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Resisténcia a Farmacos

» E Problema Grave?
> Principalmente em Hospitais
> Surgimento de cepas Multiresistentes

» Como 0Ss organismos se tornaram resistentes ?

» Como eles transferem a sua resiténcia a outros
organismos?




Agentes Antimicrobianos por Agentes
Quimicos

\

Compostos Quimicos

— ¥ T

Naturais Semi-sintéticos Sintéticos

4

Seletivos ou nao seletivos — Toxicidade Seletiva

4

_ Bacteriostatic Total cell count . Bacteriocidal T e e _ Bacteriolytic
Q Q / Q
€ € €
=z -z -z Total cell count
= Viable cell count = =
3 3 3
o o Viable o J
3 - cell count — Viable
cell count

Time Time Time

AL




Agentes Antimicrobianos

Antimicrobianos Patogénicos

N

Uso Externo Usado in vivo
-controle de doencas inffeciosas

» Esterilizantes Qs
 Desinfetantes * Antibioticos

« Sanitizantes
» Antissépticos




Relembrar, como os Antibioéticos
Funcionam em Organismos Procarioéticos?
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Resisténcia era Esperada?

Inactivation of Antibiotics and the
Dissemination of Resistance Genes

Julian Davies 1994

When antibiotics were first introduced in
the 1950s for the treatment of common
microbial infections, the bacterial geneti-
cists of the day suggested that the develop-
ment of antibiotic resistance during therapy
was unlikely because the frequency of mu-
tation to resistance in bacteria was too low.

In 1940, several years before the intro-
duction of penicillin into clinical practice,
Abraham and Chain (1) identified a bacte-
rial enzyme that catalyzed the hydrolysis of
the B-lactam ring of the antibiotic and
eliminated its antibacterial activity, and

Enterobacteriaceae such as Escherichia coli
or Salmonella typhimurium, and although
spontaneous mutants resistant to strepto-
mycin (the most studied antibiotic at the
time) could be isolated, they were found to
occur at frequencies of 10~° or less per
bacterial generation. Under these circum-
stances the development of antibiotic-resis-
tant strains during therapy was unlikely to
be a serious clinical problem. These studies

be a serious clinical problem. These studies
could not have anticipated the wide variety
of resistance mechanisms nor the possibility
that genes encoding resistance to antibiot-
ics would be carried by autonomously rep-
licating transferable elements called resis-
tance plasmids (R plasmids).



Resisténcia

» Capacidade adquirida de resistir aos efeitos de um
agente quimioterapico, normalmente é sensivel

» Como eles adquiriram:

- Desenvolver mecanismos para se proteger do proprio
antibiotico que ele sintetizou:

¢ "\

- Neutralizar Destruir

- Esta pode ter sido a origem de genes codificadores de
resisténcia a antibioticos

- Esses genes podem ser disseminados (transferéncia
horizontal)

- Adquirir por transferéncia horizontal de outro organismo




Mecanismos de Resisténcia
Existem 6 Mecanismos Principais de Resisténcias

1. Naturalmente resistentes
- Organismos desprovidos da estrutura inibida pelo
antibiotico
« Micoplasmas (desprovidos de parede celular) - resistente a
penicilina

2. Antibiotico é Impermeavel
- A maioria das bactérias G- sao impermeaveis a penicilina
G e a platensimicina




2 . Alteracao na permeabilidade de
membrana

B-lactamicos
Aminoglicosideos
Quinolonas




Resistencia Mediada por Alteracao de Permeabilidade

Porina alterada B-lactamico Membrana
Externa

Membrana
Interna

PBP Sintese
peptidioglicana

Peptidioglicana



Penicilina inibe a Sintese da Parede
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2 . Alteracao na permeabilidade de
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Mecanismos de Resisténcia

3. Modifica o Antibiotico para uma forma Inativa

- Varios estafilococos contém p-lactamases, enzima
que cliva o anel B-lactamico da maioria das
penicilinas




3. Resisténcia Mediada por Alteracao no Farmaco

Porinas B-lactamico Membrana
(canais) ‘ Inibidores da sintese da parede ceIuIaEXterna

