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Tendo como base o principio darwiniano de sobrevivéncia do mais apto, a preservagdo e o pre-
dominio das diferentes espécies microbianas, que colonizam os diversos nichos ecoldgicos, tém sido
governados pela versatilidade metabdlica que lhes permite viver nas mais diversas condi¢des ambientais
(Capitulos 3 e 4). Além disso, sdo capazes de produzir substancias cujas atividades matam outros micror-
ganismos (microbiocidas) ou inibem o seu crescimento (microbiostaticas). Esses compostos incluem os
antibidticos e bacteriocinas, além de outras substancias.

Considerando-se a condigdo laboratorial em que um meio de cultura liquido ¢ inoculado com
solo — ambiente que abriga a maior parte de bactérias e fungos produtores de antibiéticos —, rapida-
mente as diferentes populagdes entram em fase estaciondria pela alta e rapida demanda alimentar. Essa
condi¢do de caréncia nutricional ou de inadequa¢ao ambiental estimula as espécies mais aptas a pro-
dugio de metabolitos secunddrios, como bacteriocinas e antibidticos, com a finalidade de se perpetuar.

10.1 Metabolitos secundarios: antibioticos,
bacteriocinas e quimioterapicos

Metabolitos secunddrios sdo sintetizados geralmente na fase estacionaria do crescimento e apre-
sentam as seguintes caracteristicas: ndo sao essenciais a reproducéo; sua sintese pode ser reprimida pelas
condi¢des do meio; sdo, frequentemente, produzidos como um grupo de substancias estreitamente rela-
cionadas (p. ex., uma espécie de fungo produz varios tipos de antibiéticos relacionados). Os metabolitos
secundarios sdo moléculas organicas complexas, e sua sintese requer grande nimero de enzimas especi-
ficas. Algumas dessas enzimas estdo envolvidas no metabolismo primario, mas a sintese do produto final
requer uma enzima especial ativa na fase estaciondria. Por exemplo, a polimixina, por ser sintetizada a
partir de fenilanina, requer enzimas do metabolismo primério, mas a final é do metabolismo secundario.

Antibidticos sdo compostos organicos de baixo peso molecular, diferindo das bacteriocinas pelo
fato de néo serem proteicos, portanto, nio suscetiveis a clivagem por proteases, ndo sendo inativados
rapidamente no estdmago e intestino. Apresentam espectro de atividade restrito (Gram-positivos ou
Gram-negativos) ou amplo (Gram-positivos e Gram-negativos), produzidos por uma grande variedade
de microrganismos (incluindo fungos e bactérias).

Historicamente, em 1928, Alexander Fleming descobriu o primeiro antibiético, denominado
penicilina, pois era produzido por um fungo, o Penicillium notatum. A atividade antibacteriana foi evi-
denciada pela inibigdo do crescimento de Staphylococcus aureus ao redor do fungo. A descoberta da
antibiose abriu as portas para um universo de compostos produzidos por microrganismos com mecanis-
mos de a¢do contra outros seres vivos. Da mesma forma, rapidamente foram identificados mecanismos
de resisténcia a esses compostos, seja pelos proprios produtores (autodefesa) ou contra os compostos
produzidos por microrganismos agressores.

Os conhecimentos sobre a eficacia da penicilina foram alcangados por Howard Florey e Ernst
Chain em 1940-1941 ap6s sua producio e purificagdo em escala piloto. Sem duvida, a descoberta dos
antibidticos foi um dos maiores avan¢os na medicina no que se refere as doencas infecciosas. Porém, o
uso exacerbado desses compostos em diversas areas como medicina humana, veterindria e agronegécio
tem comprometido seu uso, uma vez que tem favorecido a emergéncia e a selegdo de bactérias multir-
resistentes, criando um cendrio que hipotetiza o retorno a uma “era pré-antibidtica” Essa emergéncia de
resistentes era previsivel do ponto de vista bioldgico, uma vez que, naturalmente, estavam presentes nas
células tanto os mecanismos de antibiose como aqueles que permitem a defesa contra estes.
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Uma das caracteristicas mais importantes dos antibiéticos, do ponto de vista clinico, é sua gran-
de seletividade por alvos bacterianos, distintos das estruturas funcionalmente andlogas, presentes nas
células eucaridticas. Essas caracteristicas foram criteriosamente priorizadas durante o processo de sele-
¢do de cepas produtoras de antibidticos. Um fato interessante é que aqueles antibidticos que ndo foram
selecionados para a pratica clinica no controle de infec¢des bacterianas, pois apresentavam uma alta
toxicidade contra células eucaridticas, foram uteis para o desenvolvimento de agentes anticAncer usados
em animais superiores.

Bacteriocinas sdo peptidios ou proteinas produzidos por bactérias toxicas para outras bacté-
rias. Sdo codificadas por genes contidos em plasmidios especializados. Comumente o plasmidio e a
proteina toxica tém nome derivado do género ou espécie da bactéria produtora. Por exemplo, E. coli
pode produzir uma colicina e transporta plasmidios colicinogénicos. As colicinas matam outras bac-
térias por varios mecanismos que causam a morte por inativacdo de alguma fungio critica a célula,
como: inativagdo da membrana celular pela formagdo de canais que permitem a saida de nutrientes
do citoplasma ou pela presenca de atividade de nucleases, que inativam DNA ou RNA. As bacterioci-
nas tém seu espectro de atividade mais restrito que os antibidticos, atingindo espécies estreitamente
relacionadas ao seu nicho ecoldgico.

