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Resumo

A presente dissertacdo pretende realcar a importancia das cefalosporinas e carbapenemos
no combate a infecBes causadas por bactérias Gram-negativas, fazendo uma abordagem
dos mecanismos de acao e das estratégias de otimizacdo das moléculas, bem como da sua
utilizacdo terapéutica e espetro de atividade. S&o também abordados os diferentes
mecanismos de desenvolvimento de resisténcia por parte de bactérias Gram-negativas

face as pB-lactamas.

A descoberta da cefalosporina C em 1940 e o posterior isolamento do seu nucleo ativo
(&4cido 7-aminocefalosporanico ou 7-ACA) foi 0 ponto de partida para o desenvolvimento
de anéalogos semissintéticos com atividade antibacteriana superior. Surgiram entdo as
cefalosporinas de primeira, segunda, terceira, quarta e quinta geracéo, apresentando maior

eficacia contra bactérias Gram-negativas e estabilidade acrescida face as B-lactamases.

Os carbapenemos foram desenvolvidos a partir da tienamicina, isolada a partir de S.
cattleya em 1976. Estes apresentam um espetro de acdo bastante alargado. S&o ativos
contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e possuem também uma elevada
resisténcia face as B-lactamases, sendo considerados como a ultima linha na terapéutica

de infecOes graves e causadas por bactérias multirresistentes.

E de grande importancia o estudo dos mecanismos que geram resisténcia em cada uma
das espécies bacterianas de modo a compreender de que forma podemos intervir para
retardar o desenvolvimento de resisténcias, bem como quais as estratégias a utilizar no

futuro de modo a prevenir as resisténcias bacterianas.

Nas ultimas décadas, emergiu sobretudo o desenvolvimento de resisténcia por parte de
bactérias Gram-negativas face a cefalosporinas e carbapenemos. Assim, urge o estudo
dos processos que conduzem a resisténcias bacterianas de modo a encontrar caminhos

gue permitam contrariar o seu desenvolvimento e disponibilizar novas terapéuticas.

Palavras-chave: Antibidticos, Bactérias, Carbapenemos, Cefalosporinas, Resisténcias.



Abstract

The present dissertation highlights the relevance of cephalosporins and carbapenems as
tools for the treatment of infections caused by Gram-negative microorganisms
approaching the mechanisms of action and spectrum of activity as well as the strategies
available for drug optimization. In addition, we highlight the different mechanisms of

development of resistance by Gram-negative bacteria to B-lactam antibiotics.

The discovery of cephalosporin in 1940 and subsequent isolation of its active nucleus (7-
aminocephalosporanic acid) was the starting point for the development of semisynthetic
analogs with superior antibacterial activity. Then appeared the first, second, third, fourth
and fifth generation cephalosporins showing a more pronounced action against Gram-
negative bacteria and increased stability to B-lactamases.

Carbapenems were developed from thienamycin isolated from S. cattleya in 1976. These
exhibit a broader spectrum of action against Gram-positive and Gram-negative bacteria
and also have a good resistance to [3-lactamases, being used to treat serious infections and

infections caused by multiresistant bacteria.

The study of the mechanisms that lead to resistance in each species is very important in
order to understand how can we act to inhibit the processes that lead to bacterial resistance

and to develop strategies to circumvent the consequences of the bacterial resistance.

In the last decades, the resistance of Gram-negative bacteria to cephalosporins and
carbapenems has been highlighted. Thus, we have to study and optimize those drugs in
order to perceive the way that allows to counteract the development of bacterial

resistance.

Keywords: Antibiotics, Bacteria, Carbapenems, Cephalosporins, Resistance.
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1. Introducao
As doencas infeciosas sdo responsaveis pela morte de cerca de 14,9 milhdes de pessoas,
por ano, em todo o mundo, sendo as pneumonias e as infe¢Ges relacionadas com o trato
respiratorio inferior responsaveis por mais de 3 milhdes de mortes.*
O desenvolvimento de resisténcias por parte dos microrganismos bem como o decréscimo
na sintese e desenvolvimento de novas classes de agentes antimicrobianos tém
contribuido para a dificuldade de tratamento de infe¢cGes causadas por VArios grupos
bacterianos.?
O surgimento de bactérias resistentes a antibidticos representa um problema para a saude
publica que acarreta elevados custos socioecondmicos resultantes do aumento da
mortalidade, da morbilidade e da utilizagdo de cuidados de satde.?
As previsdes a nivel internacional indicam que se nao forem tomadas medidas no sentido
de travar o desenvolvimento das resisténcias microbianas, morrerdo na década de 2050,
cerca de 390 000 pessoas por ano, na Europa e 10 milhdes de pessoas por ano, em todo o
mundo, devido as resisténcias aos farmacos antimicrobianos.*
As cefalosporinas e os carbapenemos sdo atualmente os antibioticos mais eficazes que
estdo disponiveis para o tratamento de infe¢des causadas por bactérias multirresistentes e
sdo também a Ultima linha de tratamento para infecdes mais complicadas.®
As resisténcias bacterianas as cefalosporinas e carbapenemos sdo atualmente
consideradas pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS) como um grave problema de
salde publica pois algumas bactérias que anteriormente eram suscetiveis a estes
antibioticos, nos dias de hoje deixaram de o ser.5’
Neste ambito, a OMS publicou em 2017 uma lista da qual fazem parte as bactérias para
as quais é prioritaria a investigacdo. Os especialistas envolvidos agruparam os agentes
patogénicos considerados de acordo com a sua espécie e o tipo de resisténcia
desenvolvido, classificando os resultados obtidos em trés niveis de prioridade: critica,
elevada e media. Segundo esta classificacdo, as bactérias que se encontram no grupo de
prioridade critica sd@o Acinetobacter baumannii (resistente a carbapenemos),
Pseudomonas aeruginosa (resistente a carbapenemos) e pertencendo a familia
Enterobacteriaceae, as espécies Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Enterobacter
spp., Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp, e Morganella spp. (resistentes a
carbapenemos e a cefaloesporinas de terceira geracéo).’



O presente trabalho focar-se-a essencialmente nas referidas classes de farmacos
antibacterianos, cefalosporinas e carbapenemos, devido a sua relevancia clinica e ao
elevado risco de desenvolvimento de resisténcias por parte das bactérias anteriormente
mencionadas.’

Apbs a descoberta da cefalosporina C na década de 40, verificou-se que esta apresentava
um espetro de atividade superior ao da penicilina G, sendo ativa contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas. Posteriormente, a obtencdo do &cido 7-aminocefalosporanico
(7-ACA), cuja estrutura quimica se encontra representada na Figura 1.1., tornou possivel
o0 desenvolvimento de um grande nimero de derivados semissintéticos, uma vez que seria
possivel a preparacdo de derivados da molécula com diversidade estrutural nas posi¢es
Cs e Cy, sendo assim mais facil a otimizacéo da atividade antibacteriana.®

H
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Figura 1.1. Representacdo da estrutura quimica do &cido 7-aminocefalosporanico (7-
ACA).

Os carbapenemos descobertos na década de 70, constituem a classe de antibidticos com
maior espetro de atividade de entre todos os antibidticos p-lactamicos e apresentam uma
boa estabilidade face as f-lactamases. Sdo apenas utilizados no tratamento de infegdes
mais complicadas, sendo considerados como a ultima linha na terapéutica de infecdes, de
modo a preservar a sua a¢do antibacteriana contra as bactérias multirresistentes. Ao longo
das ultimas décadas foram introduzidas inimeras alteragdes estruturais nas cefalosporinas
e carbapenemos de modo a otimizar a sua farmacodinamica e a relagdo com o seu alvo
terapéutico.>89

A crescente eliminacdo de estirpes suscetiveis aos antibidticos e a consequente sele¢ao
natural das estirpes resistentes sdo processos biologicos de adaptagdo, utilizados por
diversos microrganismos, incluindo as bactérias.?

De modo a evitar a emergente situacdo do desenvolvimento de resisténcias e a quebrar
todo este ciclo vicioso, é premente a promog¢do do uso prudente e racional dos

antibioticos, bem como o controlo da infecéo, sobretudo prevenindo-a, de modo a evitar

2



0 recurso a terapéutica antibidtica. Para que tal seja possivel, sera necessario garantir o
correto funcionamento dos servigos de salde, boas praticas profissionais, bem como a
educacio de cada cidadao para que se torne parte integrante do processo.?

Os profissionais de saude, incluindo o farmacéutico, possuem também um papel de
extrema relevancia na prevencao da resisténcia a farmacos antimicrobianos, intervindo
na promocgdo da saude, na prevencdo e controlo da infecdo, evitando a incorreta ou
desnecesséria utilizacdo de antibidticos, assegurando o cumprimento da prescri¢ao (dose
e duracdo do tratamento) e encaminhando para outros profissionais de salde, caso seja
necessario. O farmacéutico deve ainda garantir a implementacao de medidas preventivas
e de higiene em hospitais e colaborar com outros profissionais de saide de modo a
minimizar a transmissdo de infecBGes, a utilizacdo desnecessaria de terapéutica

antibacteriana e o consequente surgimento de resisténcias.*°



2. Metodologia
Para a realizacdo da presente dissertacdo realizou-se uma pesquisa bibliografica e uma
revisdo sistemética de diversas fontes acerca da descoberta, mecanismo de ac&o,
otimizag&o e utilizacdo dos antibioticos bem como do desenvolvimento de resisténcias
por parte das bactérias Gram-negativas mencionadas. A recolha de informacéo foi
realizada através da consulta de diferentes bases de dados online como por exemplo b-
on, NCBI-PubMed, RCAAP, entre outras. Os termos em inglés utilizados na pesquisa
online foram: “antibiotics”, “B-lactam antibiotics”, “cephalosporins”, “carbapenems”,
“antibiotic resistance”, entre outros. A pesquisa estendeu-se ainda a livros na area da
farmacologia e microbiologia. Para representacdo das estruturas quimicas das moléculas

estudadas foi utilizado o programa informatico “ChemDraw”, versao 12.0.2.



3. A Célula Bacteriana
A descoberta das bactérias ocorreu por volta de 1670 apds a invencdo do microscopio por
Leeuwenhoek. Os trabalhos experimentais de Pasteur vieram também demonstrar que
determinadas estirpes de bactérias eram cruciais para a fermentagéo e que as bactérias se
encontravam mais disseminadas do que inicialmente se pensava. Um dos primeiros
defensores de que as doencas seriam causadas por microrganismos foi Joseph Lister, um
cirurgido britanico que introduziu o acido carbolico como agente antisséptico em

cirurgias, o que aumentou bastante a taxa de sobrevivéncia pds cirdrgica.®

Durante a segunda metade do século XIX, cientistas como Koch passaram entdo a ser
capazes de identificar os microrganismos que provocavam determinada doenca. Foram
também estudados métodos de vacinagdo e realizados estudos com o intuito de
desenvolver agentes antimicrobianos. No entanto, aquele que ficou conhecido como o pai
da quimioterapia (utilizacdo de substancias quimicas para combater os microrganismos

causadores da doenca) foi Paul Ehrlich.®

As bactérias sdo seres vivos de estrutura relativamente simples. S&o organismos
procariotas unicelulares, sem membrana nuclear, mitocondria, complexo de Golgi ou
reticulo endoplasmatico. Reproduzem-se de forma assexuada apresentando geralmente
dimensdes compreendidas entre 1 e 20 um, mas podendo atingir cerca de 60um no caso
das cianobactérias. Estes microrganismos podem apresentar forma esférica, espiralada ou
forma de bastonete e podem apresentar-se como células isoladas ou em diferentes
agrupamentos. A parede celular bacteriana apresenta uma estrutura € composicdo
complexa, a qual é utilizada para a sua classificacdo, uma vez que de acordo com 0s seus
elementos estruturais reage positiva ou negativamente a coloracdo de Gram. Deste modo,

as bactérias sdo classificadas como Gram positivas ou Gram negativas.*!

A estrutura da parede celular das bactérias Gram-positivas, representada na Figura 3.1.
tem uma espessura compreendida entre 15 e 50 nm e é composta por 50% de
peptidoglicano, entre 40-45% de acidos teicoicos (que conferem alguma polaridade e
carga negativa a superficie celular da bactéria) e 5-10 % de proteinas e polissacaridos. O
fato de a superficie celular apresentar um caracter fortemente polar influencia a
penetracdo de moléculas ionizadas e favorece a entrada na célula de compostos com carga
positiva. As bactérias Gram-positivas apresentam uma estrutura menos complexa que as

bactérias Gram-negativas (Figura 3.2.).12



Peptidoglicano = Acido lipoteicoico

Acido teicoico Parede celular

Membrana
citoplasmatica

Proteinas estruturais e enzimaticas

Figura 3.1. Representacdo da estrutura da parede celular de bactérias Gram-positivas.
Adaptado de Murray P, Rosenthal K, Pfaller M.

As bactérias Gram-negativas apresentam uma estrutura mais complexa, contendo um
espaco periplasmatico entre as membranas externa e citoplasmatica, uma camada de
peptidoglicano mais fina com cerca de 2nm de espessura e uma membrana externa, que
consiste numa bicamada lipidica contendo proteinas e na sua face interior contém também
lipoproteinas ligadas a camada de peptiglicano. Existem ainda proteinas
transmembranares, chamadas de porinas, que formam canais de natureza hidrofilica
através da membrana externa.’> A estrutura da parede celular das bactérias Gram-

negativas encontra-se representada na Figura 3.2.

Membrana
externa

Espaco
periplasmatico J A Ll 8
— L a—
_ Membrana | | vOORRBRDOEADA0N \
citoplasmatica ) DODOOD %y DO O

Proteina Transportadora Lipoproteina
de Nutrientes Proteina
integral  Peptidoglicano

Figura 3.2. Representagdo da estrutura da parede celular de bactérias Gram-negativas.
Adaptado de Murray P, Rosenthal K, Pfaller M.



A parede celular das bactérias Gram-negativas é estratificada e a sua membrana externa
ird funcionar como barreira a entrada dos antibidticos na célula bacteriana, podendo ser
este um mecanismo de resisténcia bacteriana aos antibidticos. Os farmacos
antibacterianos terdo entdo que permear a membrana externa da bactéria por difusdo
através dos canais de porina existentes a sua superficie e terdo ainda que resistir a presenca
de enzimas que degradam os antibioticos (B-lactamases) e que se encontram presentes no

periplasma da célula bacteriana.?

No corpo humano habitam naturalmente milhares de diferentes espécies bacterianas,
algumas das quais vivendo de forma permanente no organismo humano. Existem também
bactérias no ambiente que nos rodeia, incluindo no ar que respiramos, na gua e nos
alimentos que ingerimos embora grande parte destas bactérias ndo apresentem, em
condi¢des normais, risco de doenca para 0 Homem. No entanto, existem determinadas
bactérias, que poderdo ameacar a salde humana, quer devido ao efeito toxico dos
metabolitos que produzem (toxinas), quer pela sua presenca em tecidos ou 6rgéos que sao
normalmente estéreis, sendo necessario recorrer a utilizacdo de farmacos

antibacterianos.?

