadamente a neutralizacdo de toxinas bacterianas, inibicdo de fatores de viruléncia e
influencia na atividade das proteinas envolvidas na adesdo, na evasdo ao sistema imunoldgico
e na biossintese bacteriana (288).

Os anticorpos contra as toxinas bacterianas conseguem bloquear a ligacdo das toxinas
aos recetores e, deste modo, previnem as alteragGes estruturais da toxina necessdrias para a
sua toxicidade e geram imunocomplexos que auxiliam na elimina¢dao destes compostos
toxicos (288). Por exemplo, o bezlotoxumab tem como alvo a toxina TcdB da bactéria C.
difficile e, este farmaco neutraliza a toxina ao ligar-se a dois locais distintos, a E1 e E2
(288,289). Atualmente, é utilizado na prevencdo de recorréncias de infecao por esta bactéria,
no entanto, ndo é eficaz no tratamento da infe¢do ativa (288-291). No caso do mAB,
Suvratoxumab (MEDI4893), este é capaz de neutralizar a toxina a-hemolisina da bactéria S.
aureus quando se liga aos seus recetores e inibe a formacdo de oligdmeros através do
impedimento estérico (288,290,292,293). Este tipo de anticorpos monoclonais sdo Uteis na
profilaxia ou como adjuvantes no tratamento com antibidticos, no entanto, a sua capacidade
no tratamento direto da infecdo na fase aguda é limitada (290).

Os anticorpos monoclonais também podem ter como alvo fatores de viruléncia
especificos presentes na superficie celular bacteriana, diminuindo a sua patogenicidade. O
mAb KB0OO1-A que inibe o sistema de transporte do tipo Il (T3SS) na superficie da bactéria P.
aeruginosa e, deste modo, impede a introducdo de toxinas no citoplasma da célula hospedeira
tendo como alvo a proteina PcrV (288,294,295).

Estes produtos biofarmacéuticos podem ter como alvo as proteinas da membrana
externa das bactérias Gram-negativas, nomeadamente, as proteinas envolvidas na adesdo, na
evasdo ao sistema imunoldgico e na biossintese bacteriana. Por exemplo, a proteina A da
bactéria S. aureus, em condi¢bes normais, dificulta a acdo do sistema imunitario ao se ligar a
regido Fc do anticorpo e previne a orientacao adequada e, adicionalmente, induz a producao
de imunoglobulinas menos eficientes por parte das células B. O anticorpo 514G3 impede que
o fator de viruléncia se ligue a imunoglobulina G3. Ensaios clinicos de fase 1 e 2 reportaram
uma reducgdo no periodo de hospitalizacdo de doentes com bacteriemia provocada por MRSA
(290,296).

Atualmente, existem trés anticorpos monoclonais antibacterianos autorizados para uso
clinico que neutralizam as exotoxinas produzidas por bactérias Gram-negativas (288).
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A bactéria Bacillus anthracis tem como principal fator de viruléncia o complexo da toxina
antrax, composto pelo fator letal (FL), fator de edema (FE) e pelo antigénio protetor (AP). O
FL catalisa a lise dos macréfagos através da clivagem da proteina quinase. O FE é uma ciclase
que inibe a fagocitose mediada pelos macréfagos e induz a disfuncdo dos neutréfilos e edema
local, enquanto, AP estimula a ligagdo de FL e FE ao recetor da toxina antrax na superficie das
células dos mamiferos e, consequentemente, exercem efeito citotdxico. Desta forma, o AP ao
ser neutralizado permite evitar os efeitos patogénicos da toxina (288). O raxibacumab é um
anticorpo monoclonal de imunoglobulina G1 humana que neutraliza AP e impede a entrada
de EF e LF para o interior das células e, deste modo, previne a citotoxicidade mediada pela
toxina (288).