A pesquisa biotecnoldgica de bacteriocinas esta direcionada para o controle microbioldgico de
alimentos, uma vez que o uso de antibidticos como preservantes estd sendo mundialmente banido. Um
exemplo da investigacdo de bacteriocinas produzidas por Lactobacillus spp. é mostrado na Tabela 10.1.
O espectro de agdo de bacteriocinas produzidas por Lactobacillus sake foi avaliado contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas. Destaca-se a inibicdo de Listeria monocytogenes, agente bacteriano
de importancia na microbiologia médica e de alimentos. Também foi constatado que as bacteriocinas
liberadas por Lactobacillus sake ndo foram eficientes contra bactérias Gram-negativas.

Tabela 10.1 Espectro de inibicédo de bacteriocina produzida por Lactobacillus sake.

Inibicdo pelo sobrenadante de uma cultura de L.
sake*

Espécie testada

Gram-positivos

Bacillus cereus -

Bacillus subtilis -

Carnobacterium piscicola +

Enterococcus faecalis

Enterococcus faecium

Lactobacillus alimentarius (+)
Lactobacillus casei -
Lactobacillus curvatus +

Lactobacillus brevis -

Lactobacillus plantarum -

Listeria monocytogenes +

Staphylococcus aureus -

(-) auséncia de inibicao, (+) inibicdo parcial (halos entre 0,5 - 1,0 mm), + inibicao total (halos > 1,0 mm).
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Uma bacteriocina amplamente utilizada em microbiologia de alimentos ¢ a nisina, produzida por
linhagens de Lactococcus lactis subsp. lactis (cepa ATCC 11454), cujo mecanismo de agdo sugerido seria
a formacéo de poros na membrana citoplasmatica. Essa bacteriocina integra a composi¢do de fermentos
laticos para o processamento de derivados do leite como queijos e produtos enlatados. A nisina tem agdo
bactericida contra bactérias Gram-positivas, incluindo espécies esporuladas como Clostridium spp. e
Bacillus spp.

Os quimioterapicos, ao contrario dos antibiéticos e das bacteriocinas, sio compostos sintéticos.
Curiosamente, o éxito da pesquisa de antimicrobianos iniciou-se com a descoberta dos quimioterapicos,
que precedeu a descoberta dos antibiéticos. Paul Ehrlich (1854-1915) foi pioneiro na quimioterapia,
desenvolvendo em 1909 o salvarsan, primeiro composto antibacteriano utilizado com sucesso no trata-
mento da sifilis. Os estudos de Ehrlich foram baseados na modificacio de corantes, estratégia consolida-
da em 1935 por Domagk, com a descoberta do prontosil. Pela hidrdlise do prontosil rubrum, um corante
vermelho, originam-se in vivo os derivados antibacterianos conhecidos como sulfas ou sulfonamidas.

Ha varios produtos naturais com atividade antibacteriana )

Compostos naturais com atividade antibacteriana tém sido utilizados extensamente na me-
dicina popular de muitos paises. Compostos extraidos de plantas medicinais tradicionais como
oleos essenciais, ou alcaloides, flavonoides etc. tém sido estudados para verificar suas atividades
contra fungos, bactérias, parasitas e virus. A alicina, extraida do alho, na sua forma pura, exi-
be atividade antimicrobiana contra i) bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, ii) fungos,
principalmente Candida albicans, e iii) parasitas intestinais, como os protozodarios Entamoeba
histolytica e Giardia lamblia. A alicina é sintetizada por conversio do aminodcido sulfuroso
alina por acdo da enzima alinase (Figura 10.1). As propriedades antimicrobianas da alicina sdo
mente, como inibidores do desenvolvimento micelial dos fungos Aspergillus niger e Penicillium
spp., mas também com atividade antiparasitaria, por exemplo, contra Schistosoma mansoni. Um
aspecto muito interessante sobre a atividade da alicina ¢ a dificuldade que as bactérias exibem
para desenvolver resisténcia a esse composto, devido a seu mecanismo de agdo multiplo, total-
mente diferente dos antibidticos comercialmente disponiveis.

Outros produtos naturais com propriedades antimicrobianas, utilizados desde épocas an-
cestrais, tém sido o mel de abelha, prépolis e geleia real. A atividade bioldgica desses produtos
é atribuida principalmente aos compostos fendlicos presentes, como os flavonodides, que teriam
atividades antibacteriana, antiviral, anti-inflamatéria e antialérgica. Por outro lado, também ¢
conhecido que o mel de abelha contém lisozima, um poderoso agente que lisa a parede de bac-
Ktérias Gram-positivas.

Antibacterianos sdo agrupados segundo seu mecanismo de agdo, atividade bacteriostatica ou
bactericida, espectro de atividade e estrutura quimica. Os principais antibiéticos e quimioterapicos sdo
agrupados segundo o seu alvo bacteriano e mecanismos de agdo. Esses compostos podem agir inibindo
a sintese da parede bacteriana ou alterando a integridade da membrana ou inibindo a sintese proteica ou
a sintese de dcidos nucleicos (Figura 10.2).
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Figura 10.1 Producao de alicina a partir da alina contida no alho.
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Figura 10.2 Antibidticos e quimioterapicos podem inibir a sintese da parede bacteriana, alterar a integridade da
membrana, inibir a sintese proteica ou inibir a sintese de acidos nucleicos.