4. Farmacos Antibacterianos

Existem diferentes tipos de agentes antimicrobianos, podendo os mesmos atuar sobre
bactérias (farmacos antibacterianos ou antibidticos), virus (farmacos antivirais) ou
parasitas (farmacos antiparasitarios). No entanto, ao longo deste trabalho iremos focar-
nos apenas nos farmacos antibacterianos ou antibidticos. De referir contudo que alguns

agentes antibioticos apresentam também atividade antiparasitaria.t®

A palavra “antibiético” tem origem nas palavras gregas, anti (“contra”) e bios (“vida”), o
que significa que os antibioticos sdo substincias que atuam “contra a vida” dos
organismos que combatem. S&o geralmente moléculas com baixo peso molecular que
atuam seletivamente contra agentes bacterianos.'® Anteriormente a descoberta dos
antibioticos, milhares de pessoas morriam devido a infegBes causadas por bactérias tais

como pneumonias ou infecdes pos cirtrgicas.*

As substancias antimicrobianas que tém como alvo proteinas microbianas podem ser
consideradas como ligandos se atuam através de interagdes ndo covalentes com o seu
alvo, geralmente em processos reversiveis, mas podem também reagir com grupos

funcionais das proteinas alvo, inibindo-as irreversivelmente.'®



As proteinas alvo nos agentes patogenicos sdo geralmente componentes essenciais de
reagbes bioquimicas nos microrganismos e a interferéncia com estes processos
fisioldgicos resulta geralmente na sua destruicdo. Caso o0 agente antibacteriano em causa
tenha como alvo terapéutico uma proteina que nao é expressa por outras bactérias, entdo
o farmaco apresentara seletividade apenas para o tipo de bactérias que expressa a referida

proteina.t®

Os processos bioquimicos vulgarmente inibidos incluem a sintese da parede celular
bacteriana, a sintese da membrana celular e da subunidade ribossomal 30S e 50S, o
metabolismo dos &cidos nucleicos, as fungdes das topoisomerases e a sintese de folatos
pelas bactérias.®®

Existem distintas classes de substancias antibacterianas utilizadas na terapéutica. Ao
longo do altimo século foram estudadas e desenvolvidas novas substancias quimicas de
origem natural e sintética que apresentam acao antibidtica. A abordagem aos antibidticos
baseados na sintese quimica levou a descoberta de trés classes moleculares distintas: as
sulfonamidas (que atuam através do bloqueio de uma enzima chave na sintese de acido
félico, que por sua vez é necessario para a biossintese de DNA (do inglés
Deoxyribonucleic acid ou Acido desoxirribonucleico), por parte da bactéria); as
fluoroquinolonas (que atuam bloqueando a replicacdo do DNA bacteriano) e as
oxazolidinonas (funcionando como potentes bloqueadores da sintese proteica na

bactéria).161718

Para além dos antibioticos que tém origem na sintese quimica, podem encontrar-se
também antibidticos na natureza, sendo geralmente produzidos por fungos ou bactérias
de modo a combater outros microrganismos que se apresentem como uma ameaca. A
mais conhecida classe de antibioticos de origem natural sao os antibidticos p-lactamicos
(incluindo penicilinas, cefalosporinas, carbapenemos e monobactamas) mas para além
destes existem ainda os aminoglicosideos, macrolidos, tetraciclinas, glicopéptidos,

lipopéptidos e policetidos.*3

Os diferentes farmacos antibacterianos sdo capazes de distinguir entre a célula bacteriana
e a célula eucariota (humana) e cada grupo de antibidticos possui um diferente alvo na

célula bacteriana exercendo uma atividade bactericida ou bacteriostatica (Figura 4.1.).2

Alguns antibioticos agem através da destabilizagdo da parede celular (como por exemplo

os antibidticos B-lactamicos ou os glicopéptidos), outros atuam através da interferéncia
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na sintese proteica (macrolidos, cloranfenicol, tetraciclinas, linezolida e
aminoglicosideos), outros ainda através da danificacdo dos é&cidos nucleicos
(fluorogquinolonas e a rifampicina), inibindo determinadas vias metabdlicas essenciais
para a sobrevivéncia das bactérias (sulfonamidas) ou ainda através da destruicdo da

membrana celular (polimixinas).®

Bacitracina
FORESTTET Vancomicina/ Teicoplanina
Polimixin
onmanas Parede Celular ———— Antibi6ticos Beta-Lactamicos
Tirotricina Celular
Gramicidina
Daptomicina
A Rifampicina
,@\ Metronidazol
P Quinolonas
8)
DNA RNAm
Sintese Proteica:
Rxbossomq_‘
— Aminoglicosideos

Tetraciclinas
Cloranfenicol
Macrélidos
Lincosamidas
Estreptograminas
Acido Fusidico

intese de Acido Félico

2 z o § Aminoacido
Sulfinamidas - é
Trimetoprim

Figura 4.1. Representacdo dos alvos de a¢do das principais classes de farmacos
antibacterianos.

Em 1910, Paul Ehrlich desenvolveu o primeiro farmaco antimicrobiano totalmente
sintético, o salvarsan, cuja estrutura quimica se encontra representada na Figura 4.2.
Verificou-se que este apresentava atividade contra o protozodrio que provocava a doenca
do sono ou tripanossomiase (Trypanosoma brucei) e também contra a bactéria que
causava a sifilis (Treponema pallidum). O salvarsan foi utilizado nos anos que se
seguiram tendo sido substituido apenas em 1945, pela penicilina.’

NH,

HoN
2 HCI

As OH
OH As

Figura 4.2. Representacdo da estrutura quimica do hidrocloreto de salvarsan.



Em 1934 foi introduzida a proflavina, cuja estrutura quimica se encontra representada na
Figura 4.3. A proflavina foi utilizada durante a segunda guerra mundial no tratamento de
infecOes bacterianas em feridas superficiais mas a sua elevada toxicidade impedia o seu

uso sistemico tornando-se urgente a descoberta/desenvolvimento de novos agentes

X
/
HoN N NH,

Figura 4.3. Representacdo da estrutura quimica da proflavina.

antibacterianos.®

O inicio da era dos farmacos antibacterianos foi marcado pela descoberta, em 1935, das
propriedades bacteriostaticas in vivo de um corante conhecido, o prontosil. Foi
esclarecido que o composto, um pré-farmaco, sofre uma redugdo metabdlica, originando
assim o farmaco ativo, a sulfanilamida, que compete com o PABA (do inglés, para-
aminobenzoic acid ou acido para-aminobenzdico), um metabolito necessario para a
biossintese do DNA bacteriano.'®?° Na Figura 4.4. encontra-se representada a conversao,

por agdo metabdlica, do prontosil (pré-farmaco) a sulfanilamida (farmaco ativo).®

0 Metabolismo
/ r
//N S=—0 E— H,oN S\=O
HZNQN \NH2 NH,
NH,

Prontosil Sulfanilamida

Figura 4.4. Representacdo da conversdo do prontosil em sulfanilamida.

Existem diferentes classes de antibidticos p-lactdmicos, como as penicilinas, as
cefalosporinas, os carbapenemos e as monobactamas. Todos 0s antibidticos 3-lactdmicos

interferem com a sintese de peptidoglicano da parede celular das bactérias.?
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4.1. Penicilinas

Ao estudar colonias de Staphylococcus, Fleming verificou que estas, quando rodeadas
por colonias de outro tipo de microrganismos, se tornavam incolores, o que indicava que
teriam sofrido lise. Apds realizacdo de novas culturas, verificou que a substancia
produzida no meio de cultura apresentava propriedades bactericidas relativamente ao

género Staphylococcus.?*

A penicilina G foi descoberta acidentalmente por Alexander Fleming em 1928. No
entanto, esta ndo pdde ser utilizada de imediato na terapéutica antibacteriana, uma vez
que apresentava mdaltiplos inconvenientes, como baixo rendimento, instabilidade e
dificuldades relacionadas com o processo de purificacdo. Seguiram-se intensos estudos e
desenvolvimentos no processo de producdo da penicilina, levando a sua producgdo e

distribuicdo em grande escala a partir de 1945.2122
4.1.1. Estrutura quimica e otimizacao das penicilinas

A estrutura quimica genérica das penicilinas encontra-se representada na Figura 4.5. e
consiste num anel tiazolidina (anel de cinco membros) ligado a um anel B-lactamico (anel
de quatro membros), o qual se liga a uma cadeia lateral variavel. Esta estrutura quimica
caracteristica confere atividade bioldgica as penicilinas e qualquer alteragdo na mesma,
leva a uma diminuicdo do efeito antibacteriano. A cadeia lateral presente em cada
penicilina determina o seu espetro de acdo antibacteriano bem como as suas propriedades
farmacoldgicas. A alteracdo da cadeia lateral na estrutura basica da penicilina permite a

producio de diferentes tipos de penicilinas.’®

Acido 6-aminopenicilanico (6-APA)

- A

R
H H
N, &2
/ \5\ :—'/ S Me
Cadeia Lateral (o) \>LMe
0 B \
l $C Anel Tiazolidina

O,H

Anel beta-lactamico

Figura 4.5. Representacdo da estrutura quimica genérica de uma penicilina.
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A benzilpenicilina ou penicilina G é a Unica penicilina natural utilizada na pratica
clinica.®® Com a posterior descoberta de que a partir de culturas de Penicillium
chrysogenum seria possivel isolar o &cido 6-aminopenicilanico (6-APA), (cuja estrutura
quimica se encontra representada na Figura 4.6.), iniciou-se o desenvolvimento de
penicilinas semissintéticas. A partir desse momento passou a ser possivel a alteracdo das
cadeias laterais e consequente modelacdo da atividade antibacteriana e propriedades

farmacoldgicas das penicilinas.®

S Me

\_:
JL-

Figura 4.6. Representagdo da estrutura quimica do &cido 6-aminopenicilanico (6-APA).

4.1.2. Mecanismo de acéo, utilizacao terapéutica e espetro de atividade das

penicilinas

As penicilinas inibem a formacédo da parede celular nas bactérias através da sua ligacao
covalente as enzimas transpeptidases, também designadas por proteinas de ligacdo a
penicilina ou em inglés, Penicillin Binding Proteins (PBPs). Estas enzimas estdo
envolvidas na fase final da ligacdo cruzada (“cross-linking” ou reticulagdo) das pontes
peptidicas entre os componentes de peptidoglicano, N-acetil-glucosamina (NAG) e acido
N-acetil-muramico (NAM), durante o crescimento bacteriano (Figura 4.7.). Este modo
de acdo explica o fato de esta classe de antibidticos so atuar em células bacterianas em
crescimento. Sabe-se que cada espécie bacteriana tem um conjunto especifico de entre

trés a oito PBPs.®

A ligagdo do antibidtico as transpeptidases ocorre devido a semelhanca estrutural entre
os antibioticos [B-lactdmicos e o dipéptido terminal D-Ala-D-Ala da cadeia de
peptidoglicano em formacgdo.® Esta semelhanca estrutural faz com que a enzima
transpeptidase seja entdo acilada pelas penicilinas, o que afeta a sua atividade e
impossibilita a sintese da parede celular bacteriana, tal como se verifica através da analise
da Figura 4.8.2
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Figura 4.8. Representacdo da inibicdo da enzima transpeptidase pelas penicilinas.
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A penicilina G (benzilpenicilina) (Figura 4.9.) e a sua congénere, penicilina V
(fenoximetilpenicilina) (Figura 4.9.), foram as primeiras penicilinas com utilizagédo
clinica.’? A penicilina V possui mais um atomo de oxigénio na cadeia lateral acilo, o que
Ihe confere alguma eletronegatividade quando comparada a penicilina G. Deste modo,
reduz-se a densidade eletronica no grupo carbonilo, tornando-o menos suscetivel a
hidrdlise &cida. Assim, a penicilina V possui uma maior estabilidade face aos acidos do
que a penicilina G, o que permite a sua administracdo por via oral.® A penicilina G é
utilizada no tratamento de meningites bacterianas causadas por N. meningitidis e S.
pneumoniae e infecdes da pele e tecidos moles provocadas por S. pyogenes ou S. aureus.

A penicilina V aplica-se em casos de faringites provocadas por S. pyogenes.!2

Existem outros analogos da penicilina que apresentam grupos substituintes eletrdo-
atratores no carbono o da cadeia lateral e que demonstram resisténcia a hidrélise acida,
como é o caso da flucloxacilina (Figura 4.9.), ampicilina (Figura 4.9.) e amoxicilina
(Figura 4.9.).2

De forma a contornar a destrui¢do das penicilinas pelas B-lactamases, introduziu-se um
grupo substituinte volumoso na cadeia lateral das penicilinas, bloqueando assim o acesso
da penicilina ao local ativo da B-lactamase. No entanto, o grupo substituinte ndo deve ser

demasiado volumoso para que permita a reacdo da penicilina com a transpeptidase.*?

No caso da flucloxacilina, a incorporacdo do anel isoxazolilo na cadeia lateral da
penicilina conduz a compostos que podem ser administrados por via oral e que sao
estaveis face as p-lactamases. O anel isoxazolilo funciona como um grupo volumoso,
impedindo a degradacao da molécula pelas B-lactamases e como um grupo eletrdo-atrator,
conferindo estabilidade a molécula face aos acidos.® A flucloxacilina é utilizada na
terapéutica de infecdes dos 0ssos e articulacdes provocadas por S. aureus e em infecdes

da pele e tecidos moles provocadas por S.pyogenes ou S. aureus.*?

Outro aspeto importante no desenvolvimento e otimizagéo das penicilinas € o seu espetro
de atividade antibacteriana. O espetro de atividade de cada penicilina depende da sua
estrutura quimica, da sua capacidade para permear a membrana celular de bactérias Gram-
negativas, da sua suscetibilidade face as p-lactamases, da sua afinidade especifica pela
enzima transpeptidase e da taxa a qual & bombeada para o exterior das ceélulas

bacterianas.®
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Assim, as penicilinas que apresentam atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas sdo chamadas de penicilinas de largo espetro de acéo e possuem geralmente na
sua estrutura quimica um grupo a-hidrofilico que permite a sua passagem através dos
canais de porina presentes nas membranas externas das bactérias Gram-negativas. S&o
exemplos de penicilinas de largo espetro de acdo a ampicilina e a amoxicilina que
apresentam uma estrutura quimica muito semelhante, sendo resistentes & hidrolise acida
devido a presenca do grupo amina, eletrdo-atrator. No entanto, a ampicilina e a
amoxicilina, ndo possuem grupos substituintes suficientemente volumosos para impedir
a sua destrui¢ao pelas B-lactamases bacterianas. De modo a contornar este facto, sdo
frequentemente administradas em associagdo com um inibidor das -lactamases, o que
impede a sua destruigdo.® A ampicilina e a amoxicilina sdo utilizadas no tratamento de
infecBes das vias respiratdrias superiores provocadas por S. pyogenes, S. pneumoniae e
H. influenzae, infecbes do trato urindrio causadas por bactérias da familia
Enterobacteriaceae, nomeadamente E. coli, e meningites bacterianas causadas por S.

pneumoniae e N. meningitidis.*®

A piperacilina (Figura 4.9.) pertence a mais recente classe de penicilinas de largo espetro
de acdo (ureidopenicilinas ou penicilinas de espetro expandido) e possui na sua estrutura
quimica o grupo funcional ureia na posi¢do a que lhe confere uma atividade semelhante
a ampicilina face a bactérias Gram-positivas e uma boa atividade face a espécies
anaerdbias e a P. aeruginosa. Requer administracdo por via parentérica, uma vez que €
sensivel a hidrélise &cida e é habitualmente administrada em conjunto com um inibidor
das B-lactamases (tazobactam), de modo a evitar a sua degradacdo pelas mesmas.® A
piperacilina é utilizada na terapéutica de infecbes complicadas causadas por P.

aeruginosa, algumas estirpes de Proteus e espécies da familia Enterobacteriaceae.™

Na Figura 4.9. encontram-se representadas as estruturas quimicas da penicilina G
(benzilpenicilina), penicilina V (fenoximetilpenicilina), flucloxacilina, ampicilina,

amoxicilina e piperacilina.
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Figura 4.9. Representacdo da estrutura quimica da penicilina G (benzilpenicilina),
penicilina V (fenoximetilpenicilina), flucloxacilina, ampicilina, amoxicilina e
piperacilina.