Membrana
Interna

PBP Sintese
peptidioglicana

Peptidiog"cana PBP: Penicillin binding Protein

Transpeptidacao - ligacao cruzada de
duas cadeias peptidicas ligadas ao
glicano



a. Resisténcia mediada por p-lactamases

(canais) Externa

Porinas - B-lactamico Membrana

\

- B-lactamase I I
4 .
-‘ ¢ /

AT e
\</
2

PBP Sintese
peptidioglicana

Peptidioglicana



Penicilina Inibe a Sintese da Parede
Celular
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Ultrahigh Resolution Structure of a Class A
B-Lactamase: On the Mechanism and Specificity of
the Extended-spectrum SHV-2 Enzyme

J. Mol. Biol. (2003) 328, 289-301

Michiyoshi Nukaga', Kayoko Mayama', Andrea M. Hujer?
Robert A. Bonomo? and James R. Knox'*

cephalosporins.'* The enzymes are grouped into OH Q@ H
four classes (A to D) on the basis of amino acid RCN S R1_C—N7_|/S
sequences.” All B-lactamases except the zinc-con- 7] ) E
taining class B enzymes are serine-reactive hydro- LN 2 Ro Ser-O —C HN Z R ”
lases that act via an acyl intermediate: o0-"0 O 0=0

QH

The clinically prevalent SHV-1 and TEM-1 R~C-N S
enzymes are class A B-lactamases from which 43
P .50 H20
and 115 variants, respectively, have appearedi.” . HO_(P N -~
/
H Ro
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Resisténcia Mediada por Enzimas Inativadoras

B-lactamases

Penicilinas Cefalosporinas > Classe A ou grupo Il:
o 5 hidrolisam penicilinas e
I cefalosporinas
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(0] . .
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» Grupo IV: hidrolisam penicilina

IMPORTANTE: B-lactamases de amplo espectro ou espectro estendido
(ESBL - Extended Spectrum B-lactamases) - hidrolizar penicilinas,
cefalosporina de amplo espectro e monobactams
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b. Resisténcia Mediada por Enzimas Inativadoras
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Mecanismos de Resisténcia

4. Modificar o alvo do antibiotico

> Mutacobes no sitio de interacdo ao farmaco
ex. subunidade beta da RNA polimerase que é inibida
pela rifampicina

5. Desenvolve uma wa b/oqu1m/ca resistente

intese de acido folico
<;>»302NH2 HZNQCOOH

conseguem captar o

(a) Sulfanilamid (b) p-Aminobenzoic acid |
\ Os primeiros analogos de fatores de
crescimento, amplamente utilisado
/J\IA/ CH2 para inibir o crescimento bacteriano
Jelele
:r HN -

CH, A sulfa mais simples
CH, E andlogo do 4c. p-aminobenzoico,
cooH € um pre-cursor do ac. folico,
(c) Folic acidFator de crescimento inibindo a sintese de acidos

DR T Ty nhucléicos




Mecanismos de Resisténcia

6. Bombear para fora o antibiotico (efluxo)




Mecanismo de Resisténcia por Sistema de Efluxo

Antibistico @ O @
00 O

« Aumento da sintese destas bombas de

efluxo

« Sistemas de multiplos componentes de

membrana;
« Transporte de substratos para fora da Bomba de
célula: efluxo

 Transporte ativo;

Ex: Transportadores do tipo ABC.
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Mecanismo de Resisténcia Baseado no Efluxo da Familia

RND
Canal de Membrana , H Antibiotico
Externa
Membrana
Externa

Proteina
Acessoria Periplasm
a
Membrana
Citoplasmati
ca

Transportador
de Efluxo




Exemplos de resisténcia bacterianas
aos antibioticos

Table 26.8 Bacterial resistance to antibiotics

Resistance mechanism Antibiotic ¢ esent in:

Reduced permeability Penicillins

RN CH, 1eruginosa

H S
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0= ! {~COOH
I H

Phosphorylation
Adenylation B-Lactamase
Streptomycin Penicillin
i
H é —CHCl,
H N H
é | |
2ON I (|3 (ll OH
HO H H /
Acetylatlon