10.2 Microrganimos podem apresentar mecanismos
de resisténcia intrinseca ou adquirida

Como mecanismos de defesa, as bactérias apresentam resisténcia aos antibacterianos. Algumas
bactérias sdo naturalmente resistentes a determinados antibidticos. A maior parte dos antibacterianos
possui maior atividade contra bactérias Gram-positivas, uma vez que bactérias Gram-negativas apre-
sentam uma membrana externa de natureza hidrofébica e de carga negativa, que funciona como uma
barreira seletiva que causa o lento influxo (difusdo retardada) das drogas, favorecendo a expressdo de
fenotipos resistentes. Assim, em Gram-negativos a impermeabilidade é um importante mecanismo de
resisténcia intrinseca para algumas classes de antibidticos. Nesse contexto, antibacterianos que se ca-
racterizam por serem altamente hidrofilicos atingem seus alvos somente apds atravessar a membrana
externa, por canais ionicos, as porinas (Capitulo 2). Porém, ha aspectos fisico-quimicos que impedem
o influxo dos antibacterianos: as porinas, com um canal muito pequeno, sdo limitantes (Figura 10.3)
para a passagem até mesmo do cloranfenicol. Essa resisténcia mediada pela impermeabilidade pode
ser mais abrangente em espécies que carecem de porinas que permitem o transporte de determinados
antibioticos. Mesmo para drogas lipofilicas, a permeabilizagdo da membrana externa ¢é dificil, uma vez
que existem lipidios carregados negativamente, como o lipopolissacaridio (LPS).
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Figura 10.3 Fatores que influenciam o influxo de antibacterianos através da membrana externa de bactérias
Gram-negativas. A. Antibioticos estruturalmente grandes, hidrofébicos e/ou carregados negativa-
mente ndo conseguem atravessar a membrana externa através das porinas. B. Antibidticos menores,
hidrofilicos, eletricamente neutros mas com cargas opostas (zwiteriénicos) conseguem atravessar a
membrana externa.

A resisténcia pode ser adquirida por transferéncia de material genético ou por muta¢do do gene
que codifica a proteina alvo (resisténcias adquiridas). Muitas espécies podem apresentar resisténcia a
multiplos antibacterianos por um tinico mecanismo, por exemplo, a expressio de uma bomba de efluxo,
ou pela presenca de varios genes responsaveis por diferentes mecanismos de resisténcia integrados den-
tro de um contexto genético conhecido (integron, plasmidio ou transposon).

De modo geral, a resisténcia adquirida pode ser agrupada em quatro mecanismos: bombas de
efluxo, inativagdo enzimdtica, alteragdo do alvo e vias metabdlicas alternativas (Figura 10.4).

10.3 Mecanismos de acao dos antibacterianos e
resisténcia bacteriana

10.3.1 Antibacterianos que alteram a integridade da
membrana

Apesar de a membrana bacteriana ser uma bicamada lipoproteica, sua composicao ¢ distinta das
membranas de eucariotos, e as diferencas constituem alvos para a agdo de antibioticos.
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Figura 10.4 Mecanismos de resisténcia a antibidticos.

Exemplos de agentes que atuam sobre a membrana plasmatica sdo antibidticos constituidos por
polipeptidios. Devido a sua composi¢do quimica, o antibidtico atua como um detergente cationico, pois
a regido polar liga-se ao exterior da membrana e a regido apolar intercala-se nas cadeias hidrofébicas dos
acidos graxos da membrana, provocando distdrbios na sua organizacdo e a faléncia de sua permeabilidade
seletiva. As membranas contendo fosfatidiletanolamina sio particularmente sensiveis as polimixinas - dai
a maior sensibilidade das bactérias Gram-negativas ao antibiético, uma vez que as Gram-positivas em geral
nao apresentam aquele fosfolipidio em suas membranas. As polimixinas, produzidas por vérias cepas de
Bacillus polimyxa, tém aplicagdo restrita em terapia, por também apresentarem afinidade por membranas
de células de mamiferos, ainda que menor do que a que apresentam por membranas bacterianas.

Outros agentes que atuam na membrana plasmatica sdo os ionéforos, antibidticos que facilitam
o transporte de fons através da membrana plasmatica. A gramicidina A, por exemplo, produzida por
Bacillus brevis, é constituida por um peptidio composto por 15 aminoacidos hidrofébicos, D e L. Duas
cadeias do antibidtico, com conformacdo em a-hélice, dispdem-se transversalmente a membrana, for-
mando um canal por onde passam fons K*.

10.3.2 Antibiéticos que inibem a sintese da parede

A penicilina tem seu mecanismo de a¢do direcionado a inibi¢do da sintese da parede, seletiva-
mente para bactérias Gram-positivas.

10.3.2.1 As penicilinas impedem a sintese do peptidioglicano

As penicilinas atuam nas enzimas do tipo PBP (penicilin-binding protein), responsaveis pela for-
magao da liga¢ao cruzada (transpeptidagdo) entre as cadeias peptidicas dos polimeros de peptidioglicano
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(PG). As transpeptidases catalisam uma ponte peptidica entre aminoacidos de pentapeptidios paralelos
que formam uma ligacdo entre as fitas do PG. Betalactimicos apresentam estrutura semelhante a do
dipeptideo D-Ala-D-Ala (substrato natural das PBPs) e competem com o sitio ativo da enzima, inibindo
irreversivelmente as PBPs. Com a perda da estabilidade do citoesqueleto de peptidioglicano, as bactérias
ficam suscetiveis a lise pela pressdo osmdtica. Na Figura 10.5 é apresentada a catdlise da transpeptidacdo
por PBPs e sua inibi¢do por penicilina.