4.1.3. Inibidores de g-lactamases

A presenca de enzimas B-lactamases condiciona a eficacia dos antibidticos p-lactamicos.

A amoxicilina e a piperacilina sdo muitas vezes prescritas em associagdo com um inibidor

de B-lactamases.*?

As B-lactamases sdo enzimas de natureza muito proxima as transpetidases, o que sugere
que possam ter tido origem nas transpeptidases. Tal como as transpeptidases, também as
[-lactamases possuem um residuo de serina no seu local ativo que promove a abertura do
anel B-lactdmico, tal como representado na Figura 4.10., formando uma ligacéo éster

com o antibiotico B-lactamico e tornando-o inativo. Contrariamente as transpeptidases,
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as B-lactamases séo capazes de hidrolisar a ligacdo ester formada, libertando em seguida

o fArmaco ap6s destrui¢io do anel B-lactamico.’

As B-lactamases podem encontrar-se codificadas nos cromossomas das bactérias ou
podem ter origem em plasmideos, o que permite a sua transferéncia entre diferentes

espécies bacterianas.!?

Algumas estirpes bacterianas Gram-positivas apresentam resisténcia aos antibioticos p3-
lactdmicos por libertarem PB-lactamases, o que faz com que os antibidticos sejam
intercetados e inativados antes mesmo de atingirem a membrana celular da bactéria. A
maioria das bactérias Gram-negativas sdo produtoras de B-lactamases, 0 que as torna
ainda mais resistentes aos antibidticos P-lactamicos. Neste caso, as [B-lactamases
libertadas pela bactéria ficam retidas no espaco periplasmatico, fazendo com que 0s
antibidticos absorvidos se deparem com uma elevada concentra¢do de B-lactamases no
interior do microrganismo, pelo que as bactérias Gram-negativas sdo, na sua quase

totalidade, resistentes aos antibioticos p-lactamicos.’
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Figura 4.10. Representacdo da reacdo de destrui¢do do anel B-lactamico da penicilina
pela B-lactamase.

No entanto, algumas moléculas sdo capazes de inibir as B-lactamases, impedindo a

destruicdo e inativagio dos antibidticos B-lactimicos.’®

Os inibidores de p-lactamases revelam uma maior atividade contra [-lactamases
codificadas por plasmideos (como é o caso das B-lactamases que hidrolisam a ceftazidima
e cefotaxima), relativamente a [3-lactamases de origem cromossémica que séo induzidas
em bastonetes Gram-negativos, como Enterobacter, Acinetobacter e Citrobacter pela

terapéutica com cefalosporinas de segunda e terceira geragdo.®

Os inibidores de B-lactamases possuem uma fraca atividade antimicrobiana intrinseca,

atuando sobretudo como inibidores “suicidas” das p-lactamases, uma vez que se ligam de
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forma irreversivel as mesmas, evitando a degradacdo dos farmacos antibacterianos.
Alguns exemplos de inibidores das P-lactamases sdo o &cido clavulanico e as

penicilinosulfonas sulbactam e tazobactam (Figura 4.11.).1
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Acido Clavulanico Sulbactam

Tazobactam

Figura 4.11. Representacdo da estrutura quimica do acido clavulanico, sulbactam e
tazobactam.

Os inibidores das pB-lactamases sdo geralmente administrados em conjunto com
antibioticos B-lactdmicos como no caso da associacdo entre amoxicilina e &cido

clavulanico e piperacilina e tazobactam.!?

4.2. Cefalosporinas

4.2.1. Estrutura quimica e otimizacéo das cefalosporinas

Apesar do sucesso terapéutico alcangado com a penicilina, esta ndo se apresentava ativa
contra todas as estirpes bacterianas, persistindo a necessidade de desenvolver novos
farmacos. Uma vez que a penicilina € um metabolito produzido por uma espécie de fungo
e que apresenta toxicidade contra as bacterias, este poderia entdo ser o ponto de partida
para a descoberta de novos farmacos antibacterianos. Deste modo, investigadores de todo
o mundo focaram-se no estudo de culturas microbianas que levaram a posterior

descoberta de novos farmacos nas décadas seguintes, nomeadamente a cefalosporina C.°

A primeira cefalosporina (cefalosporina C) foi isolada por volta de 1940 a partir do fungo

Cephalosporium acremonium encontrado em aguas residuais na ilha de Sardenha.’

18



O fungo foi entdo a primeira fonte de cefalosporinas, verificando-se a sua acéo inibitoria
sobre o desenvolvimento de culturas de Staphylococcus aureus. Posteriormente
descobriu-se que as cefalosporinas exercem agdo antibacteriana inibindo a sintese de

parede celular das bactérias através de mecanismos semelhantes aos da penicilina.*®

A estrutura da cefalosporina C (Figura 4.12.) apresenta semelhancas relativamente a
estrutura das penicilinas, contendo um sistema biciclico composto pelo anel B-lactamico

ligado a um anel dihidrotiazina de seis membros em vez de um anel tiazolidina.’

A cefalosporina C apresenta uma cadeia lateral que deriva do acido D-a-aminoadipico e
um anel diidrotiazina-p-lactamico (acido 7-aminocefalosporanico ou 7-ACA), a partir do

qual foram produzidas as restantes cefalosporinas por alteracdo das cadeias laterais.*

Acido 7- Aminocefalosporéanico (7- ACA)

H 2N///, ",

COOH

Anel beta-lactamico

Figura 4.12. Representacdo da estrutura quimica da cefalosporina C.

A cefalosporina C apresenta apenas 1/1000 da atividade da penicilina G mas apresenta
boa atividade sobre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas. Possui também outras
vantagens relativamente a penicilina como uma maior resisténcia a hidrélise acida bem

cOmo uma maior resisténcia a destruigdo por p-lactamases.®

Com o posterior isolamento do ndcleo ativo da cefalosporina C (acido 7-
aminocefalosporéanico) e com a introducéo de substituintes com diversidade estrutural,
produziram-se analogos semissintéticos da cefalosporina C com atividade antibacteriana

superior.*®

O estudo de moléculas anélogas a cefalosporina C demonstrou a importancia do anel -
lactdmico no sistema biciclico, do grupo carboxilato ionizado na posicédo 4 e da cadeia

lateral acilamino na posicéo 7. Deste modo, existe um nimero limitado de locais passiveis
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de sofrer modificacdo, mas ainda assim existem mais possibilidades de modificacdo do
que na estrutura molecular das penicilinas, que permite um nimero muito reduzido de
alteragBes sem que se perca a sua atividade antibacteriana. Assim, e relativamente as
cefalosporinas, podem introduzir-se variacGes na cadeia lateral 7-acilamino, na cadeia
lateral 3-acetoximetilo e uma substitui¢do extra no carbono 7 da estrutura molecular das

cefalosporinas sem que haja perda de atividade antibacteriana.’

No entanto, existem algumas diferencas entre cefalosporinas e penicilinas, por exemplo

em relacéo as suas cinéticas e as suas semividas.'8

A estrutura quimica genérica das cefalosporinas encontra-se representada na Figura 4.13.

COOH R!

Figura 4.13. Representacdo da estrutura quimica genérica das cefalosporinas. As

cadeias laterais variaveis encontram-se representadas a azul na imagem.

4.2.2.Mecanismo de acéo das cefalosporinas

As cefalosporinas atuam tal como as penicilinas através da ligacéo irreversivel as PBPs
provocando a inibicdo da enzima transpeptidase que realiza 0 “cross-linking” entre
cadeias peptidicas do peptidoglicano da parede celular bacteriana em formacdo. Desta

forma é inibida a formac&o da parede celular na bactéria, levando a sua lise.®

A semelhanca estrutural das cefalosporinas com o dipéptido terminal D-Ala-D-Ala da
cadeia de peptidoglicano em formacédo faz com que a enzima transpeptidase seja acilada
pelas cefalosporinas, o que impede a producdo de parede celular bacteriana tal como
representado na Figura 4.14.%
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Figura 4.14. Representacdo do mecanismo de inibi¢do da enzima transpeptidase pelas
cefalosporinas.

O desenvolvimento de analogos da cefalosporina C com diferentes cadeias laterais na
posicdo 7 revelou-se inicialmente uma tarefa complicada pois, ao contrario das
penicilinas, ndo era possivel a obtencdo do &cido 7-aminocefalosporénico através de
fermentacdo ou através de hidrolise enzimatica da cefalosporina C, impedindo assim uma

abordagem semissintética na producéo de analogos da cefalosporina C.°

A Unica forma de obter o acido 7-aminocefalosporanico a partir da cefalosporina C seria
entdo através de uma hidrélise quimica, embora esta tarefa fosse aparentemente dificil
pois implicaria a hidrélise de uma amida secundaria na presenga de um anel B-lactdmico,
intrinsecamente muito reativo. Foi entdo desenvolvido um método (representado na
Figura 4.15.) baseado na formagéo de um imino cloreto, sendo esta reagéo facilitada por
envolver uma amida estabilizada por ressonancia. A geometria do anel B-lactdmico evita
que 0 atomo de azoto da lactama contribua com estabilizagdo por ressonancia, o0 que o
torna estavel nas condi¢des de reacdo que permitem obter o imino cloreto a partir da
amida aciclica. O imino cloreto formado pode entdo reagir com um alcool, dando origem
a um imino éter, sendo este grupo mais suscetivel de sofrer hidrélise do que o anel B-

lacttmico. Ao adicionar um 4acido torna-se possivel obter o acido 7-

21



aminocefalosporanico, que por sua vez podera ser acilado dando origem a uma grande

variedade de analogos.®
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Figura 4.15. Representacdo do mecanismo de sintese do acido 7-aminocefalosporanico
(7-ACA) e dos anélogos das cefalosporinas.

As cefalosporinas podem ser agrupadas consoante o0 seu espetro antibacteriano em

cefalosporinas de primeira, segunda, terceira, quarta ou quinta geragdo.*®

4.2.3.Cefalosporinas de primeira geragao

As cefalosporinas de primeira geracdo sdo de origem sintética ou semissintética e sdo
obtidas através da reacdo do acido 7-aminocefalosporanico com um cloreto de acido cujo
grupo acilo se liga & amina primaria do &cido 7-aminocefalosporanico. Assim, o grupo R?
das cefalosporinas obtidas através deste método (Figura 4.15.) corresponde ao grupo

acilo ligado ao cloreto de &cido que reage com o &cido 7-aminocefalosporanico.®

Sdo exemplos de cefalosporinas de primeira geracdo a cefalotina, a cefaloridina, a
cefalexina e a cefazolina (Figura 4.16.). De um modo geral, estas apresentam uma

atividade inferior as penicilinas mas um espetro de acio mais alargado.’

A cefalotina e a cefaloridina foram as primeiras cefalosporinas utilizadas na terapéutica
antibacteriana. Ambas apresentaram vantagens relativamente a penicilina, uma vez que
possuiam um espetro de acdo mais alargado, atuando sobre bactérias Gram-positivas

produtoras de penicilinases (B-lactamases que degradam penicilinas) e também contra
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bactérias Gram-negativas. Apresentavam no entanto algumas desvantagens relativamente
as penicilinas, nomeadamente fraca atividade contra Enterococcus faecalis e

Haemophilus influenzae.®

No entanto, tem-se verificado o desenvolvimento de resisténcias face as cefalosporinas,
especialmente por parte de bactérias Gram-negativas, que apresentam B-lactamases mais
efetivas do que as bactérias Gram-positivas. O facto de as cefalosporinas possuirem
grupos substituintes volumosos, faz com estes protejam o anel B-lactimico do ataque e
destruicdo por parte das B-lactamases. Porém, a existéncia destes grupos volumosos pode

dificultar a inibicdo da enzima transpeptidase por parte das cefalosporinas.®

Apesar de ter sido bastante utilizada na pratica clinica, a cefalotina apresenta a
desvantagem de possuir um grupo acetiloxi na posicdo 3 que é facilmente hidrolisado
pelas esterases, dando origem a um alcool, menos ativo. O grupo acetiloxi é importante
no mecanismo de inibicdo da transpeptidase e funciona como um bom grupo

abandonante, enquanto que o alcool é um grupo abandonante muito mais fraco.®

A cefalotina é estavel face as p-lactamases estafilococicas, sendo no entanto muito

suscetivel as B-lactamases de bacilos Gram-negativos.

De modo a contornar esta limitacdo, substituiu-se o éster (grupo acetiloxi) por um grupo
mais estavel e menos suscetivel as esterases, o grupo piridinio, representado na Figura

4.16. a azul, originando assim a cefaloridina.’

A cefalexina possui um substituinte metilo na posicdo 3 que aumenta a sua
hidrofobicidade, melhorando a sua absorcao oral. Apesar do grupo metilo ndo ser um bom
grupo abandonante e poder limitar a acdo desta cefalosporina, a presenca de um grupo
hidrofilico amino no carbono a da cadeia lateral 7-alilamino ajuda a melhorar a sua
atividade. A cefalexina é uma das poucas cefalosporinas que podem ser administradas
por via oral.® A cefazolina é utilizada sob a forma de sal sodico e é também administrada
por via injetavel. Apresenta menos estabilidade face a B-lactamases estafilocdcicas mas
boa estabilidade face a 3-lactamases de bacilos gram-negativos, apresentando um espetro

de acéo semelhante ao da cefalotina.®
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Figura 4.16. Representacdo da estrutura quimica das cefalosporinas de primeira
geracdo: cefalotina, cefaloridina, cefalexina e cefazolina.