Chloramphenicol
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[ Origem da Resisténcia a Antibié\ticos }




Aspectos Relacionados a Resisténcia aos
Antibioticos em Bactérias

% Origem da Resisténcia
4 resisténcia cromossomal

4 resisténcia plasmideal

* Mecanismos de transmissao

4+ transmissao vertical
4 transmissao horizontal




Cepas Bacterianas Isoladas a partir de
Espécimes Clinicos

» Os genes de resisténcia estao frequentemente
em plasmideos R e nao no cromossomo

Tn21 -
mer R/ e
genes N
ANH S. CH,
CH,
H ommu
f |
Phosphongdation
Adernylation _P-lactemase
Y100 \Tn9 F— Pecicli
0
(94281bp) H, /B. CHCL,
H N H
Resistance genes: 20N clﬂ-é-r%—qu
HO H H
B Mercury /
[ Sulfonamide \Acemuzion

I Multidrug (defective) Chloramphenicol
B Aminoglycosides /
B Chloramphenicol Estreptoicina, neomicina, kanamicina,
/ M Tetracycline espectinomicina
Tni10 -Estruturas similares

M -Enzima que as fosforilam e as inativam



Origem dos Plasmideos de Resisténcia

» Ja existia o plasmideo R antes da era dos
antibioticos

» Uma linhagem de E. coli congelada e desidratada
em 1946 continha um plasmideo R com
resisténcia a tetraciclina e estreptomicina

» Estes antibioticos foram usados anos mais tarde

» Foram identificados genes de resisténcia a
penicilinas em plasmideos R antes da penicilina
ser sintetizada




Origem dos Plasmideos de Resisténcia

Table 3. Resistance to some clinically useful antibiotics in their producing organisms. In a number;

of cases, strains have multiple resistance mechanisms for the antibiotic formed (70). Str.%
Streptomyces. a
Producing strain Antibiotic Reg:t::ce Mechanism %1
M
Str. capreolus Capreomycin cph, cac Phosphotransferase,
acetyltransferase
Nocardia lactamdurans Cephamycin — B-lactamase (?)*f
Str. venezuelae Chloramphenicol —_ Hydrolaset
Str. erythreus Erythromycin erm Target modification
(ribosome) —
Str. fradiae Fosfomycin fos Glutathione adduct (?)¥
Micromonospora Gentamicin grm Target modification 2
purpurea (ribosome) n
Str. kanamyceticus Kanamycin aac N-Acetyltransferase -
Str. antibioticus Oleandomycin mgt Glycosyltransferase
Str. griseus Streptomycin aph O-Phosphotransferase
Str. rimosus Tetracycline otrA, otrB Efflux, resistant
translation system
Str. tenebrarius Tobramycin aac, kgm, kam Acetyltransferase, target
modification
(ribosome)
Str. vinaceus Viomycin vph Phosphotransferase S

*It is noteworthy that the large majority of streptomycetes produce B-lactamases, although they do not (apparently)
make B-lactams. tEvidence that these are true self-protection mechanisms in the producing organisms is not
yet available. tAlthough the organism producing chloramphenicol does not make chloramphenicol acetyl-
transferase, a number of non—chloramphenicol-producing streptomycetes are known to make the enzyme.

B \ A\ A\ \\\\ A




Plasmideos de Resisténcia

g0 F Plasmid

100 kb

- T10

70

oy

Pergunta:
Pode um plasmideo nao-conjugativo que carrega genes de

resisténcia a antibidticos ser conjugado a outras bactérias?