Bactérias Gram-negativas e Gram-positivas possuem diferentes PBPs pelas quais os diversos be-
ta-lactimicos apresentam diferentes graus de afinidade.

A Ligacdo cruzada
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N - —
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& NH,
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Figura 10.5 Catdlise da transpeptidacdo por PBPs ( penicilin-binding proteins) A, sua inibicdo por penicilinas B. e
glicopeptidios C..
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Conforme explicado anteriormente, os lipidios da membrana externa ndo permitem o transporte
da penicilina, apesar de a transpeptidase estar presente, nos Gram-negativos. Modificagdes na estrutura
basica da penicilina resultam em derivados betalactaimicos semissintéticos com espectro de atividade
estendido (Tabela 10.2). A modificagdo quimica facilita a permeabiliza¢do por porinas, possibilitando
a ligagdo a um maior nimero de PBPs, dependendo da espécie bacteriana. Modificagdes similares em
cefalosporinas, cefamicinas e carbapenémicos geram semissintéticos mais eficazes.

Tabela 10.2 Estrutura quimica das principais classes de betalactamicos, espectro de atividade e principal mecanis-

mo de resisténcia associado em bactérias Gram-negativas e Gram-positivas.

Estrutura quimica

Espetro de atividade

Principal me-
canismo de
resisténcia

Penicilinas Gram-positivos:
naturais Penicilina Staphylococcus, B-lactamases
Streptococcus
Meticilina Alvo PBP alte-
Oxacilina Gram-positivos: rado (estaveis
Cloxacilin Staphylococcus a hidrolise por
CH B-lactamases)
6 S : —
Rjj ﬁ CHs Gram-positivos e gram-
& N COOH Penicilinas Amplicilina -negativos: Streptococcus, Blactamases
semisintéticas Amoxicilina Staphylococcus, Neisseria,
Haemophilus
Gram-positivos e gram-
Piperacilina -negativos: Pseudomonas,
Carbenicilina | Haemophilus, Neisseria, B-lactamases
Ticarcilina Staphylococcus,
Streptococcus,
! Cefazolina Gram-positivos:
Cefalosporinas 1° .
eracio Cefalexina Staphylococcus, B-lactamases
geras Cefalotina Streptococcus,
Gram-positivos e
gram-negativos:
20 qeracio Cefuroxima Enterobacteriaceae, B-lactamases
R S geras Cefaclor Neisseria, Haemophilus,
3 Streptococcus,
o N~="R Staphylococcus
COOH
Cefotaxima Gram-positivos e
Ceftriaxona gram-negativos:
Enterobacteriaceae,
- Cefoperazona o : B-lactamases
30 geracao A Neisseria, Haemophilus,
Cefpodoxima (ESBL)
Ceftazidima Pseudomonas,
Ceftiofur Streptococcus,
Staphylococcus

Continua
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Continuacéao

Principal me-
Estrutura quimica Classe Espetro de atividade canismo de
resisténcia
Gram-positivos e
gram-negativos:
) Enterobacteriaceae,
- Cefepime . L B-lactamases
4° geragao . Haemophilus, Neisseria,
Cefpiroma (AmpQ)
S Pseudomonas,
R 5 Streptococcus,
& N—_—~=R Staphylococcus
COOH -
Gram-positivos e
) ram-negativos:
- Ceftobiprole | ¢
50 geragao Ceftarol?ne MRSA, Enterococcus B-lactamases
faecalis, Haemophilus,
Pseudomonas
Gram-positivos e
R OCH, s gram-negativos: B-lactamases
N 3R Cefaminicas Cefoxitin Enterobacteriaceae, (AmpQ), delecao
(0) COOH Neisseria, Bacteroides, de porinas
Streptococcus
R )
]: Monobactamicos | Aztreonam Gram-negativos: flactamases
o N— SO,H Pseudomonas (ESBL)
Imipenem Gram-positivos e gram-neg p-lactamases
R - -neg-
R Meropenem ativos: Enterobacteriaceae, (Carbapenemases
N / Carbapenens ) tipo MBL, OXA,
o Ertapenem Pseudomonas, Acinetobacter, KPO). deleci
COOH : ), delecao de
Doripenem Staphylococcus, Streptococcus .
porinas, efluxo

10.3.2.2 Mecanismos de resisténcia aos betalactamicos

Logo apds a introdugéo da penicilina, foram identificados os primeiros mecanismos de re-
sisténcia em bactérias como Staphylococcus, anteriormente sensiveis. A produ¢do de uma enzima, a
betalactamase ou penicilinase, capaz de hidrolisar a penicilina, tornou ineficaz sua a¢do em micror-
ganismos resistentes. Apesar de a industria farmacéutica ter produzido uma penicilina semissintética
cuja estrutura dificultava a agdo das betalactamases, apds dois anos apareceram cepas de S. aureus
resistentes a essa penicilina, identificados como Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA)
ou a oxacilina (ORSA). A resisténcia a meticilina (ou a oxacilina) em Staphylococcus spp. é determina-
da pela produ¢ao de uma PBP alterada, denominada PBP2a ou PBP2’, codificada pelo gene mecA. A
PBP2a é produzida em conjunto com as PBPs normalmente produzidas por Staphylococcus spp., que
reconhece os residuos de peptidioglicano, mas néo se liga aos antibiéticos betalactimicos com uma
afinidade tdo alta como as PBPs normais. Na era pds-antibiotica, cepas MRSA/ORSA foram isoladas
em todo o mundo, sendo associadas a infec¢do hospitalar, e nos ultimos anos disseminaram-se para a
comunidade. Como as cepas MRSA apresentam resisténcia a todos os betalactdmicos, a industria far-
macéutica desenvolveu as cefalosporinas de quinta geracdo, o primeiro betalactimico com atividade
in vitro e in vivo contra MRSA.
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As betalactamases sdo amplamente disseminadas em bacilos Gram-negativos, com localizagio
periplasmatica. Os Gram-positivos liberam-nas no ambiente extracelular, porém sua produgio nio ca-
racteriza o principal mecanismo de resisténcia aos betalactamicos.