4.2.4.Cefalosporinas de segunda geracao

Ao longo da década de 60 a evolucgdo das cefalosporinas foi bastante lenta, 0 que conduziu
ao desenvolvimento de resisténcias por parte dos bacilos Gram-negativos produtores de
B-lactamases. Mais tarde, na década de 70, surgiram as cefalosporinas de segunda geracéo
com atividade contra bacilos Gram-negativos produtores de PB-lactamases, devido a
presenca de um grupo metoximino na posi¢édo 7, o que confere grande estabilidade face
as P-lactamases e parece também conferir grande afinidade pelas PBPs de bactérias
Gram-negativas. A presenga do grupo metoxi na posi¢do 7 do anel B-lactdmico confere,
no entanto, uma menor afinidade paras as PBPs de bactérias Gram-positivas, tornando as

cefalosporinas de segunda geragio menos ativas contra estafilococos e enterococos.®

Surgiram entdo dois grupos distintos de cefalosporinas de segunda geracdo: as
cefamicinas, que contém um substituinte metoxi na posicdo 7 (7-a-metoxi
cefalosporinas); e as oximinocefalosporinas, que possuem um grupo iminometoxi na

posicdo o da cadeia lateral.®

As cefamicinas derivam de uma substancia chamada cefamicina C (Figura 4.17.), isolada
a partir de culturas de Streptomyces clavuligerus, sendo esta a primeira B-lactama isolada
a partir de uma fonte bacteriana. Através da modificacdo da cadeia lateral da cefamicina

C obtém-se a cefoxitina (Figura 4.18.).°
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Figura 4.17. Representacédo da estrutura quimica da cefamicina C.
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Figura 4.18. Representacdo da estrutura quimica da cefoxitina.

A cefoxitina apresenta um espetro de atividade mais alargado do que a maioria das
cefalosporinas de primeira geragdo devido a resisténcia superior face as B-lactamases
conseguida através do impedimento estéreo proporcionado pelo grupo metoxi. Apresenta
ainda uma boa persisténcia face as esterases, pois 0 grupo uretano na posicao 3 confere-
Ihe maior estabilidade do que um éster, sendo assim menos suscetivel a hidrdlise pelas

esterases, 0 que favorece a sua reagio com a transpeptidase.®

As oximinocefalosporinas apresentam uma grande estabilidade face a [B-lactamases
produzidas por determinadas espécies (por exemplo, Haemophilus influenzae), devido a

presenca do grupo iminometoxi na posi¢io o da cadeia lateral.®

A cefuroxima (Figura 4.19.) é um exemplo de uma oximinocefalosporina que, tal como
a cefoxitina, apresenta uma resisténcia superior as B-lactamases e esterases. Todavia,
contrariamente a cefoxitina, a cefuroxima mantém a atividade contra estreptococos e,

embora em menor extensdo, também contra estafilococos.®
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Figura 4.19. Representacdo da estrutura quimica da cefuroxima.

4.2.5.Cefalosporinas de terceira geragao

No final da década de 70, comega a surgir uma terceira geracao de cefalosporinas da qual

fazem parte a ceftazidima, a cefotaxima e a ceftriaxona (Figura 4.20.).°

A substituicdo do anel furano presente na estrutura quimica das oximinocefalosporinas
pelo anel aminotiazol melhora a penetracdo destas cefalosporinas através da membrana
externa de bactérias Gram-negativas, podendo também aumentar a afinidade do farmaco
pela transpeptidase bacteriana. Assim, as cefalosporinas de terceira geragdo possuem uma
atividade acrescida sobre bactérias Gram-negativas, 0 que torna esta classe ativa contra
bactérias que sdo resistentes a outras -lactamas. Estas cefalosporinas possuem diferentes
grupos substituintes na posicdo 3, o que lhes confere diferentes propriedades
farmacocinéticas. Atualmente, a prescricdo deste tipo de farmacos é limitada a casos de
infecdes mais complicadas que ndo respondem as B-lactamas mais comumente utilizadas

na pratica clinica. °

A ceftazidima é uma cefalosporina semissintética e pode ser classificada quimicamente
como uma oximinocefalosporina. Possui uma elevada afinidade pelas PBPs de P.
aeruginosa e outros bacilos Gram-negativos, sendo mais estavel do que as anteriores
cefalosporinas contra as B-lactamases plasmidicas e cefalosporinases (B-lactamases que

degradam cefalosporinas).

A cefotaxima é uma cefalosporina semissintética sendo um derivado metoximino do
acido 7-aminocefalosporanico. Apresenta na sua cadeia lateral aminotiazolilacetilo um

grupo alfa-sin-metoximino, sendo o grupo aminotiazolilo responsavel pelo aumento de
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atividade contra Enterobacteriaceae e 0 grupo metoximino responsavel por dificultar a

hidrélise pelas B-lactamases através de um impedimento estéreo.®

A ceftriaxona é também uma oximinocefalosporina semissintética. O grupo metoximino
na posicdo 7 confere estabilidade face as P-lactamases. O seu espetro de acdo é
semelhante ao da cefotaxima, apresentando boa atividade face a bactérias Gram-negativas

e atividade moderada contra bactérias Gram-positivas.®
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Figura 4.20. Representacdo da estrutura quimica das cefalosporinas de terceira geracao:

ceftazidima, cefotaxima e ceftriaxona.

4.2.6.Cefalosporinas de quarta geracéo

As cefalosporinas de quarta geracdo, a cefepima e cefepiroma (Figura 4.21.), sdo
comparaveis as cefalosporinas de terceira geracao, embora apresentem maior estabilidade
face as B-lactamases devido a sua estrutura quimica. A presenca de grupos acidicos nas
cadeias introduzidas na posi¢do 7 melhora a atividade contra P. aeruginosa. Possui
também melhor atividade sobre S. aureus sensiveis a meticilina, S. pneumoniae e outros
streptococos, embora possua atividade reduzida contra E. faecalis, Bacteroides fragilis e

Listeria monocytogenes.®

S&o compostos “zwitterionicos” (COMPOStos que possuem carga positiva e carga negativa)

que apresentam substituintes carregados positivamente na posicdo 3 e um grupo

27

OTM
0

e



carboxilato carregado negativamente na posicdo 4, o que facilita a penetracdo destas
moléculas através dos canais de porina da membrana externa das bactérias Gram-
negativas.®® A cefepima e cefepiroma possuem afinidade para as PBPs de bactérias

Gram-negativas e Gram-positivas.
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Figura 4.21. Representacdo da estrutura quimica das cefalosporinas de quarta geracéo:
cefepima e cefepiroma.

4.2.7.Cefalosporinas de quinta geracao

A ceftarolina é uma cefalosporina de quinta geragdo que possui atividade contra estirpes
de S. aureus resistentes a meticilina e também contra estirpes de S. pneumoniae
multirresistentes.® A fosamil ceftarolina atua como pro-farmaco da ceftarolina, sendo
convertida em ceftarolina (farmaco ativo) no plasma, através da acdo das fosfatases, tal

como se pode observar na Figura 4.22.24

A presenca do anel 1,3-tiazol na posi¢do 3 do sistema biciclico proporciona uma forte
ligacdo da ceftarolina com as PBPs 1-4 e PBPs 2a de S. aureus resistentes a meticilina, o
que justifica a sua atividade sobre esta espécie bacteriana.?>% Por outro lado, a retencio
do anel 1,2,4-tiadiazol facilita a penetracdo através da membrana de bactérias Gram-
negativas, apresentando assim atividade face as bactérias da familia Enterobacteriaceae

e a outras bactérias Gram-negativas.?’
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Figura 4.22. Representacdo da estrutura quimica do pro-farmaco fosamil ceftarolina e
do seu metabolito ativo ceftarolina.

4.2.8.Utilizacdo terapéutica e espetro de atividade das cefalosporinas

As cefalosporinas de primeira geracdo apresentam boa atividade contra bactérias Gram-
positivas e atividade moderada contra bactérias Gram-negativas. Sdo ainda ativas contra
a maioria dos cocos gram-positivos a exce¢do dos enterococos, de S. aureus resistentes a
meticilina e de S. epidermidis. Apresentam também uma boa atividade contra Moraxella

catarrhalis, E. coli, K. pneumoniae e P. mirabilis.®

As cefalosporinas de segunda geracdo apresentam uma atividade ligeiramente superior
contra bactérias Gram-negativas. A cefoxitina é também ativa contra Bacteroides

fragilis.®

As cefalosporinas de terceira geracdo séo, de uma forma geral, menos ativas do que as
cefalosporinas de primeira geragdo contra cocos Gram-positivos mas apresentam maior
atividade face a bactérias da familia Enterobacteriaceae, incluindo estirpes produtoras de
B-lactamases. A ceftazidima possui ainda atividade contra P. aeruginosa mas apresenta
menor atividade do que outras cefalosporinas de terceira geragéo face a cocos Gram-

positivos.

29



As cefalosporinas de quarta geracdo apresentam um espetro muito alargado, em
comparagao com as cefalosporinas de terceira geracdo e maior estabilidade face a acéo
de B-lactamases mediadas por plasmideos e de origem cromossémica. S&o geralmente
utilizadas no tratamento de infecBes causadas por bactérias Gram-positivas,

Enterobacteriaceae e Pseudomonas.®

4.3.Carbapenemos
4.3.1.Estrutura quimica e otimizacédo dos carbapenemos

Os carbapenemos sdo antibidticos B-lactamicos que possuem na sua estrutura quimica o
anel B-lactdmico associado a um anel de cinco membros. Diferem das penicilinas por
possuirem o anel de cinco membros insaturado e um atomo de carbono em vez de um
atomo de enxofre e, enquanto que os restantes antibidticos B-lactdmicos possuem um
aminoacilo com configuracdo cis na cadeia lateral, os carbapenemos possuem um grupo

hidroxietilo com configuracio trans.'>®
A Figura 4.23. compara as estruturas quimicas de penicilinas, cefalosporinas e

carbapenemos.
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Figura 4.23. Comparacdo das estruturas quimicas de penicilinas, cefalosporinas e
carbapenemos.
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O atomo de carbono na posicdo C-1 parece desempenhar um papel fundamental no
espetro de atividade e na estabilidade face as P-lactamases e a cadeia lateral R2
hidroxietilo (Figura 4.24.) parece contribuir para a estabilidade face a hidrolise por parte

das p-lactamases.?
Grupo Hidroxietilo

COOH

Figura 4.24. Representacdo da estrutura quimica genérica dos carbapenemos.

Os carbapenemos com uma configuracdo R no carbono C-8 (Figura 4.25.) sdo
geralmente bastante potentes. A configuracdo trans do anel p-lactamico em C-5 e C-6
(Figura 4.26.) contribui também para uma elevada estabilidade face as p-lactamases.?®
Tal como a tienamicina, os restantes carbapenemos possuem uma configuracdo R em C-
8 e uma substituicdo C-5-C-6 trans. Os carbapenemos com o tioéter posicionado entre
aminas ciclicas (meropenemo e ertapenemo) possuem um espetro antibacteriano

alargado.*

COOH
COOH

Configuragdo S Configuracdo R

Figura 4.25. Representacdo das configuracdes S e R no carbono C-8 dos carbapenemos.
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Figura 4.26. Representacdo da configuracéo trans da ligacdo C-5-C-6 nos
carbapenemos e da configuragéo cis da ligacdo correspondente nas penicilinas e
cefalosporinas.

A tienamicina, cuja estrutura quimica se encontra representada na Figura 4.27., foi o
primeiro carbapenemo a ser isolado a partir da bactéria S. cattleya em 1976. Apresenta
um espetro de atividade bastante alargado, sendo ativa contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas, incluindo P. aeruginosa e apresenta também uma elevada resisténcia
face as B-lactamases devido a presenca da cadeia lateral hidroxietilo na sua estrutura
quimica. Surpreendentemente, este carbapenemo ndo possui 0 &tomo de enxofre nem a
cadeia lateral aminoacilo, que se julgava até entdo serem essenciais para a atividade
antibacteriana. Para além disso, a estereoquimica da cadeia lateral no substituinte 6 é
oposta a estereoquimica usualmente encontrada nas penicilinas e cefalosporinas sendo
este também um fator que ird contribuir para a resisténcia da molécula as p-lactamases.’
Devido a sua instabilidade quimica, a tienamicina nunca chegou a ser utilizada na
terapéutica mas através da adicdo do grupo N-formidoilo na posicao 2 viria a dar origem
a outro carbapenemo, o imipenem.3!

O imipenem, cuja estrutura quimica se encontra representada na Figura 4.27., é um
analogo da tienamicina frequentemente administrado em combinacdo com cilastatina,
uma vez que o imipenem € eliminado por via renal e apresenta o inconveniente de ser
rapidamente hidrolisado no rim, pela enzima dihidropeptidase I, originando um
metabolito inativo com rutura do anel B-lactdmico. A cilastatina ird entdo inibir de forma
competitiva a atividade da dihidropeptidase I, evitando a degradacdo do imipenem pela

mesma.®8

O meropenem cuja estrutura quimica se encontra representada na Figura 4.27., é também
um analogo da tienamicina mas apresenta na posi¢ao 2 do anel anexo ao anel 3-lactdmico

um N-dimetil-carbamoil-tetrahidropirrolidilo, em vez de um N-formidoilo, o que lhe
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confere maior estabilidade face a dihidropeptidase renal.®® Para além disso, 0 meropenem
consegue penetrar com maior facilidade na membrana externa das bactérias Gram-
negativas, sendo por isso ainda mais ativo do que o imipenem contra bactérias Gram-

negativas.®

O ertapenem, cuja estrutura quimica se encontra representada na Figura 4.27., possui
uma estrutura quimica semelhante ao meropenem. O meropenem presenta, no entanto,
um grupo metilo extra no anel carbapenemo, o que Ihe confere uma maior estabilidade
face a dihidropeptidase renal. Por outro lado, o ertapenem possui o benzoato que favorece
a ligacdo as proteinas plasmaéticas, prolongando o tempo de meia-vida do farmaco e

reduzindo o nimero de administragdes diarias necessarias.®

COOH COOH

NH
N o
H
COOH COOH
Meropenem Ertapenem

Figura 4.27. Representacdo da estrutura quimica da tienamicina, imipenem,
meropenem e ertapenem.

4.3.2.Mecanismo de ac¢ao dos carbapenemos

Os carbapenemos atuam, tal como os restantes antibioticos B-lactamicos através da
inibicdo da reticulacdo da parede celular bacteriana. Esta classe de antibioticos constitui
0 grupo com maior espetro de atividade antibacteriana, de entre os antibioticos -
lactdmicos, atuando contra organismos Gram-negativos e Gram-positivos, aerébios e
anaerobios.*28 O seu amplo espetro de atividade é devido n&o s6 ao facto de os compostos

serem “zwitterionicos”, 0 que favorece a penetracdo atraves dos canais de porina das
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células bacterianas, mas também devido a sua elevada estabilidade face a degradacgéo

pelas B-lactamases e a sua forte ligacéo as PBPs.®

Apdls atravessarem a parede celular bacteriana atraveés dos canais de porina, 0S
carbapenemos atravessam o espaco peri-plasmatico e finalmente atuam através da
acilagdo irreversivel das PBPs.*2®® A ligacdo dos carbapenemos as PBPs inibe as
transpeptidases, tal como representado na Figura 4.28. Um fator que justifica a elevada
eficacia dos carbapenemos € a sua elevada afinidade para se ligarem a diferentes tipos de
PBPs.%? Quando os carbapenemos se ligam as PBPs, é impedida a formagio de parede
celular bacteriana. Assim sendo, a estrutura de peptidoglicano ficara fragilizada e a célula

bacteriana acabara por entrar em lise quando exposta a diferentes pressdes osmoticas.*
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Figura 4.28. Representacdo da inibi¢do da enzima transpeptidase pelos carbapenemos.