Plasmideo de resisténcia ex. R100

Funcao de replicacao

tra

Codifica
varios genes
envolvidos
n a
transferéncia
do plasmideo

mer
genes
sull—
A(}(?(‘E/ |
aadAl

cat

R100
(94281bp)

" Resistance genes:

Origem de

ATn9 R .
/ transferéncia
conjugativa

B Mercury
[ Sulfonamide

I Multidrug (defective)
B Aminoglycosides

B Chloramphenicol
B Tetracycline

Tet esta dentro do transposon tn10

Multidrug Resistance in Bacteria, Hiroshi Nikaido



Transmissao Horizontal

a Bacterial transformation

Release of
' DNA
.1. /\
Donor cell Antibiotic- Recipient cell

resistance gene




Transmissao horizontal da resisténcia
bacteriana
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Testes Clinicos de Cepas Bacterianas
isoladas a partir de Espécimes Clinicos

» Ampla resisténcia aos antibioticos atuais
» Continuo surgimento de novas cepas resistentes
» Faz dois testes

MIC-
Concentragéo m|'nima de antibiético

Difusdo em dgar [

Nutrient Inoculate plate with
agar plate\ a liquid culture of

a test organism

Minimum

inhibitory
concentration

g N —

l | Incubate for 24-48 hl

T. D. Broeck

"::Liijj;‘;\ Test organism shows
S ceptibility to some g nts,
d ated by inhi b tion of
! bacterial growth aaaaa d

bactarial growth sround. [ant|b|6t|co]




Em laboratorio - Cepas resistentes podem
ser isoladas a partir de linhagens

sensiveis

» Seleciona colonias resistentes

» Essa resisténcia é devido a mutacdes (cromossomo) no alvo
do farmaco (ex. Subunidade beta da RNA polimerase)

Colonias resistentes




Alguns Fatores que Favorecem a
Disseminacao dos Plasmideos R

» Uso extensivo de antibiotico:
- Medicina
> Veterinaria

> Agricultura
Pacientes diarréicos

» Uso inadequado € o princi
problema

80

Streptomycin
Tetracycline

60
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w
™
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- IS = E
> Uso excessivo g g s \
K7 w C
Ve [] Ve L] '-g p—d
- Pratica Clinica ;% § B < a3
g |§ = ] g
g 20 g % % x\
20% necessario 80% prescritos a & i g
5
, '} 1.
60% ndo seriam necessarios 20 80 100 125 150



Alguns fatores que favorecem a
disseminacao dos plasmideos R

» Uso inadequado € o principal problema

> Doses prescritam o
. Ndo sdo corretas para 50% dos casos
- Duracao do tratamento~

- Utilizacdo de doses subletais por um periodo de
tempo inadequado

- Conjunto com desobediéncia do paciente

- Varios param o tratamento logo que sentem melhoras
- Ex. Surgimento da cepa de tuberculose resistentes a
isoniazida ( tratamento de 6 - 9 meses)




Cada vez mais, O tipo de antibiotica para o
tratamento de uma infeccao tem que ser mudado

» Exemplo classico € o tratamento da N. gonorrhoeae -
causa aonorreia - doenca sexualmente transmissivel

4]
@ 9 )
§ 5 § 16 B Men who have sex with men
B IS I Heterosexual men
§ 7 § 14 I Women
. o))
5 0 2"
2 5 2 10
@ 3
B o4 5 8
= E .
- (0]
; 2 2 4
g -
€ 1 g 2
2 ®
o 0 £ 0
1981 1983 1985 1987 1989 a New York, NY General
1980 1982 1984 1986 1988 1990 % population
Year .
() Comecou a usar fluoroquinolona
Posteriorme nao respondia a homosexuais

Antes de 1940-1980, a penicila em NY
era o tratamento utilizado Mudou para ceftriaxona.

A cada ano o tratamento e atualizado para
controlar o surgiment o de cepas resistentes




Uso Indiscriminado e nao Medicinal é
um Problema Grave

» Uso na agricultura

- Como suplemento de racdes animais
- Substancias promotoras de crescimento
- Para impedir surgimento de doencas

- Tratamento de infeccoes

050% dos antibioticos produzidos sao para fins na
agropecuaria

» Uso na aquicultura (criacao de peixes)
Na producao de frutas




Uso indiscriminado e nao medicinal é
um problema grave

» Suprimentos alimentares (alta dose de antibioticos) -
promotoras de crescimento/profilaticos

- Muita frequéncia
> Longos periodos de tempo

- Fonte de surtos de infeccoes alimentares (selecao de
patdgenos resistentes)