E interessante destacar que genes cromossomais que codificam betalactamases em bactérias
Gram-negativas foram identificados em plasmidios adquiridos por bactérias de outras espécies, eviden-
ciando a grande capacidade de disseminacido desse mecanismo de resisténcia.

A delecgao de porinas e a superexpressdo de bombas de efluxo também podem funcionar como
mecanismo de resisténcia aos betalactdmicos (Figura 10.6). A superexpressdo de bombas de efluxo tem

H Antibacteriano

Membrana
externa

Periplasma

Membrana
plasmatica

| mexA ||

mexB || OprM >

Figura 10.6 Porinas podem permitir a entrada de antibidticos, enquanto bombas de efluxo os lancam para fora,
impedindo sua acdo. A bomba de efluxo confere resisténcia a um grande nimero de antibidticos
simultaneamente.

maior seletividade a drogas hidrofébicas, levando a resisténcia cruzada (p.ex., resisténcia multipla a va-
rios antibidticos, uma caracteristica que contribui para o fenétipo multirresistente).

10.3.2.3 Mecanismos de acao dos glicopeptidios

Assim como os betalactamicos, os glicopeptidios (vancomicina) atuam na sintese do peptideogli-
cano. Seu espectro é restrito para Gram-positivos, uma vez que sdo incapazes de permear a membrana
externa dos Gram-negativos.

Os glicopeptidios se ligam ao residuo dipeptideo terminal D-Ala-D-Ala das cadeias laterais pep-
tidicas do peptideoglicano (PG), impedindo que a respectiva transpeptidase (PBP) realize a reagdo de
transpeptidacio, inibindo assim a sintese da parede (Figura 10.6C).
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10.3.2.4 Mecanismos de resisténcia aos glicopeptidios

A resisténcia ocorre pela expressdo de enzimas que modificam as estruturas dos residuos peptidi-
cos das cadeias laterais do PG. Em vez de sintetizar o dipeptideo D-Ala-D-Ala, é sintetizado o dipeptideo
D-Ala-D-lactato, o qual tem uma menor afinidade pelo antibidtico glicopeptidio.

10.3.3 Antibiéticos que inibem a sintese proteica

Conforme abordado no Capitulo 2, os ribossomos dos procariotos sdo 70S, portanto diferentes
daqueles de eucariotos, sendo alvo de antibidticos.

Os antibacterianos que inibem a sintese de proteinas podem se ligar seletivamente as diferentes
subunidades do ribossomo bacteriano. A Figura 10.7 mostra onde agem alguns antibiéticos inibidores
da sintese proteica.

O cloranfenicol liga-se & por¢ao 50S do ribossomo e forma uma barreira, inibindo a formagédo das
ligacdes peptidicas durante o alongamento da cadeia polipeptidica. Produzida por bactérias do género
Streptomyces, a ligacdo do cloranfenicol ao ribossomo é reversivel e apresenta agdo bacteriostatica devida
a inibi¢ao da atividade da peptidiltransferase (que transfere o peptidil ligado a um tRNA, ligando o ao
aminoacil ligado no outro tRNA).

Como a ligagdo do antibidtico ao ribossomo é reversivel, as bactérias inibidas por esse agente ra-
pidamente recuperam a capacidade de sintese proteica quando a concentragdo do antibiético cai abaixo
do nivel no qual é efetivo.

A resisténcia ao cloranfenicol pode ser mediada por:

Cloranfenicol
Liga-se a subunidade 50S e
inibe a formacéo da
ligacao peptidica

Polipeptideo nascente

Subunidade
50S Eritromicina
— Liga-se a subunidade 50S
impedindo o movimento de
translocacdo do ribossoma ao
RNA longo do mRNA

Subunidade 30S

Ribossoma 705 Tetraciclina
procariotico Interfere com o ancoramento
Traducio do tRNA ndo complexo
E mMRNA-ribossoma

Estreptomicina g

>

Altera a forma da subunidade Direcdo do movimento

30S, causando a leitura do ribossoma

incorreta do cédon no mRNA

Figura 10.7 Antibidticos que atuam na sintese proteica.
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a. redugdo da permeabilidade;
b. mutacdo na subunidade 50S do ribossomo;

c. produgdo de uma acetiltransferase que liga covalentemente um ou dois grupos acetil 8 molécula de
cloranfenicol, inibindo sua ligagdo ao ribossomo; ou

d. expressdo de bombas de efluxo.