4.3.3. Utilizacao terapéutica e espetro de atividade dos carbapenemos

O imipenem apresenta atividade contra uma grande variedade de microrganismos

aerdbios, anaerobios, Gram-positivos e Gram-negativos.’

E utilizado no tratamento de uma grande variedade de infeces, como por exemplo
infecGes do trato urinério e vias respiratdrias inferiores, infecdes intra-abdominais ou

ginecologicas, infecdes da pele, tecidos moles, 0ssos e articulages. E utilizado também
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no tratamento de infecdes hospitalares causadas por bactérias resistentes as

cefalosporinas, incluindo Citrobacter freundii e Enterobacter.®®

O imipenem € ativo contra estreptococos (incluindo S. pneumoniae resistente a
penicilina), enterococos (exceto E. faecium e as estirpes resistentes a penicilina ndo
produtoras de f-lactamases), estafilococos (incluindo estirpes produtoras de
penicilinase), L. monocytogenes e microrganismos anaerobios como B. fragilis. Possui
uma excelente acdo sobre bactérias da familia Enterobacteriaceae, incluindo os
organismos resistentes as cefalosporinas. No entanto, a maior parte das estirpes de

Pseudomonas e Acinetobacter desenvolveu resisténcia ao imipenem. %

O meropenem ¢é utilizado no tratamento de pneumonias, meningites, infecdes abdominais
e urinrias. Tal como o imipenem, 0 meropenem é ativo contra uma variedade de bactérias
aerobias, anaerobias, Gram-positivas e Gram-negativas, sendo ligeiramente menos ativo
do que o imipenem contra bactérias Gram-positivas e mais ativo contra bactérias Gram-
negativas. O meropenem € ativo contra estirpes de P. aeruginosa resistentes ao imipenem

mas apresenta menor atividade contra cocos Gram-positivos.®3’

O ertapenem ¢ utilizado no tratamento de infe¢bes abdominais, infecdes ginecoldgicas
agudas, pneumonias adquiridas na comunidade, infecbes da pele e tecidos moles
relacionadas com o pé diabético e ainda na profilaxia associada a cirurgia colorretal.
Difere do imipenem e do meropenem por possuir uma atividade inferior contra P.
aeruginosa e espécies de Acinetobacter. Possui, no entanto, uma interessante atividade

contra bactérias Gram-positivas, Enterobacteriaceae e bactérias anaerobias.*®

5. Desenvolvimento de resisténcia a farmacos antibacterianos
A resisténcia a um antibio6tico ocorre quando uma bactéria é capaz de sobreviver e de se
desenvolver na presenca de uma concentracdo de farmaco que é usualmente suficiente

para inibir o seu crescimento ou causar a sua morte.3®

As bactérias resistentes podem ser transmitidas a humanos e animais através de processos
de disseminacdo pelo meio ambiente e até mesmo pelos alimentos, afetando as relagdes
comerciais, viagens e migragdes humanas.*® Para o tratamento de infe¢Ges causadas por
algumas bactérias, particularmente bactérias Gram-negativas, existe atualmente um
numero muito limitado de opgdes terapéuticas devido ao desenvolvimento de resisténcias
por estas bactérias aos farmacos utilizados na pratica clinica. Salienta-se a resisténcia

desenvolvida pelas bactérias A. baumannii e P. aeruginosa a carbapenemos e pelas
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bactérias da familia Enterobacteriaceae (K. pneumonia, E. coli, Enterobacter spp.,
Serratia spp., Proteus spp., Providencia spp. e Morganella spp.,) a carbapenemos e
cefalosporinas de terceira geragio.*:’

O desenvolvimento de resisténcias aos farmacos por parte das bactérias € um processo
natural que resulta da selecéo exercida sobre as bactérias na presenga dos antibidticos. O
desenvolvimento de resisténcias a antibidticos tem ocorrido a um ritmo muito acelerado

devido a utilizagdo excessiva e inadequada destes farmacos.®

Os termos “suscetivel” e “resistente” sao habitualmente utilizados na pratica clinica para
inferir acerca do sucesso ou falha da terapéutica. As bactérias podem ser intrinsecamente
resistentes ao farmaco ou desenvolver essa resisténcia apds a exposi¢ao ao mesmo, sendo

esta chamada de resisténcia adquirida.®

A resisténcia pode ser desenvolvida como resultado de uma mutacdo, ou através da
transferéncia horizontal de genes que codificam para um determinado mecanismo gerador
de resisténcia. A transferéncia de genes relacionados com a resisténcia a determinado
farmaco pode ocorrer através de diferentes mecanismos tais como conjugacao
(transferéncia de genes transportados em plasmideos, também designados por elementos
genéticos mdveis), transformacdo (transferéncia direta de DNA) ou transducdo
(transferéncia de DNA por bacteriéfagos) tal como representado na Figura 5.1.%°

A conjugacdo ocorre através do contato direto entre duas bactérias. O plasmideo
transporta a informacdo genética da célula doadora para a célula recetora, 0 que pode
resultar na aquisicdo de genes que codificam para resisténcia bacteriana nesta célula. A
transformacao envolve lise da célula bacteriana doadora, que liberta 0 seu DNA no meio
extracelular e que posteriormente é assimilado por uma outra bactéria recetora. Os genes
que codificam para a resisténcia bacteriana podem depois ser integrados no cromossoma
ou no plasmideo da célula recetora. Pode ainda ocorrer transducdo, através da qual os
genes sdo transferidos de uma bactéria para outra por bacteriéfagos, podendo ser

integrados no cromossoma da célula recetora.*?
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CONJUGACAO TRANSFORMAGCAOQ

DNA Gendémico DNA Genoémico
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Célula doadora Lise Celular; O DNA da célula
o Pilus Sexual Libertacdo de doadora entra na
DNA Plasmidico fragmentos de DNA célula recetora e
da céluladoadora  integra o seu DNA
O Plasmideo livre O Plasmideo integrado cromossomico
movimenta-se da célula promove a transferéncia
doadora para a célula do DNA Gendomico da
recetora através do Pilus célula doadora que se
sexual integra no DNA da célula
recetora
TRANSDUCAO
Fago contendo Lise Celular; O fago infeta a célula
DNA Genémico da Libertac&o de recetora 0 DNA da
célula doadora fagos célula dadora integra-
se no DNA da célula
recetora

Figura 5.1. Representacdo dos mecanismos de transferéncia genética entre bactérias.
Adaptado de Rosenthal KS, Tan MJ.*3

Como foi referido, a resisténcia a antibiéticos pode ser intrinseca, adquirida ou adaptativa.
A resisténcia intrinseca engloba todas as caracteristicas da bactéria que possam limitar a
acao dos farmacos antimicrobianos. Um exemplo de resisténcia intrinseca € a existéncia
de uma membrana externa que apresente uma fraca permeabilidade, como acontece no
grupo das Gram-negativas, como P. aeruginosa e A. baumannii, bem como a existéncia
de bombas de efluxo em muitas bactérias. A resisténcia adquirida, ocorre quando um
microrganismo originalmente suscetivel se torna resistente, através da incorporagdo de
material genético (plasmideos, transposdes, integroes e DNA) ou como resultado de
mutagdes.**4°

Por fim, pode ocorrer resisténcia adaptativa, que consiste num aumento temporario da
capacidade que uma bactéria apresenta para sobreviver face a presenca de um antibiotico
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devido a alteragbes na expressdo génica. Muitas vezes esta resisténcia surge como
resultado de uma exposicdo da bactéria a diferentes condicdes de stress, restricdo de
nutrientes, bem como a doses subterapéuticas de antibiotico.*

Em contraste com os mecanismos de resisténcia intrinseca e adquirida, que sdo estaveis
e podem ser transmitidos verticalmente as geragdes seguintes, a resisténcia adaptativa tem
uma natureza transitoria e € geralmente reversivel quando cessam as condi¢des que a
induziram. A fracdo de células que apresenta esta resisténcia adaptativa tem a designagao
de persistente.*®

Os principais mecanismos celulares de resisténcia bacteriana aos antibioticos sao cinco,
nomeadamente: i) inativacdo do antibiotico por enzimas, tal como as p-lactamases; ii)
utilizacdo de bombas de efluxo que permitem a saida forgcada do antibiotico, impedindo
a sua atividade; iii) modificacdes nos alvos celulares, inibindo a ligacdo/acdo do
antibidtico; iv) decréscimo da permeabilidade celular ou mesmo do nimero de
transportadores, evitando que o antibidtico atinja o seu alvo e v) aumento da producao do
alvo, permitindo ultrapassar os danos provocados pelo antibi6tico.*®

Os principais mecanismos celulares de resisténcia bacteriana aos antibioticos encontram-

se descritos na Tabela 1.
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Tabela 1. Mecanismos celulares de resisténcia bacteriana para cada classe de

antibioticos.
Mecanismos celulares de Antibiotico Referéncias
resisténcia bacteriana
aos antibioticos
i) Inativacdo do antibidtico  Penicilinas, cefalosporinas de 47:48,49
pelas p-lactamases primeira, segunda, terceira e

quarta geracéo, carbapenemos,
fluoroquinolonas e

aminoglicosideos

i) Presenca de bombas de Cefalosporinas, 50,51
efluxo nas membranas carbapenemos, sulfonamidas,
celulares das bactérias que fluoroquinolonas, macrélidos,

permitem a saida forcada de cloranfenicol e tetraciclinas
antibiotico, impedindo que

este atue
iii) Modificacdo dos alvos Polimixinas, macroélidos e 8
celulares do antibidtico estreptograminas

impedindo a sua ligacao

iv) Diminuicédo da Antibioticos B-lactamicos e 52
permeabilidade ou nimero de | fluoroquinolonas

transportadores, evitando que

0 antibiotico atinja o seu alvo

v) Maior producdo do alvo do = Aminoglicosideos e 53
antibidtico permitindo estreptograminas

minimizar os efeitos do

mesmo

Todos 0s anos morrem cerca de vinte e cinco mil pessoas na Unido Europeia devido a
infecdes bacterianas adquiridas em ambiente hospitalar e provocadas por bactérias
resistentes.>* Além das consequéncias clinicas, a resisténcia bacteriana acarreta também

consequéncias sociais. Todavia, 0 nimero de novos antibidticos lan¢ados no mercado nas
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ultimas trés décadas diminuiu significativamente e a industria farmacéutica tem reduzido

a investigacdo nesta area, sendo imperativo inverter esta situagdo.>°

Atualmente consideram-se como mais preocupantes as bactérias Gram-negativas
resistentes, uma vez que as suas membranas externas sdo mais dificilmente penetraveis e
possuem um maior nimero de bombas de efluxo, o que promove a selegdo para
resisténcias aos antibidticos. Atualmente, como foi referido acima, as espécies
bacterianas Gram-negativas multirresistentes que suscitam maior preocupacdo sao P.

aeruginosa, A. baumanii, K. pneumoniae e Enterobacter spp.>”8

5.1. Mecanismos de desenvolvimento de resisténcia face as p-lactamas

5.1.1. Hidrdlise do anel B-lactamico pelas enzimas B-lactamases
O nucleo B-lactdmico das penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos constitui uma
estrutura quimica bastante reativa. Enquanto que as lactamas incorporadas em anéis de
cinco ou seis membros sdo geralmente mais estaveis, as moléculas que possuem um anel
[-lactdmico de apenas quatro membros, formando angulos de aproximadamente 90° entre
0s quatro atomos, apresentam uma maior tenséo de anel.>® Os grupos acilo posicionados
numa estrutura quimica sob tensao sdo geralmente bons agentes acilantes, ou seja, reagem
facilmente com espécies nucledfilicas, acilando-as. A libertacdo de tensdo associada a
destruigdo do anel B-lactdmico originando um produto aciclico é a for¢a motriz da reacao.
ReacOes como a hidrdlise, a alcodlise, a tio-alcoodlise ou a amindlise do anel B-lactamico

sd0 assim favorecidas.?

As propriedades antibacterianas dos antibioticos B-lactamicos advém da sua capacidade
de acilar as transpeptidases bacterianas (PBPs) envolvidas no “cross-linking” dos
peptidoglicanos da parede celular bacteriana. No entanto, as B-lactamases s&o enzimas
também capazes de destruir o anel B-lactamico dos antibidticos B-lactdmicos, inativando-

0s.12

Estima-se que as enzimas denominadas B-lactamases tenham surgido ha cerca de 2
milhdes de anos. Tal como as PBPs, as f-lactamases ligam-se as penicilinas, as
cefalosporinas e aos carbapenemos através da reacdo com o grupo hidroxilo de um
residuo de serina do seu local ativo, que funciona como nucle6filo.®® A diferenca de
reatividade entre PBPs e B-lactamases manifesta-se sobretudo através da cinética de
desacilagdo. As B-lactamases evoluiram para acelerar o ataque pela molécula de &gua e

decompor o intermediario formado, num Unico passo de desacilacdo, resultando na
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libertacdo do acido desativado e na regeneracao do local ativo da lactamase, libertando-o

para o proximo ciclo catalitico.5!