O obiltoxaximab é um mAb de imunoglobulina G1 quimérico que neutraliza AP. Este
farmaco demonstrou um perfil de seguranca e de tolerabilidade favordveis apds
administracdo intravenosa e intramuscular (297). Adicionalmente, o obiltoxaximab
demonstrou alguns beneficios em comparacdo com a terapéutica com antibidticos e nao
afetou a funcdo imune normal. Globalmente, este mAb demonstrou vantagens terapéuticas
nas fases iniciais e tardias apds a inalagdao de antrax, onde promove a sobrevivéncia do doente,
inibe a disseminagdo bacteriana e diminui a toxemia (288,297).

A bactéria C. difficile produz as toxinas TcdA e TcdB que levam a disfuncdo da barreira
epitelial intestinal e causam a apoptose celular. A molécula de bezlotoxumab, através das suas
regioes Fab, liga-se aos dois epitopos de TcdB e bloqueia parcialmente a ligacdo da toxina a
célula hospedeira. Deste modo, este mAb pode prevenir através da neutralizacdo da toxina os
danos no epitélio intestinal e colite, facilitar a reconstituicdo da microbiota intestinal e reduzir
o risco das recidivas da infecdo por esta bactéria (288,298—-300). Este farmaco apresenta um
perfil favoravel de tolerabilidade e com baixa imunogenicidade, no entanto, os elevados
custos limitam a sua utilizacdo (288,301).

Atualmente, estdao em desenvolvimento uma diversidade de anticorpos monoclonais
antibacterianos, particularmente, contra as bactérias A. baumannii, P. aeruginosa e S. aureus
(288,302).

No tratamento da infecdo pela bactéria A. baumannii foi testada a aplicacdo do
anticorpo monoclonal 65 (MAb 65) que se liga a por¢do de hidrato de carbono na superficie
da bactéria, em combinacdo com o antibidtico colistina e individualmente (302). A
administracao concomitante do MAb 65 com a colistina demonstrou uma terapéutica eficaz,
sinérgica levando a protecdao completa contra a bacteriemia mortal por A. baumanii (302). A
administracdo de 100 mg de MAb 65 por via intravenosa demonstrou uma ac¢do protetora
contra a pneumonia por aspiracdo e demonstrou uma capacidade de eliminag¢do quase total
das bactérias nos pulmdes e sangue, 48 horas apés a infecdo (302). Foi ainda reportada que a
administracdo individual de MAb 65 conduziu a uma reducdo da carga bacteriana e preveniu
o inicio de septicemia, bem como teve uma acao protetora contra a pneumonia mortal
provocada pela bactéria A. baumannii (302).

A toxina a-hemolisina produzida pela bactéria S. aureus é um fator de viruléncia
importante que tem a capacidade de se ligar ao recetor das metaloproteases na superficie
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celular do hospedeiro (288). A interacdo entre estas moléculas pode levar a alteracbes na
conformacdo da proteina e polimerizagdo que leva a formagao de poros, seguida pela
degradacao da membrana plasmatica, lise celular e danos tecidulares (288). Esta toxina
contribui para a invasao bacteriana do sistema imune, medeia a lise subcelular e perturba as
tigh junctions entre as células endoteliais e as células epiteliais (288). O mAB Suvratoxumab
(MEDI4893) que se liga aos epitopos da toxina a-hemolisina bloqueia a sua associa¢do ao
recetor e impede a oligomerizacdo (288). Um estudo de fase 2 duplo-cego de MEDI4893
reportou a diminuicdo da incidéncia de pneumonia causada pela bactéria S. aureus e um perfil
de seguranca positivo em doentes em ventilagdo mecanica e colonizados por esta bactéria
(303).

A bactéria P. aeruginosa tem como um dos principais fatores de viruléncia a proteina de
transporte do sistema 3 (T3SS), que tem com func¢do injetar toxinas diretamente nas células
do hospedeiro. Por outro lado, este fator contribui para a citotoxicidade das células epiteliais,
macréfagos e neutroéfilos e, também, apresenta um papel importante na patogenicidade
desta bactéria, visto que, esta associado a caracteristicas de resisténcia aos antibidticos
(288,295,304). O fator T3SS apresenta na sua ligacao a proteina PcrV que é importante para o
transporte de exotoxinas para o interior das células do hospedeiro (288). Foi demonstrado
gue pequenas moléculas que se ligam a PcrV podem proteger os macrofagos das toxinas da
bactéria P. aeruginosa (288,294). Desta forma, a proteina PcrV pode ser um alvo terapéutico
para o tratamento de infe¢cdes causadas por esta bactéria. O anticorpo monoclonal KB0O1 é
um fragmento Fab que se liga e inibe a proteina PcrV. A administracdo de KBOO1 num modelo
de danos pulmonares devido a infecdo crénica e aguda pela bactéria P. aeruginosa levou a
uma diminuigdo na concentragao do marcador inflamatdrio interleucina-8 na expetoragao
(288,295).