A estreptomicina é produzida por Streptomyces griseus, apresentando a¢do bactericida. Liga-se a
uma proteina componente da subunidade 30 S, de ribossomos procaridticos. A liga¢ao da estreptomi-
cina a ribossomos provoca erros de leitura do codigo genético, levando a sintese de proteinas anémalas.
Outros antibidticos da mesma classe que a estreptomicina, os aminoglicosidios, canamicina, neomicina
e gentamicina, tém mecanismos de acdo semelhantes, mas ligam-se a sitios ribossomais diferentes.

Mutagoes que afetam proteina a qual se liga a estreptomicina podem conferir resisténcia ao anti-
bidtico e até dependéncia de sua presenca.

A resisténcia bacteriana a antibiéticos aminoglicosidios manifesta-se por:

a. reducdo do influxo do antibidtico que parece estar associada a impermeabilidade da membrana da
célula bacteriana;

b. alteragdo do alvo ribossdémico (p.ex., metilagdo da por¢do 16S rRNA da subunidade ribossomal 30S);

c. produgdo de enzimas modificadoras da estrutura dos aminoglicosidios.

A produgéo de enzimas modificadoras dos aminoglicosidios é tida como o principal mecanismo
de resisténcia bacteriana a esses antibidticos.

A eritromicina é um macrolideo produzido por Streptomyces erythreus e liga-se a subunidade
ribossomal 30S dos microrganismos sensiveis, inibindo o movimento do ribossomo ao longo do mRNA,
o que impede a sintese proteica.

A resisténcia aos macrolidios pode ocorrer por trés mecanismos diferentes:
a. mudanga conformacional no sitio alvo de liga¢do ao ribossomo;

b. resisténcia mediada por bombas de efluxo;

c. inativa¢do da droga mediada por enzimas que hidrolisam o anel de lactona do nucleo macrociclico
e fosfotransferases que inativam macrolidios.

As tetraciclinas sdo antibidticos policetidicos (4 anéis benzénicos) de amplo espectro. Com agdo
bacteriostatica, as tetraciclinas inibem a subunidade 30S do ribossomo, impedindo a ligacdo dos aminoacil-
-tRNA, uma vez que existe inibi¢ao estérica da ligagio cédon-anticodon entre o tRNA e o mRNA no ribosso-
mo. Assim, sdo inibidas tanto a adi¢do de novos aminodcidos da cadeia proteica como aliberagdo da proteina.

A resisténcia as tetraciclinas é mediada pela:
a. modifica¢do ribossomal;
b. expressdo de bombas de efluxo.

A linezolida é um bacteriostético sintético, com espectro restrito contra bactérias Gram-positivas,
cujo mecanismo de agdo reside na inibi¢do do rRNA 23S da por¢édo 50S do ribossomo bacteriano, o que
impede sua ligagdo com a subunidade 308, para a funcionalidade do ribossomo. Uma vez que a translo-
ca¢do ndo pode ser iniciada, a sintese de proteinas é inibida.

A resisténcia a linezolida estd associada a:

a. mutagdes que afetam o gene rRNA 23S;
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b. muta¢des em genes que codificam proteinas ribossomais;

c. presenca de gene que codifica uma enzima que modifica o residuo rRNA 23S.

10.3.4 Antibiéticos que inibem a sintese de acidos
nucleicos

10.3.4.1 Mecanismos de acao das rifamicinas

As rifamicinas sdo um grupo de antibidticos produzidos por Amycolatopsis rifamycinica (previa-
mente classificado como Streptomyces mediterranei e Amycolatopsis mediterranei). A rifampicina (deri-
vado semissintético da rifamicina B) se liga & subunidade p da RNA polimerase, inibindo a transcrigio.
Especificamente, hd um impedimento da etapa inicial da formacdo da cadeia de RNA, inibindo, por-
tanto, a sintese de mRNA, resultando em um efeito bactericida. Embora tenha um amplo espectro de
atividade (principalmente contra Gram-positivos), o uso de rifampicina tem sido direcionado para o
tratamento de infec¢des produzidas por Mycobacterium tuberculosis.

10.3.4.2 Mecanismos de resisténcia das rifamicinas.

A resisténcia a rifampicina é causada por modificagdes na subunidade beta da RNA polimerase.

10.3.4.3 Mecanismos de acao de quinolonas e fluoroquinolonas

O primeiro antibiético sintético do grupo das quinolonas/fluoroquinolonas foi o acido nalidixi-
co, utilizado principalmente para o controle de bactérias Gram-negativas. Como o espectro de a¢do do
acido nalidixico é restrito, mais tarde, a inclusdo de um dtomo de fltior levou as fluoroquinolonas, esten-
dendo seu espectro de atividade para bactérias Gram-positivas e micobactérias.

As quinolonas/fluoroquinolonas ligam-se a DNA girase e topoisomerase IV (essenciais para a
manutengao e replicacao do DNA), inibindo a atividade dessas enzimas, e tem um efeito bactericida.

10.3.4.4 Mecanismos de resisténcia as quinolonas/fluorquinolonas

Mutagdes nos genes codificadores das enzimas alvo possibilitam o surgimento da resisténcia.
Além desse mecanismo, houve recentemente o reconhecimento da participagdo do efluxo ativo, com de-
corrente queda do acumulo da quinolona. Adicionalmente, ha proteinas que conferem prote¢ao a DNA
girase contra o ciprofloxacino e transferases que podem modificar o antibidtico, inativando-o.