O plasmideo TEM-1 contém o gene que codifica a B-lactamase que consegue desacilar o
intermediério formado a uma taxa de 2600 eventos por segundo, tornando-o num
catalisador extremamente eficiente.®> Comparando esta taxa de desacilagdo com a meia
vida de cerca de 90 minutos para 0 mesmo intermediario peniciloilo-O-Ser numa tipica
PBP, verifica-se uma diferenca na taxa de desacilacio de cerca de 2x10", sendo a reagéo

muito mais rapida quando realizada pela p-lactamase.®

Muitas lactamases sdo catalisadores tdo eficientes que sempre que uma lactama se difunde
no seu local ativo, é destruida. A hidrdlise possui uma eficiéncia de 100%, sendo as

lactamases consideradas como perfeitas no que toca a sua cinética.®

O fator determinante para a sobrevivéncia das bactérias na presenca de penicilinas,
cefalosporinas ou carbapenemos é de origem cinética, dependendo em particular do
tempo de vida dos intermediarios peniciloilo formados. Uma vida mais longa destes
intermediéarios ird determinar a acdo do antibiético, enquanto um curto tempo de vida e
uma rapida taxa de desacilacdo dos intermediarios formados ira inevitavelmente

favorecer a selecio para resisténcia aos antibioticos.5

O principal alvo dos antibidticos B-lactamicos sdo os dominios das PBPs que se
encontram voltados para o exterior na membrana celular das bactérias. As PBPs

encontram-se na membrana citoplasmatica das bactérias.®

Para que as P-lactamases possam destruir os antibidticos, devem ser excretadas do
citoplasma da célula que as produz e/ou ancoradas a porcdo exterior da membrana
citoplasmatica para que possam intercetar as moléculas de antibidtico que penetram na
célula antes que estas atinjam o seu alvo (as PBPs). De facto, nas bactérias Gram-
negativas, as B-lactamases séo codificadas por sequéncias N-terminal, o que permite o

seu reconhecimento e posterior envio para o periplasma.®®

As B-lactamases sdo catalisadores de hidrolise muito eficazes e ndo surpreende que alguns
tipos de -lactamase estejam envolvidos na ocorréncia de resisténcia de algumas bactérias
aos antibioticos. Este processo ocorre ndo sé na natureza mas também no organismo dos

pacientes, em especial nos pacientes expostos a doses subterapéuticas de antibiotico que,
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embora ndo sejam suficientes para destruir as bactérias, promovem a selecdo para

resisténcia.®

Sdo atualmente conhecidas milhares de variantes das [B-lactamases, agrupadas em
diferentes classes (Figura 5.2.). As B-lactamases pertencentes as classes A, C e D
apresentam uma estrutura semelhante, utilizando a serina do seu local ativo como
nucleofilo e um intermediario peniciloilo que funciona como elo catalitico A eficiéncia
catalitica de cada classe de B-lactamases varia consoante a subclasse de lactamas sobre a

qual atuam. 5667

Classe C

Figura 5.2. Representagéo da estrutura das diferentes classes de B-lactamases. Drawz
SM, Bonomo RA.%

As lactamases pertencentes a classe A (KPCs (K. pneumoniae Carbapenemases) e a
maioria das ESBL (do inglés, extended-spectrum p-lactamases ou PB-lactamases de
espetro alargado)) foram inicialmente identificadas como penicilinases. Existem ainda as
lactamases de classe B (MBLs (Metalo-p-lactamases)), as enzimas de classe C tambem
conhecidas por AmpC (cefalosporinases) e as lactamases de classe D (OXAs ou
oxacilinases). Nas ultimas décadas tem-se verificado que as lactamases das classes A e C
se envolvem na hidrdlise de diferentes antibioticos B-lactamicos, pelo que passaram a ser

consideradas como ESBL.56:67
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As B-lactamases de classe D (OXAs) foram inicialmente associadas a hidrolise da
oxacilina e foi dificil analisa-las até se perceber que a carbamoilacdo de um residuo de
lisina do local ativo conduz a producdo de uma subfamilia da classe D com elevada

atividade.%®

As lactamases de classe B utilizam um mecanismo distinto para realizar a hidrélise do
anel B-lactdmico.”® Contém no seu local ativo um dimero de zinco em que os catides
metalicos se encontram coordenados a um grupo hidroxilo, obtido por desprotonacédo de
uma molécula de agua, sendo mais nucleofilico do que esta, permitindo atuar como
substrato direto sem que se forme a acil-enzima. Neste mesmo local ativo, o grupo
hidroxilo reage com o grupo carbonilo do anel -lactamico da p-lactama, gerando uma
estrutura tetraédrica que conduz a formacdo do acido penicildico, desprovido de acédo

antibacteriana. O processo descrito encontra-se representado na Figura 5.3.7%"2
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Figura 5.3. Representacéo do ciclo catalitico das metalo-p-lactamases de classe B.
Adaptado de Walsh CT,Wencewicz TA.%3

A reconstitui¢ao do anel B-lactdmico de quatro membros é energeticamente desfavoravel
e requer o consumo de ATP (adenosina trifosfato), pelo que né&o ocorre a regeneracéo do
mesmo, sendo a abertura do anel P-lactdmico um processo irreversivel. As
penicilinosulfonas (sulbactam e tazobactam) e o clavulanato que inativam as B-lactamases

das classes A, C e D através da reacdo com o grupo hidroxilo do residuo de serina do
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local ativo ndo apresentam qualquer acéo contra as metalo-p-lactamases (B-lactamases de

classe B).”

Foram detetadas inumeras variantes de metalo-B-lactamases. Enquanto umas se
encontram codificadas em cromossomas, outras foram incorporadas em plasmideos sendo

possivel a sua transferéncia entre diferentes espécies bacterianas.”

E provavel que a evolucdo das p-lactamases a partir das transpeptidases tenha gerado
copias dos genes que codificam a enzima f3-lactamase nos cromossomas. No entanto, com
0 passar do tempo essas mesmas cépias acabaram por ser incorporadas em integrdes,
transposdes e plasmideos, 0 que permitiu a sua mobilidade entre diferentes espécies
bacterianas. A presenca de genes que codificam as B-lactamases fornece um enorme

estimulo para a sobrevivéncia de certas bactérias na presenca de antibidticos.*3

A B-lactamase TEM-1 foi isolada pela primeira vez em 1963, a partir de uma estirpe de
E. coli. A B-lactamase produzida por esta estirpe tornou-se posteriormente amplamente

difundida entre a familia Enterobacteriaceae e as espécies Neisseria e Haemophilus.™

A TEM-1 é produzida como uma pré-proteina de 286 residuos de aminoacidos contendo
uma sequéncia N-terminal de 23 residuos que permite direciona-la para o periplasma das
bactérias Gram-negativas onde iré intercetar moléculas de antibiotico que se dirigem aos
seus alvos. Como ja foi mencionado, os alvos moleculares destes antibioticos sdo as PBPs

que se encontram na membrana citoplasmatica junto do peptidoglicano.”

O péptido formado ¢ posteriormente clivado por peptidases durante a deslocacao da [3-
lactamase para o periplasma.5* Dados de 2010 apontam para a existéncia de uma familia
com mais de 170 variantes de TEM, com 1 a 5 residuos substituidos em comparagdo com

a sequéncia da referéncia original.”

Inicialmente a TEM-1 era ativa apenas contra penicilinas e cefalosporinas de primeira
geracdo mas atualmente sabe-se que é capaz de hidrolisar cefamicinas e cefalosporinas
de segunda, terceira e quarta geragdo, monobactamas e também alguns agentes inibidores

das p-lactamases.”

Atualmente, as variantes da TEM-1 sdo classificadas como ESBL. Existem outras
variantes de -lactamases incorporadas em plasmideos, tal como a enzima SHV-1, que

também se dissemina com grande facilidade entre as bactérias e causa resisténcia as -
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lactamas.’® De entre as ESBL mais preocupantes, distingue-se ainda uma familia que

possui cerca de 40 variantes descritas, designada por CTX-M (cefotaximase).*":"":7®

As enzimas pertencentes a esta familia possuem uma rapida acao catalitica, sendo capazes
de realizar entre 2000 a 3000 ciclos cataliticos por segundo e por local ativo, hidrolisando
a cefotaxima (CTX). As enzimas CTX-M apresentam bastantes semelhancas
relativamente as [f-lactamases cromossOmicas encontradas nas espécies Serratia,
Klebsiella e Proteus. Estas lactamases sdo capazes de degradar ndo sé a cefotaxima, mas
também a cefuroxima, a ceftriaxona e a ceftazidima, que representam as cefalosporinas
de segunda e terceira geracao utilizadas no tratamento de infegdes complicadas causadas
pelas bactérias Gram-negativas.*’

No entanto, as CTX-M néo sdo ainda capazes de neutralizar carbapenemos e 7-o-metoxi
cefalosporinas possivelmente devido a diferente orientacdo das juncBes dos anéis
presentes nas estruturas quimicas destes antibidticos, relativamente as penicilinas e as

restantes cefalosporinas.*’

As B-lactamases capazes de hidrolisar carbapanemos foram detetadas em isolados
clinicos e sdo lactamases das classes A ou D. A enzima representativa da classe A é a
carbapenemase KPC-1 de K. pneumoniae.”® Estas P-lactamases acabaram por se
disseminar também nas estirpes de Acinetobacter e nas espécies da familia
Enterobacteriaceae. As carbapenemases KPC-1 sdo capazes de hidrolisar todos os
antibioticos B-lactamicos de largo espectro, incluindo os carbapenemos. Desta forma,
considera-se que atualmente nenhum antibiotico f-lactamico sera eficaz contra um agente
patogénico portador do gene kpc-1, sendo que ja foram encontradas doze variantes deste

gene 80,48

Uma segunda classe de lactamases capazes de neutralizar a acdo dos carbapenemos € a
familia GES (do inglés Guiana-extended-spectrum pg-lactamase ou B-lactamase de
espetro alargado de Guiana), da qual j& foram registadas 22 variantes. Carbapenemases
de classe D, da subfamilia OXA foram ja documentadas em estirpes clinicas de A.

baumannii.8182

Uma metalo- B-lactamase (B-lactamase de classe B) detetada pela primeira vez em Nova
Deli (NDM-1 — Nova Deli metallo-B-lactamase) foi posteriormente disseminada para o
Reino Unido e ndo existem atualmente antibidticos -lactdmicos capazes de erradicar os

agentes patogénicos que expressam o gene que codifica para a NDM-1.83°8

45



5.1.2. Bombas de efluxo
As bombas de efluxo sdo de grande importancia para os agentes patogénicos Gram-
negativos e facilitam o desenvolvimento de resisténcia intrinseca aos farmacos

anibacterianos.®*

As bactérias Gram-negativas sdo capazes de controlar a entrada de antibi6tico e de outras
pequenas moléculas fazendo variar o tamanho e o nimero de porinas presentes nas suas
membranas externas. A variante de OprD (canal que permite a passagem de aminoacidos)
de Pseudomonas é capaz de reduzir o numero de poros presentes na sua membrana,
apresentar porinas com poros mais estreitos ou mesmo uma membrana externa sem
quaisquer poros. Todas estas estratégias permitem reduzir a quantidade de antibi6tico que

é absorvido pela bactéria, mesmo antes de as bombas de efluxo entrarem em ag#o.*¢138

Existem cinco classes de proteinas que evoluiram distintamente e que se inserem nas
membranas bacterianas, funcionando como bombas de efluxo.25%¢ As diferentes classes
de bombas de efluxo sdo as MFS (do inglés major facilitator class ou classe de
facilitadores principais), as RND (do inglés resistance-nodulation-division ou resisténcia-
nodulagéo-diviséo), as SMR (do inglés small multidrug resistance class ou pequena
classe de resisténcia a multiplos farmacos), as MATE (do inglés multidrug and toxin
exclusion ou exclusao de maltiplos farmacos e toxinas) e as ABC (do inglés ATP-binding
cassette ou cassete de ligacdo ao ATP). Muitas vezes, o transporte de ligandos/solutos
através de uma membrana e contra um gradiente de concentracdo, requer energia. As
primeiras quatro classes de bombas de efluxo referidas anteriormente utilizam como forga

motriz o fluxo de protdes na célula contra o gradiente de concentragdo.*®

A distribuicdo assimétrica de protdes atraves das membranas celulares das bactérias é
gerada pelo fluxo de protdes a medida que os eletrdes fluem pelas cadeias respiratorias
das membranas, criando assim uma diferenca de potencial eletroquimico e o consequente
gradiente de protdes. As bombas de efluxo da classe ABC utilizam um mecanismo
distinto, recorrendo a hidrdlise de ATP na face interna da membrana citoplasmatica para
impulsionar o influxo de nutrientes para a célula bem como o efluxo de metabolitos para
0 seu exterior. As cinco classes de bombas de efluxo presentes nas membranas bacterianas
bem como exemplos dos solutos bombeados para 0 meio exterior por cada uma das

classes de bombas de efluxo encontram-se representados na Figura 5.4.13
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Figura 5.4. Representagdo das cinco diferentes classes de bombas de efluxo presentes
nas membranas bacterianas bem como de exemplos de solutos bombeados para o meio
exterior por cada uma das classes de bombas de efluxo. Adaptado de Walsh
CT,Wencewicz TA1®

As bactérias Gram-negativas necessitam de bombas de efluxo que abranjam os trés

compartimentos celulares: a membrana externa, o espaco periplasméatico e membrana

interna ou citoplasmatica.®”® Deste modo, estas bactérias tém que fazer passar 0s

antibidticos através de duas membranas (membrana externa e membrana interna) e

possuem uma bomba de efluxo composta por um complexo de trés proteinas que abrange

a membrana externa, a membrana interna ou citoplasmética e o periplasma tal como
representado na Figura 5.5.4

O componente AcrB encontra-se na membrana interna e o componente TolC encontra-se

na membrana externa. O terceiro componente, AcrA, encontra-se no periplasma e faz a
ligacéo entre o componente AcrB e TolC.1
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Membrana Externa

Membrana Interna

Figura 5.5. Representacdo esquematica de uma bomba de efluxo. Adaptado de Walsh
CT,Wencewicz TA.13

As proteinas da classe RND sdo as que se encontram associadas a membrana
citoplasmatica, existindo também proteinas periplasmaticas que atuam como elementos
de ligacdo as proteinas da membrana externa.®® Estas sdo geralmente proteinas com

estrutura terciaria do tipo barril beta.®8°

As bombas de efluxo do tipo RND podem ser classificadas em trés subgrupos, consoante
a sua especificidade para os respetivos substratos.®® O primeiro subgrupo (CzcA e CnrA)
é responsavel pelo efluxo de metais pesados e o segundo subgrupo (NolFGH) encontra-
se relacionado com a secrec¢do de fatores de nodulacdo. O terceiro subgrupo (Acr, Mex,
e Mtr) representa um conjunto de bombas de efluxo presentes em diferentes bactérias

Gram-negativas e responsaveis pela excrecdo de multiplos farmacos.®*%2

As bombas de efluxo do tipo Acr, Mex e Mtr foram descritas em E. coli, P. aeruginosa e
Neisseria spp, respectivamente. Sd0 compostas por trés proteinas diferentes e o
constituinte principal da bomba de efluxo é uma proteina transmembranar situada na
membrana citoplasmatica.’>% Este sistema possui também uma proteina associada a
membrana externa que se encontra ligada a bomba de efluxo através de um terceiro

componente, designado por proteina de ligacdo peri-plasmatica ou proteina de fusdo da
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membrana.®® O conjunto das trés proteinas forma um canal que permite expulsar

moléculas de antibidtico do citoplasma para o exterior da célula bacteriana.®*

Na pesquisa de compostos com atividade antibiotica, a taxa de sucesso contra as bactérias
Gram-positivas pode ser entre cem a mil vezes superior ao obtido contra bactérias Gram-
negativas tais como P. aeruginosa, K. pneumoniae e E. coli. Este facto pode dever-se a
varias razoes, entre elas a dificuldade dos antibioticos em atravessar as porinas existentes
na membrana externa das bactérias Gram-negativas. As bactérias que apresentam
mutacdes nas bombas de efluxo tripartidas sdo dez a cem vezes mais sensiveis aos
antibioticos, o que demonstra o papel dominante das bombas de efluxo transmembranares

na resisténcia das bactérias Gram-negativas.®

De acordo com o seu papel crucial na importacao de nutrientes e excre¢do de moléculas
indesejadas ou metabolitos, alguns genes que codificam as bombas de efluxo séo
expressos constitutivamente, enquanto que outros sdo expressos apenas em resposta ao

contacto com determinadas moléculas que representem perigo para a célula bacteriana.®*