Ex:
. Uso de fluoroquinolonas - antibiotico de amplo espectro - tem
sido usado a 20 anos na agricultura - como promotor de
crescimento e profilaticos (medida preventiva a enfermidade)

« Transmissao por alimentos de Campylobacter jejuni resistente a
fluoroquinolonas usada como suplemento alimentar em aves para
evitar doencas respiratorias




Patogenos Resistentes

» Todos 0s microorganismos patogénicos
desenvolverao resisténcia a Alaum
Antibiotico Candida albicans--«-»

Acinetobacter spp.--»

Gram-negative Enterococcus faecalis* ====---»
] 222:52::2:2/ Streptococcus pneumoniae. -===--- -
Fungus Haemophilus ducreyi -===-======-- .
Salmonella typhi-================- -
. . , Haemophilus influenzag .—=---=caccaceau-- >
A maioria dos patdégenos Neisseria gonomThoeae ~—m---wmmemswmeme- .
sao resistentes a SUlfaS e Pseudomonas 2eruginosa* ====-===mm=-=-======= -
a penicilina e i
Shigella dysenteriag-========m=mememmmcecaman-"-. >
Shigella Spp.-=============cesmmmec e ——— e —————- >
OS prlmEIFOS farmaCOS Other gram-negative rods ==============scemmuenaaan=- >
utilizados (depois 1950) SIEpIlocaceUS BUrRUS smmmmmmm e . o
\\\ \ 1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

' Year







Problema da Resisténcia a Antibioticos

Até o presente, a maioria das infecgcdes seguem respondendo aos

tratamentos padrdo com antibidticos.

Entretanto,

Aumento crescente no numero de cepas resistentes

|

Uso de antibidoticos mais caros e mais toxicos

|

Aumento do tempo de infeccao

|

Aumento no custo do tratamento




Problemas Graves

Em Infeccdes Nosocomiais: Adquiridas em Hospitais

=l Methicillin resistance
=i~ Vancomycin resistance
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Acinetobacter baumannii




Metodos para reduzir o problema de
resisténcia

» Uso de doses altas e em um periodo adequado para
ndao favorecer o surgimento de cepas mutantes
resistentes

» Uso combinado de dois antibioticos nao relacionados

» Antibiotico combinado - antibiotico combinado com
um inibidor da enzima que causa a resisténcia. Ex.
Ampicilina + inibidor da betalactamase

» Alguns estudos sugerem que a resisténcia a um
determinado antibiotico pode ser perdida
(sensibilidade é revertida apos alguns anos) - poderia
interromper e depois de alguns anos usar novamente
0 mesmo antibiotico

» Desenvolver novos farmacos




Desenhos de Novos Farmacos

» Construcao de analogos de agentes ja
existentes

» Descoberta de novos farmacos

» Desenho de novas drogas (SBDD) -
desenvolvimento computacional




Construcao de Analogos de Agentes ja
Existentes

» Imitacoes estruturais de antibidticos ja
existentes
- Boa estratégia porque a acao é comprovada
- Faz pequenas modificacdes estruturais

[ “ -
- Deixa de ser “vis |
- Pode otimizar:
- Solubilidade ] e <ub
o ocais de substituicoes
- Afinidade Criar varios analogos
Tetracycline analog Ry R, R, Ry
Tetracycline H OH CH; H
7-Chlortetracycline H OH CH, ClI
(aureomycin)
5-Oxytetracycline OH OH CH; H
(terramycin)

Figure 26.23 Tetracycline. The structure of tetracycline and its
semisynthetic analogs.




Exemplos de Analogos Construidos

N-Acyl R=¢
- rou
yigoup Il
F 3
N-Acyl group
OCHz
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Benzylpenicillin
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Methicillin
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Figure 26.30 Vancomycin. Intermediate drug resistance to the parent
structure of vancomycin has developed in recent years. However, modifi-
cation at the position shown in red by substitution of a methylene (= CH,)

group for the carbonyl oxygen restores much of the lostactivity.
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Desenvolvimento de novas drogas:
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Sulfa drugs
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