10.3.4.5 Sulfonamidas e trimetoprima: mecanismos de acao

As sulfonamidas, ou sulfas, sdo agentes bacteriostaticos que inibem competitivamente a enzi-
ma di-hidropteroato sintetase (DHPS), presente apenas nas bactérias que sintetizam o tetra-hidrofo-
lato. As sulfas atuam como antimetabolitos do acido para-aminobenzoico, substrato natural da DHPS,
impedindo assim a sintese do di-hidropteroato. De forma similar, a trimetoprima inibe a enzima
di-hidrofolato redutase (DHFR), impedindo a redu¢ido do dcido di-hidrofélico a acido tetra-hidro-
folico. Ambas as enzimas atuam na via de sintese do acido fé6lico, importante cofator necessario para
a biossintese das bases pirimidicas que constituem o DNA. As sulfas e a trimetoprima sdo utilizadas
sinergicamente (cotrimoxazol) no bloqueio do metabolismo de folato (Figura 10.8). Os animais ndo
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Figura 10.8 Biossintese de tetra-hidrofolato em bactérias e antibacterianos que bloqueiam algumas etapas do
seu metabolismo. As sulfas e a trimetoprima inibem competitivamente as enzimas di-hidropteroato
sintetase (DHPS) e di-hidrofolato redutase (DHFR), respectivamente, impedindo a biossintese de bases
pirimidicas que constituem o DNA.

sintetizam folato, adquirindo esse composto da dieta na forma de vitamina, motivo pelo qual nio sdo
afetados por esses quimioterdpicos.
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10.3.4.6 Mecanismos de resisténcia as sulfonamidas e a trimetoprima

A resisténcia as sulfonamidas e a trimetoprima é mediada pela produ¢ao de enzimas mutadas.

10.4 Sinergismo/Antagonismo

Por vezes o sucesso da antibioticoterapia depende do uso combinado de dois antibiéticos. Nesse
caso, vale-se do sinergismo, ou seja, uma interacdo positiva, na qual o efeito combinado dos antibiéticos
¢ significativamente maior que seus efeitos independentes. Utilizando-se penicilina e estreptomicina
combinadas para o tratamento da endocardite bacteriana causada por Staphylococcus aureus (bactéria
Gram-positiva), o dano causado nas paredes bacterianas pela penicilina torna mais facil a penetracgdo
da estreptomicina.

Por outro lado, devem ser tomados cuidados para se evitarem efeitos antagonicos de antibioticos,
como no uso de penicilina e tetraciclina. A atividade bacteriostatica da tetraciclina impede a a¢do da
penicilina, que necessita do crescimento bacteriano para sua agao.

10.5 Testes para avaliar a atividade de antibiéticos

10.5.1 Antibiograma

O antibiograma é uma técnica utilizada para a determinagio do perfil de sensibilidade ou resis-
téncia bacteriana in vitro perante diferentes agentes antimicrobianos. O teste tem o objetivo de predizer
0 que acontecera in vivo, auxiliando o corpo clinico na instauragao terapéutica mais adequada ao trata-
mento de infecgdes causadas pelo microrganismo a ser testado.

Os resultados do antibiograma sao disponibilizados de acordo com a técnica utilizada: qualitativa
ou de difusdo (sensivel, intermedidrio ou resistente, no caso de discodifusdo em agar) e quantitativa ou
de dilui¢ao (expressa pela concentragdo inibitéria minima, ou CIM, em pg/mL).

10.5.1.1 Teste qualitativo ou teste de difusao

O teste de disco difusdao em agar, ou teste de suscetibilidade aos antimicrobianos (TSA), foi des-
crito em 1966, por Kirby-Bauer, e continua sendo utilizado, gragas a simplicidade de execugao, ao baixo
custo e a confiabilidade dos resultados. O principio basico do teste consiste na leitura e interpretacdo
dos halos de inibi¢ao de crescimento bacteriano, proporcionadas pela difusio do antimicrobiano na
superficie do agar. O teste é realizado, inicialmente, semeando-se o indculo da bactéria causadora da
infec¢do, padronizado, em uma placa de agar Miiller-Hinton (meio especifico para a realizacio de anti-
biogramas). Discos de papel-filtro, impregnados com antimicrobianos em concentragdes fixas, disponi-
veis comercialmente, sdo colocados sobre as placas, que sdo incubadas adequadamente, e os resultados
entdo sdo analisados. Os didmetros das zonas de inibicdo do crescimento ao redor de cada antibidtico
sao medidos e expressos em mm, e os resultados da suscetibilidade aos antibioticos sdo disponibilizados
como: S (Sensivel), I (Intermedidrio) e R (Resistente). O didmetro da zona de inibi¢do esta diretamente
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relacionado com a difusdo do antibidtico no meio. Por esse motivo, os resultados sdo interpretados
comparando-se o didmetro da zona de inibicdo com padrées determinados pelo CLSI (Clinical and
Laboratory Standards Institute) e pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria-Anvisa. Para evitar in-
terferéncias que possam dificultar a leitura e interpretagdo dos halos apds a incubagio, deve-se dispor os
discos na placa, respeitando a distancia entre eles (Figura 10.9A).

Figura 10.9 Antibiograma qualitativo e quantitativo. A. Antibiograma (Kirby-Bauer) para um isolado de Escherichia
coli: percebem-se a zona de inibicdo de crescimento ao redor dos discos, um indicativo de sensibi-
lidade aos antibioticos, e a auséncia de inibicdo do crescimento bacteriano préximo aos discos, um
indicativo de resisténcia bacteriana ao antibiotico. B. Método de microdiluicdo em caldo para deter-
minacdo da concentracao inibitoria minima (CIM) diante de sete antibidticos diferentes (pocos de A
a H) em concentracdes crescentes (pocos de 1 a 12). C. Método episilométrico (Etest’) realizado para
determinacédo da CIM de seis diferentes antibidticos.