5.1.3. Modificacdo do alvo intracelular do antibiotico
Outra estratégia adotada pelas bactérias é a modificacdo do alvo intracelular do farmaco
antibacteriano. Deste modo, a estrutura alvo do antibiotico continua a ser funcional e a
desempenhar o seu papel na célula, sendo, no entanto, menos sensivel a a¢cdo do farmaco

antibacteriano.!®

As diferentes modificacdes dos alvos dos antibidticos podem ser analisadas de varias
formas. Uma delas é pela natureza quimica do alvo: o peptidoglicano da parede celular
bacteriana, o cido teicoico, os lipopolissacarideos (LPS), os fosfolipidos da membrana
celular, rRNA (acido ribonucleico ribossémico) ou proteinas com atividades enzimaticas

especificas.'®

Outra classificacdo possivel baseia-se na resposta a classes especificas de antibiéticos,
como a reducdo da carga negativa nos LPS de modo a criar uma barreira eletrostatica as
polimixinas cationicas ou a metilagdo de uma base especifica no rRNA 23S de modo a

diminuir a afinidade deste pelos macrélidos e estreptogramina B.3

Uma terceira classificacdo baseia-se numa comparacao entre (i) mutages nos genes que
codificam uma determinada proteina ou RNA alvo para determinados antibioticos com

(i) modificacdo enzimatica apds producdo e (iii) alteracbes nos intervenientes
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fundamentais de uma linha de montagem. Todos estes fatores entram em jogo em

situagBes especificas de resisténcia bacteriana.'®

Um exemplo especifico € a presenca de mutagdes nas PBPs que provocam uma reducao
na afinidade destas para os antibioticos B-lactdmicos, o que favorece o desenvolvimento

de resisténcias por parte das bactérias a este tipo de farmacos.*>%

5.2.Mecanismos de desenvolvimento de resisténcia as pg-lactamas por parte de

Pseudomonas aeruginosa

A bactéria P. aeruginosa, cuja morfologia se encontra representada na Figura 5.6., € um
importante agente patogénico para 0 Homem e encontra-se entre as bactérias
intrinsecamente mais resistentes aos antibioticos p-lactamicos. E um agente patogénico
Gram-negativo, anaerdbio facultativo. Representa a causa mais comum de infecdes
pulmonares crénicas em pacientes com fibrose cistica.’” P. aeruginosa possui uma
elevada tolerancia ambiental, especialmente no que toca as exigéncias nutricionais e é

conhecida por sobreviver em ambientes bastante diversificados.*

Esta espécie bacteriana possui sideroforos (agentes quelantes de ferro) que atuam na
captacdo de Fe®* e pigmentos que lhe permitem escapar ao sistema imunitario. Estas
bactérias possuem ainda uma grande propensdo para formar biofilmes (células
bacterianas aderentes a uma superficie), o que as torna mais resistentes aos

antibioticos. 190

Figura 5.6. Representacdo da morfologia de Pseudomonas aeruginosa. Pseudomonas
aeruginosa encontra-se representada a castanho na imagem. Fonte: Center for Disease
Control and Prevention.!

Um dos principais objetivos na modificagdo estrutural do nucleo lactamico das diferentes
classes de penicilinas e cefalosporinas, ao longo dos tltimos 40 anos, tem sido a retencéo

e/ou ganho de atividade anti-pseudomonas.
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A bactéria P. aeruginosa possui varias linhas de defesa, possibilitando a sua subsisténcia
mesmo na presenga de antibidticos P-lactamicos. Em primeiro lugar, sendo agentes
patogénicos Gram-negativos, apresentam uma membrana externa que funciona como
barreira e um eficiente conjunto de bombas de efluxo. Para além disso, expressam uma
enzima lactamase cromossomica do tipo C, conhecida por AmpC que € produzida de
modo constitutivo em pequena quantidade mas pode aumentar em 1000 vezes a sua
produgdo na presenga de antibioticos B-lactdmicos. Para além disto, sabe-se que existem
também lactamases codificadas em plasmideos. Ao longo do tempo, cerca de 500
variantes desta lactamase evoluiram e possuem atualmente um espetro mais amplo, sendo
classificadas como ESBL. As metalo-p-lactamases podem também surgir em estirpes de
Pseudomonas spp, constituindo uma ameaca para penicilinas, cefalosporinas,

carbapenemos e monobactamas.

A resisténcia aos antibidticos B-lactamicos ocorre também através de B-lactamases do
tipo encontrado em Klebsiella Pneumoniae carbapenemase (KPC).1%2 Para além disso, a
bactéria P. aeruginosa possui também um sistema de bombas de efluxo.**® P. aeruginosa
possui uma expressdo constitutiva e indutivel de bombas de efluxo do tipo Mex-A, Mex-
X, Mex-C e Mex-E que se unem entre si para formar os complexos MexAB, MexXY,
MexCD e MexEF. Os complexos formados, por sua vez, podem acoplar-se a um dos trés
componentes TolC de P. aeruginosa (OprJ, OprM ou OprN) para formar quatro diferentes
bombas de efluxo tripartidas: MexAB-OprM, MexXY-OprM, MexCD-OprJ ou MexEF-
OprN.8¢ As mutagBes que resultam na perda da porina OprD juntamente com a
estimulacdo da bomba de efluxo MexEF-OprN resultam em resisténcia a

carbapenemos.'%

O aumento da expressao da bomba de efluxo MexAB-OprM confere também resisténcia
a sulfonamidas, antibidticos p-lactamicos, fluoroquinolonas, macrélidos, cloranfenicol e
tetraciclinas. Contudo, existem ainda classes de antibi6ticos que continuam ativas contra
P. aeruginosa, incluindo algumas fluoroquinolonas (ciprofloxacina e levofloxacina),
aminoglicosideos (gentamicina, tobramicina e amicacina), alguns antibioticos f-

lactamicos e polimixinas.1%

A resisténcia por parte de P. aeruginosa face a carbapenemos em combina¢do com a
resisténcia a outros importantes grupos antimicrobianos era bastante comum em muitos
paises europeus em 2016. Esta bactéria é intrinsecamente resistente a maioria dos agentes
antibacterianos e o facto de apresentar resisténcia combinada a multiplos agentes dificulta
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ainda mais o tratamento de infecbes graves. Devido a elevada viruléncia e natureza
omnipresente desta bactéria, esta apresenta-se como um agente patogénico bastante dificil

de controlar em ambientes de satde.*°

5.3. Mecanismos de desenvolvimento de resisténcia as p-lactamas por bactérias

da familia Enterobacteriaceae

Enterobacteriaceae ¢ uma familia de bactérias Gram-negativas anaerobias facultativas e
oportunistas. S&o bactérias bastante conhecidas por apresentarem resisténcia a
antibioticos através de uma extensa variedade de ESBL e carbapenemases (B-lactamases

que degradam carbapenemos), incluindo KPC, OXA e varias MBL.%

A bactéria E. coli € um membro da familia Enterobacteriaceae que, através da
transferéncia horizontal de genes, tem desenvolvido um ndmero muito significativo de

resisténcias.*®

A resisténcia desenvolvida por E. coli é bastante preocupante pois esta bactéria é
responsavel pelas infe¢cbes mais comuns em humanos. Determinadas estirpes
desenvolveram igualmente B-lactamases de largo espetro (ESBL), conferindo uma
crescente resisténcia as cefalosporinas de terceira geragio por toda a Europa.® Apesar de
ser pouco comum, tem-se detetado em varios continentes, a resisténcia em E. coli
associada a uma nova metalo- B-lactamase (NDM-1) de K. pneumoniae que lhe confere
uma ampla resisténcia a todos os antibidticos [B-lactdmicos incluindo

Carbapenemos 105,106,107,108

Klebsiella pneumoniae, cuja morfologia se encontra representada na Figura 5.7., é uma
bactéria Gram-negativa pertencente a familia Enterobacteriaceae, anaerébia facultativa
e oportunista que pode provocar infe¢bes do tipo nosocomial (infecdes associadas aos
cuidados de saude (IACS)) ou adquiridas na comunidade. A infecdo por K. pneumoniae
adquirida na comunidade causa frequentemente pneumonia, existindo uma grande
variedade de outras patologias que podem também ser causadas por esta espécie
bacteriana. Apesar disso e de um modo geral, apenas cerca de 5% dos casos de pneumonia
sdo provocados por K. pneumoniae. Esta espécie apresenta uma grande variedade de f-
lactamases, em particular do tipo ESBL, KPC e NDM-1, sendo que as duas Ultimas tém
sido responsaveis por mdltiplas epidemias e sdo capazes de se disseminarem para

diferentes espécies bacterianas.05199.83
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Figura 5.7. Representacdo da morfologia de Klebsiella pneumoniae observada através
de microscopia eletronica de varrimento. Observam-se duas células de Klebsiella
pneumoniae em interagdo com um neutréfilo humano. Fonte: Microbiology in
pictures.°

A bactéria K. pneumoniae pode apresentar resisténcia face a maultiplas classes de
antibiodticos e essa resisténcia € frequentemente difundida através de plasmideos. Esta

bactéria possui uma B-lactamase de classe A codificada no cromossoma.*

Os carbapenemos resistem frequentemente ao efeito das p-lactamases do tipo ESBL e
aparentemente persistem como uma das poucas opgdes de tratamento face a infecOes de
maior gravidade. No entanto, a emergente resisténcia de K. pneumoniae face aos
carbapenemos mediada por um conjunto de carbapenemases (KPC), apresenta-se como

uma séria ameaca, pela conferéncia de resisténcia a todos os farmacos p-lactamicos.>

As atuais resisténcias face aos carbapenemos sdo bastante preocupantes pois 0s
carabapenemos eram altamente resistentes face & maioria das B-lactamases, sendo
utilizados como farmacos de Gltima linha na terapéutica de infecGes causadas por
bactérias Gram-negativas.’®? Genes que codificam a B-lactamase do tipo NDM-1 foram
encontrados com alguma frequéncia em plasmideos e desde a sua primeira identificacdo

em 2007, tém-se difundido um pouco por todo o0 mundo.%81%

As estirpes produtoras de B-lactamase do tipo NDM-1 apresentam geralmente um elevado
grau de resisténcia, dispondo no entanto, de outros mecanismos de resisténcia, incluindo
também P-lactamases do tipo ESBL.%®! Embora as estirpes de K. pneumoniae
produtoras de p-lactamase do tipo NDM-1 sejam relativamente raras, ap0s a sua
globalizagdo e devido ao seu perfil de elevada resisténcia, devem ser extensamente
monitorizadas.’®® Em 2016 na EU/EEE (Unido Europeia/Espaco Economico Europeu)

mais de um terco (34,5%) dos isolados de K. pneumoniae apresentavam resisténcia a pelo
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menos uma das classes de antimicrobianos sob vigilancia (fluoroguinolonas,
cefalosporinas de terceira geragdo, aminoglicosideos e carbapenemos). A maioria dos
isolados bacterianos resistentes as cefalosporinas de terceira geragcdo apresentaram f-
lactamases do tipo ESBL. A resisténcia desenvolvida por K. pneumoniae continua
problematica, especialmente em alguns paises do Sul e Este do continente Europeu.
Segundo os ultimos dados referentes a 2016, a resisténcia combinada a varias classes de
antibacterianos era bastante comum e a frequéncia de isolados produtores de ESBL era

bastante elevada.>®

5.4.Mecanismos de geracéo de resisténcia as p-lactamas por parte de
Acinetobacter baumannii

O desenvolvimento de resisténcias por parte de Acinetobacter baumannii (Figura 5.8.)
aos farmacos antibacterianos é particularmente perigoso a longo prazo, devido a sua
elevada resisténcia intrinseca e também a aquisicdo de DNA de outras bactérias,
garantindo assim a rapida disseminagao das resisténcias.®*'? Uma pesquisa realizada em
diferentes paises da Europa revelou que existe uma elevada taxa de resisténcia de A.

baumannii face a Carbapenemos e Aminoglicosideos. ™31

Figura 5.8. Coloragdo de Gram da bactéria A. baumannii representada na imagem a
roxo. A seta indica uma célula individual de A. baumannii. Fonte: Howard et al.}*

O género Acinetobacter consiste num grande nimero de espécies que podem ser divididas
em dois diferentes complexos: o complexo A. baumannii, 0 grupo que inclui a maioria
das espécies causadoras de doencas (A. baumannii, A. pittii e A. nosocomialis) e 0

complexo Acinetobacter ndo baumannii, sendo este um grupo menos patogénico.>
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A especie resistente mais comum do complexo A. baumannii € A. baumannii. Esta
bactéria € conhecida pela sua elevada persisténcia ambiental e sofreu uma répida
disseminacdo durante a guerra do Iraque, tendo causado infecdes graves em soldados
feridos. A sua parede celular é particularmente espessa 0 que permite a sua protecao face
a ambientes secos, elevadas temperaturas, variaces de pH e situacdes de escassez
nutricional, sendo capazes de sobreviver até 5 meses em objetos inanimados.*1®1" A fraca
penetracdo de substancias através da membrana e a existéncia de bombas de efluxo faz

de A. baumannii uma espécie altamente resistente a iniimeros antibi6ticos.*®

A sobreproducdo da bomba de efluxo AdeABC causa resisténcia as cefalosporinas,
fluoroquinolonas e a algumas tetraciclinas.!'® Para além disso, estima-se que 30% dos
isolados de A. baumannii produzam um exopolissacarido que auxilia as células na

formacao de biofilmes, contribuindo também para a sua subsisténcia.*°

Existem dois fatores fundamentais que sustentam o desenvolvimento de resisténcia por
parte de A. baumannii. O primeiro fator é a existéncia das bombas de efluxo acima
mencionadas que conferem resisténcia também a agentes desinfetantes & base de amonia.
Outro fator facilitador do desenvolvimento de resisténcias é a presenca de uma grande

variedade de p-lactamases incluindo ESBL e carbapenemases (MBLs e OXAs).116

Estirpes de A. baumannii resistentes a multiplos farmacos antibacterianos sao ja bastante
comuns sendo que mais de 60% das estirpes que provocam IACS sdo resistentes a
multiplos antibidticos, incluindo carbapenemos.*?° Para além disso, esta resisténcia surgiu
num periodo de tempo bastante curto com um aumento superior a 30% de estirpes
resistentes a carbapenemos entre 1995 e 2004, o que coincide com um periodo de rapida
disseminacéo de carbapenemases do tipo OXAs.1?! Durante 0 mesmo periodo de tempo,
a resisténcia a aminoglicosideos, a quinolonas e a associagdo entre f-lactama/inibidor da
B-lactamase piperacilina e tazobactam aumentou também de uma forma constante nesta
bactéria.!'® Na Tabela 2., encontram-se resumidos os mecanismos de desenvolvimento

de resisténcia por parte de cada espécie/familia bacteriana analisada.
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Tabela 2. Mecanismos de desenvolvimento de resisténcia por parte de cada

especie/familia bacteriana analisada.