Pelo exposto podemos inferir que os anticorpos monoclonais podem ter um papel
importante no tratamento de infecdes bacterianas resistentes aos antibidticos, quer em
terapéutica individual ou em combinacdo com outros farmacos, contudo é necessario a
conducdo de um maior numero de estudos mais aprofundados acerca dos mecanismos
patogénicos das bactérias para o desenvolvimento de mAbs adequados (288).
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7. Conclusao

Os antibioticos sdo agentes terapéuticos de grande importancia e utilidade na saude
publica, permitindo tratar infecGes bacterianas e controlar a sua disseminacao. No entanto, a
resisténcia aos antibidticos € uma das maiores ameacas a saude global e em constante
crescimento, visto que, existem cada vez mais espécies bacterianas a desenvolverem
mecanismos de resisténcia, até mesmo para agentes antibacterianos de ultima linha.De
acordo com o exposta na presente revisdo bibliografica e noutras revisdes, a resisténcia aos
antibioticos é um fendmeno complexo, que pode ter diversas causas e pode ser influenciado
por multiplos fatores, nomeadamente, a transferéncia horizontal de genes e mutagdes
genéticas nas bactérias. Este fendmeno de resisténcia apresenta consequéncias e graves
problemas para a realizacdo de determinados procedimentos médicos, para a manutencao
saudavel da microbiota intestinal humana e para o funcionamento apropriado das
mitocOndrias. Foi ainda observado o impacto do uso inadequado destes farmacos nas areas
da pecudria, aquacultura e no meio ambiente. Esta realidade faz com seja necessario a
implementacdo de medidas para reduzir o impacto da resisténcia aos antibiéticos, evitar a sua
disseminacdo, sensibilizar a comunidade para a problematica do uso inadequado dos
antibidticos e as suas consequéncias e, igualmente, desenvolver possiveis alternativas ou
adjuvantes a terapéutica com antibioticos.

A implementacdo de estratégias e métodos para impedir a disseminagdo da resisténcia
aos antibidticos é também uma vertente importante para se considerar. Verificou-se a
importancia das estratégias para mitigar o impacto dos antibidticos no meio ambiente, como
a introducdo de técnicas de eliminacdo destes farmacos nos sistemas de tratamento de
efluentes, nomeadamente, o tratamento por zonas himidas, tratamento por processos de
oxidacdo avancados e tratamento por microalgas.

E fundamental salientar a necessidade de cooperacdo entre os diferentes membros da
sociedade e a implementacao de boas praticas de utilizagao de antibidticos, para colmatar os
riscos associados as bactérias resistentes. Os profissionais de saude, como os médicos e
farmacéuticos, devem ter um papel ativo na execugdo de programas de Antimicrobial
Stewardship, em conjunto com os veterinarios, produtores pecudrios e a comunidade em
geral.

Por fim, é necessdrio explorar e colocar em pratica as possiveis alternativas aos
antibidticos. Foi analisada a existéncia de diversas op¢des para substituir ou complementar a
terapéutica antibacteriana, nomeadamente, a utilizacdo de probidticos e prebidticos para
salvaguardar a microbiota intestinal humana, a utilizacdo de bacteriocinas, vacinas, extratos
de plantas e anticorpos monoclonais. Estas estratégias e potencial acdo sdo fundamentais
para evitar o desenvolvimento das resisténcias aos antibidticos e assegurar a eficacia dos
antibidticos existentes.
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