10.5.1.2 Testes quantitativos ou testes de diluicao

Séo testes baseados na dilui¢ao seriada de antibiéticos em caldo ou em agar e os resultados de-
terminam a concentragdo inibitoria minima, ou CIM, que consiste no valor, em pg/mL, da menor con-
centragdo de antibidtico capaz de inibir o crescimento bacteriano. Quando em caldo, os resultados sdo
determinados através da analise de crescimento bacteriano macroscopicamente visivel evidenciado pela
turbidez (Figura 10.8B).

No teste de diluigdo em dgar, o antibidtico é incorporado em varias placas do meio Miiller-
Hinton, de maneira que cada placa ird conter uma concentragio diferente do antibiético. O indculo bac-
teriano padronizado ¢ depositado sobre a superficie do agar. A interpretagdo dos resultados é realizada
da mesma maneira que nos testes de diluigdo em caldo, confirmados através da analise de crescimento
bacteriano macroscopicamente visivel, e a menor concentracédo de antibiético que inibe o crescimento
bacteriano representa a CIM. As vantagens desse método sdo varias: baixo custo e relativa facilidade de
execugdo da técnica, poder testar diferentes isolados de uma tinica vez, a obteng¢do da CIM do antibidtico
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e a possibilidade de testar organismos fastidiosos e anaerdbios, que exibem dificuldade de crescimento
em meios liquidos.

10.5.1.3 Método de gradiente antimicrobiano

O gradiente antimicrobiano, ou método epsilométrico, é usado para determinagdo da CIM. Esse
teste utiliza fitas plasticas contendo concentragdes crescentes de um antibacteriano, impressas em uma
face da fita, para guiar a leitura do resultado (Figura 10.9C). O preparo do teste de gradiente antimicro-
biano ¢ realizado da mesma maneira que o teste de difusdao em 4gar (Kirby-Bauer). Apds a semeadura,
com o auxilio de um swab, sobre uma placa de agar Miiller-Hinton, as fitas Etest® sido dispostas sobre
a placa, de maneira que a face da fita que contém o gradiente de antibiético fique voltada para o agar e
as placas sdo incubadas para posterior determina¢io dos resultados. A concentragéo inibitéria minima
sera correspondente a concentra¢do na qual a zona de inibigdo eliptica atravessa a fita de teste. A princi-
pal vantagem ¢ a facilidade da metodologia, uma vez que diversas fitas contendo diferentes antibiéticos
podem ser dispostas em uma placa de meio de cultura Miiller-Hinton. Entretanto, o alto custo das fitas
torna a metodologia limitante.

10.5.2 Atividade bactericida do soro

A determinacio da atividade bactericida ou poder bactericida do soro é realizada para monitorar
a terapia antibidtica em pacientes submetidos a didlise ou que apresentam osteomielite, endocardite,
meningite e/ou septicemia.

Esse teste tem por finalidade avaliar a efetividade do farmaco através da determinagio da ativida-
de bacteriostatica ou bactericida do soro do paciente sob antibioticoterapia, contra o seu préoprio isolado
bacteriano. Além de ser ttil no acompanhamento terapéutico, permite a mudanga da via de administra-
¢do do antibiotico quando os resultados nio estdo em titulos satisfatorios.
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Exercicios e Problemas \

1. Um individuo acometido de uma infec¢do nas vias respiratdrias automedicou-se com clo-
ranfenicol durante dois dias. Apos esse periodo os sintomas persistiram. Foram-lhe, entio,
recomendadas a coleta do material e a realizagdo de um exame laboratorial, que indicou o
uso de ampicilina. Com esse antibiético o paciente curou-se.

a) Justificar a ineficécia do cloranfenicol no tratamento.
b) Qual o exame laboratorial adequado para a indicagdo da ampicilina?

¢) Como é interpretado esse exame, e qual deve ter sido a diferenca nos resultados obtidos para
a ampicilina e para o cloranfenicol?

2. Animais que apresentavam sintomas de infec¢des respiratérias foram usados para o estudo
da a¢do da penicilina. Apds a coleta das secregdes, os animais foram adequadamente trata-
dos com o antibiético. Os resultados do tratamento permitiram dividi-los em dois grupos:

I - animais que se curaram da infec¢éo.
IT - animais que nao se curaram.

Exames quimicos feitos com a urina dos animais demonstraram que no grupo I a molécula
de penicilina foi excretada intacta; no grupo II, um subgrupo (IIA) excretou a penicilina
com o anel betalactimico rompido, e outro (IIB) excretou o anel intacto. Testes apropriados
mostraram que a infec¢do do subgrupo IIA era causada por bactérias e que a infec¢do do
subgrupo IIB era provocada por virus.

a) Citar os alvos atingidos pela penicilina nas bactérias que infectavam os animais do grupo L
Por que ocorreu morte celular apds esses alvos serem atingidos?

b) Por que os animais do grupo IIA eliminaram penicilina com o anel betalactimico rompido?
¢) A ineficicia da penicilina nos subgrupos IIA e IIB tem a mesma causa? Por que?

d) Que exame laboratorial poderia ter sido realizado antes da antibioticoterapia para orientar o
tratamento?