Espécie/Familia
bacteriana

Mecanismos de desenvolvimento de

resisténcia

Referéncias

P. aeruginosa

Expressao de B-lactamase AmpC;
[-lactamases codificadas em
plasmideos;

Expressdo de metalo-p-lactamases;
Expressao de B-lactamases do tipo
Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC);

Mutacdes que resultam na perda da
porina OprD;

Estimulacdo da bomba de efluxo
MexEF-OprN;

Estimulacéo da bomba de efluxo
MexAB-OprM.

13,102,103

Familia
Enterobacteriaceae

Expressdo de pB-lactamases de largo
espetro (ESBL);

Expressdo de pB-lactamase do tipo KPC;
Expressdo de B-lactamases do tipo
OXAs;

Expressao de B-lactamases do tipo
MBLs;

Expresséo de uma nova metalo- -
lactamase (NDM-1) de K. pneumoniae.

104,108

K. pneumoniae

Expressao de -lactamases de largo
espetro (ESBL);

Expressdo de pB-lactamase do tipo KPC;
Expressdo de uma nova metalo- -
lactamase (NDM-1).

83

Acinetobacter
baumannii

Expressao de -lactamases de largo
espetro (ESBL);

Expressdo de B-lactamases do tipo
MBLs;

Expressao de p-lactamases do tipo
OXAs;

Estimulacdo da bomba de efluxo
AdeABC;

Producdo de um exopolissacarido que
auxilia na formacéo de biofilmes.

116,119
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5.5. Estratégias que permitem minimizar o desenvolvimento de resisténcias

face a cefalosporinas e carbapenemos

Os avancos médicos e cientificos dos Gltimos anos dependem também da utilizacdo de
medicamentos anti-infeciosos. As consequéncias da resisténcia antimicrobiana sdo o
aumento da morbilidade, da mortalidade e a complicacdo das doengas. As consequéncias
econdmicas incluem ainda a perda de produtividade (perda de rendimento, diminuicao da
produtividade do trabalhador) e o aumento dos custos relacionados com o diagndéstico e
tratamento.>! As estratégias que permitem minimizar o desenvolvimento de resisténcias
face a cefalosporinas e carbapenemos sdo: i) Utilizacdo responsavel dos antibidticos; ii)
Educacdo da populacdo acerca do wuso responsavel dos antibidticos; iii)
Pesquisa/desenvolvimento de novos antibidticos e reutilizacdo de antigos antibio6ticos aos
quais se registou no passado resisténcia, mas atualmente as estirpes bacterianas sdo
suscetiveis, bem como avaliar a utilizacdo de possiveis combinac¢@es de antibioticos; iv)
Utilizacdo de probidticos como medida de prevencdo face as infegdes bacterianas e v)

Utilizacdo de bacteridfagos na terapéutica de infecdes bacterianas.1?123124.125

Uma vigilancia da resisténcia bacteriana e da utilizacéo de antibacterianos é fundamental
para orientar as decisbes a tomar e avaliar as acdes realizadas para promover 0 uso
adequado dos antibioticos. A utilizacdo racional e regulamentacdo do uso de antibioticos
€ necessaria sendo imprescindivel reduzir o consumo excessivo de agentes
antibacterianos, havendo no entanto, grandes variagdes no grau de implementacdo deste
tipo de intervengdes nos sistemas de salde dos diferentes paises. Implementar um sistema
que promova 0 uso adequado de antibioticos requer uma abordagem de todo o sistema
cuja responsabilidade final recai sobre os governos de cada pais. E, portanto necessario
que exista uma regulamentacdo que garanta ndo s6 a qualidade dos antibi6ticos, mas
também o controlo da prescricdo e dispensa deste tipo de farmacos. Esta abordagem
devera envolver ativamente toda a populacdo e os profissionais de saude, sensibilizando

e capacitando todas as partes envolvidas.>*

Outro aspeto fundamental é a prevencéo e controlo de infecdes. E sabido que o ambiente
hospitalar favorece o aparecimento e disseminacao de microrganismos resistentes, motivo
pelo qual devem ser implementadas medidas de prevencao e de controlo de infecdo. Estas
medidas exigem o envolvimento das estruturas organizacionais e dos recursos humanos
envolvidos na implementacdo de diretrizes e protocolos. A OMS tem liderado e
coordenado a criacdo e implementacéo de orientacOes acerca da prevencao e controlo de
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infecdes. Todavia, existem ainda diferengas consideraveis entre os diferentes paises ou
entre regides do mesmo pais, na forma como estas orientacfes sdo postas em préatica. O
préximo passo no sentido da implementagdo destas normas de forma mais uniforme nos
diferentes paises seria através da realizacdo de um estudo de situacdo que ajude a definir
0 cenario no que toca a prevencao e controlo de infecdes. Assim, desenvolver-se-iam
estratégias adequadas e concertadas que poderiam conduzir a uma melhoria progressiva
dos resultados alcancados nas diferentes regides.>:

O estudo e desenvolvimento de novos farmacos antimicrobianos ocorre a um ritmo
bastante lento e ndo acompanha as crescentes exigéncias geradas pela rapida evolugéo e
disseminacdo da resisténcia bacteriana. Deste modo, é de extrema importancia o estudo e
desenvolvimento de estratégias e tecnologias inovadoras, que envolvam equipas
multidisciplinares, incorporando as vertentes cientifica e financeira, de forma a reverter a
escassez de novos antibidticos e outros produtos que permitam o combate a resisténcia
antimicrobiana.>! Nos Gltimos anos tem vindo a estudar-se a possibilidade de se voltar a
utilizar antigos antibidticos aos quais ja se registou resisténcia bacteriana no passado, mas
que atualmente séo eficazes contra determinadas estirpes bacterianas. Outra op¢do em
estudo € a possibilidade de combinar diferentes substancias antibacterianas de modo a
obter um efeito sinérgico no combate as bactérias causadoras de infecdes.!?

A utilizacdo de probidticos permite também a prevencado de infe¢des, reduzindo assim a
necessidade de recorrer aos farmacos antibacterianos. Por fim, tem sido também estudada
a utilizagio de bacteriéfagos na terapéutica de infecdes bacterianas.?412°

5.5.1. Utilizacdo de bacteriofagos na terapéutica de infecdes bacterianas
A terapéutica com fagos utiliza virus capazes de infetar bactérias (bacteriéfagos) para
tratar infecBes bacterianas. A decadéncia registada na eficdcia dos farmacos
antibacterianos tem dado lugar a um crescente interesse acerca do potencial desta préatica

inovadora.1

Os fagos sé@o seres acelulares extremamente simples, embora bastante diversos. Sao
constituidos por DNA ou RNA (&cido ribonucleico), localizado dentro de um capsideo
proteico com forma icosaédrica coberto por um envelope ou podem ser nus, contendo
apenas 0 material genético envolto no capsideo. Como parasitas bacterianos, sé@o
incapazes de se reproduzir de forma independente da célula bacteriana hospedeira e sdo

incapazes de sobreviver sem a mesma. Os fagos ligam-se a recetores especificos na
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superficie da célula bacteriana injetando o seu material genético na célula hospedeira e
integrando-o no genoma da bactéria. A sua reproducéo da-se verticalmente da célula-mae
para célula-filha (ciclo lisogénico) até que o ciclo litico (lise celular e libertacdo de fagos)
seja iniciado ou podem apoderar-se da maquinaria de replicacdo da célula hospedeira de
modo a produzir uma nova geracao de fagos, o que conduz a lise da célula bacteriana. A
existéncia de um certo nimero de fagos no interior da célula bacteriana, que pode variar
entre apenas alguns até mais de 1000 fagos e dependendo também de fatores ambientais,
faz com que as proteinas responsaveis pela lise se tornem ativas e hidrolisem a parede
celular de peptidoglicano das bactérias. Por sua vez, a lise da célula bacteriana ira libertar
uma determinada quantidade de fagos que irdo infetar outras bactérias adjacentes e iniciar

um novo ciclo litico.127.128

A maioria dos fagos sdo capazes de infetar apenas as bactérias que possuem um recetor
complementar ao seu na sua superficie, o que de certa forma, determina o espetro de acao
dos fagos.'?® As bactérias tém desenvolvido numerosos mecanismos para resistir a lise
provocada pelos fagos mas, apesar disso, os fagos tém igualmente demonstrado uma

grande variedade de mecanismos para reverter essa resisténcia.**

Os fagos podem ocasionalmente transferir material genético, que se encontre adjacente
ao local onde inseriram o seu genoma, de uma bactéria para outra, num fendmeno
chamado de transducéo ja referido anteriormente. Desta forma, sabe-se que os fagos sdo
responsaveis, em parte, pela transferéncia de genes entre bactérias.’®* Apesar deste
processo possibilitar a transferéncia de genes que confiram resisténcia aos antibioticos
entre diferentes bactérias, podera também ser visto como uma oportunidade de utilizar os
fagos na terapéutica através da transferéncia de genes que tornem as bactérias mais
suscetiveis aos antibidticos.’® Os bacteriofagos sdo capazes de tratar ou prevenir
doencas, restaurando, corrigindo ou modificando funcdes fisiologicas através de acdes
farmacoldgicas, imunoldgicas ou metabdlicas. Sdo capazes de restaurar as funcdes
fisioldgicas normais e a microbiota endémica natural, pois conseguem exercer controlo
sobre 0s agentes patogénicos presentes. Noutras situacdes em que existem diferentes
espeécies bacterianas envolvidas, os bacteriéfagos sdo capazes de atacar uma espécie em
particular, excluindo-a, reequilibrando o ecossistema e agindo como agentes antibidticos.
Por outro lado, os bacteriéfagos sdo também capazes de estimular o sistema imunitario e

possuem capacidade de suprimir a inflamag&o causada pela infe¢éo bacteriana.!3
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Existem ainda poucas evidéncias relativamente a melhor via para administracdo dos
bacteridfagos. No entanto, a sua aplicacéo topica e administracao oral ndo parecem causar
problemas. A forma de administracdo preferencial é, no entanto, a via intra-peritonial ou
intramuscular, sendo os bacteri6fagos posteriormente libertados na corrente sanguinea de
forma gradual. Desta forma, o sistema imunitario sera muito menos estimulado a reagir
face a presenca dos bacteri6fagos do que quando estes sdo injetados por exemplo, por via
intravenosa. Uma outra forma de mascarar a presenca dos bacteriofagos para que estes
ndo sejam eliminados pelo sistema imunitario é revesti-los com outras moléculas a sua

superficie, para que nio sejam reconhecidos pelo sistema imunitario.**

Devido a especificidade para determinado tipo de bactérias, este tipo de terapia apresenta
um espetro de acdo bastante limitado e ira afetar apenas uma espécie em especifico, de
entre todas as espécies possivelmente existentes no organismo humano. Assim, ao
contrario dos farmacos antimicrobianos convencionais, apenas sdo destruidas as espécies
alvo, mantendo o microbioma natural do hospedeiro e causando muito menos efeitos
adversos.’®* Aspetos como a dose ideal, via de administracdo, frequéncia de
administracdo e duracdo do tratamento necessitam ser ainda bem definidos antes de
iniciar ensaios clinicos. A principal desvantagem da terapéutica recorrendo aos
bacteridfagos é a necessidade de determinar qual o microrganismo causador da infecéo.
Existe entdo necessidade de recolha de uma amostra bioldgica e posterior isolamento e
cultivo, de modo a identificar qual o agente causador da infecdo para proceder a escolha
do bacteri6fago mais adequado a utilizar no combate a infecdo. De forma a contornar este
obstéaculo é também possivel administrar ao paciente uma mistura de fagos previamente
preparada a partir de bactérias especificas. Por outro lado, quando nenhuma mistura de
fagos se mostra ativa contra o0 agente patogénico em causa, sera necessario utilizar fagos

mais adequados e que podem ser encontrados no ambiente.?

Outra desvantagem da terapia utilizando bacteri6fagos esta relacionada com a capacidade
dos bacteriéfagos em transferir informagdo genética de uma bactéria para outra. Ao
transferir material genético para uma bactéria, pode transferir-se fatores de viruléncia ou
determinantes patogénicas, conferindo uma maior patogenicidade e/ou resisténcia a
bactéria.'*>136:137 Neste caso é preferivel a utilizacdo de fagos que ndo sejam capazes de
empacotar DNA que pertenca ao hospedeiro ou fagos que ndo utilizem DNA do

hospedeiro para sintetizar o seu proprio DNA.8
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Face ao exposto e apesar das aparentes vantagens relacionadas com a utilizacdo de
bacteriéfagos no tratamento de infecBes causadas por bactérias, sdo necessarios estudos
adicionais de forma a assegurar a seguranca deste tipo de terapéutica.!3®
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6. Conclusao

Face a crescente ameaca da resisténcia bacteriana e a escassez de novas alternativas que
permitam contorna-la, é extremamente urgente a adocao de medidas que permitam travar

o desenvolvimento de resisténcias.

Para tal, é necessario ndo so o envolvimento dos profissionais de saide como médicos,
enfermeiros e farmacéuticos, mas também da populacdo em geral e até mesmo dos
governantes. E de fulcral importancia a adogdo de medidas de caracter preventivo,
evitando a propagacdo de infegdes, mas também a educagdo/sensibilizacdo da populagéo
para este tema, sendo de extrema importancia o papel do farmacéutico neste ambito. Em
farmacia comunitaria, a proximidade com a populacdo permite-lhe racionalizar o uso dos
antibiodticos, fornecendo informagfes sobre a correta administracdo dos mesmos,
garantindo o cumprimento da terapéutica prescrita e consciencializando para a
necessidade de uma avaliacdo médica para posterior prescricdo dos antibioticos mais
adequados a cada quadro clinico. O farmacéutico pode ainda integrar comissdes
especificas em unidades hospitalares contribuindo para 0
desenvolvimento/implementacdo de medidas que ajudem a travar o desenvolvimento de
resisténcias bacterianas. Num outro contexto, o farmacéutico pode ainda contribuir para
0 estudo dos mecanismos de desenvolvimento de resisténcias e investigacdo de novas
alternativas ao uso dos antibidticos convencionais, que permitam contornar o
desenvolvimento de resisténcia. Para tal, deve proceder-se ao estudo de substancias de
origem natural associado a busca de novos antibi6ticos com mecanismos de acao distintos
dos que ja existem. A chave para contornar o problema da resisténcia bacteriana parece
estar na mudanca. Tal como as bactérias mudam para se adaptar e resistir ao mecanismo
de acdo dos antibidticos, também o Homem terd que mudar a forma como combate a
infecdo por estas provocada. Para tal, sera necessario o desenvolvimento de novos
farmacos com distintos mecanismos de acdo que permitam fazer frente ao
desenvolvimento de resisténcias por parte das bactérias. De fato, nos ultimos anos, tem
sido desenvolvido um numero bastante reduzido de novas moléculas que permitam
contrariar as resisténcias geradas aos antibidticos utilizados, pelo que o investimento

neste sentido deve ser reforcado.
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