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RESUMO

A resisténcia dos micro-organismos aos farmacos tem se tornado um dos assuntos mais
preocupantes para a ciéncia, sendo hoje um dos maiores desafios para medicina
mundial. A ampliacdo do problema podera dificultar o tratamento de um nimero cada
vez maior de doencas infecciosas que podem se espalhar rapidamente. Os micro-
organismos podem se tornar resistentes aos farmacos através de diferentes mecanismos:
destruicdo ou inativagdo enzimatica do farmaco, modificacdo do alvo do farmaco por
mutacdo, alteracdo na permeabilidade e efluxo do farmaco. O ultimo mecanismo, a
bomba de efluxo, é caracterizada por apresenta uma grande diversidade de
surperfamilias de proteinas codificadas por genes capazes de transportar a substancia
indesejada para 0 meio externo da célula, tanto eucaridtica quanto procariotica,
utilizando recursos energéticos proveniente da hidrolise de ATP ou pela manutencao do
gradiente i6nico intracelular. Este estudo tem como objetivo realizar uma reviséo
integrativa da literatura sobre bomba de efluxo, a fim de compreender as informacoes
relevantes sobre a estrutura, expressdo, funcdo, inibidores e substratos que compdem a
resisténcia mediada pelas superfamilias de transportadores. A principio, uma busca foi
realizada nas bases de dados Medline, Pubmed, Science Direct e Scielo, incluindo livros
didaticos nos meses de setembro a novembro de 2020. A metodologia aplicada levou
em consideracdo o ano de publicacdo dos manuscritos entre 2000 e 2020, uso de
descritores especificos (bomba de efluxo, expressdo, inibidores e superfamilia) em
portugués, inglés e espanhol por meio das bases de dados bibliogréficos que foram
regidas pelos parametros de inclusdo e exclusdo como eliminacdo de duplicatas. A partir
dos resultados obtidos nesta pesquisa 139.615 artigos publicados nos bancos de dados
Medline, Pubmed, Science Direct e Scielo, destes foram selecionados 621 manuscritos.
Apos a leitura do titulo e resumo, foram excluido 330 e apenas 291 artigos selecionados
que atendiam ao objetivo da pesquisa, além de sete capitulos de livros. A partir da
andlise dessas publicadas foi possivel compreender que os elementos de transferéncia
horizontal transmitem os genes codificadores de bomba de efluxo que contribuem para
0 aumento da resisténcia patdgenica aos antimicrobianos com as tetraciclinas.
Atualmente seis familias compdem o sistema de efluxo, cinco delas (MATE, MFS,
PACE, SMR e RND) utilizam energia derivada da forga motriz dos protons e outro
(ABC) utiliza a hidrolise de ATP. Embora seja um tema explorado na comunidade
cientifica, entender a acdo dos antibidticos como substratos que aumentam a expressao
de genes codificadores de bombas tem sido um desafio para a medicina. Este estudo de
revisdo da literatura resume sucintamente a importancia dos sistemas de efluxos
presente em patdgenos e a sua capacidade de transportar diversos substratos (farmacos e
biocidas), fornecendo assim, fenétipos contendo um gene de resisténcia que ative a
superexpressdo das bombas, o que confere um importante mecanismo para a
multirresisténcia.

Palavras-chaves: antibioticos, ejecdo, resisténcia, transportadores.



ABSTRACT

The resistance of micro-organisms to drugs has become one of the most worrying issues
for science, being today one of the biggest challenges for world medicine. The
magnification of the problem may make it difficult to treat an increasing number of
infectious diseases that can spread quickly. Micro-organisms can become resistant to
drugs through different mechanisms: enzymatic drug destruction or inactivation, drug
target modification through mutation, change in drug permeability and efflux. The last
mechanism, the efflux pump, is characterized by presenting a great diversity of
transporter proteins encoded by genes capable of increasing the efflux capacity of
numerous unwanted substances to the external environment of the cell, both eukaryotic
and prokaryotic, using energy resources from the ATP hydrolysis or by maintaining the
intracellular ion gradient. This study aims to carry out an integrative review of the
literature on efflux pump, in order to understand the relevant information about the
structure, expression, function, inhibitors and substrates that make up the resistance
mediated by the transport superfamilies. Initially, a search was performed in Medline,
Pubmed, Science Direct and Scielo databases, including textbooks from September to
November 2020. The methodology applied took into account the year of publication of
the manuscripts between 2000 and 2020, use of specific descriptors (efflux pump,
expression, inhibitors and superfamily) in Portuguese, English and Spanish, through
bibliographic databases that were governed by the inclusion and exclusion parameters
such as elimination of duplicates. From the results obtained in this research, 139.615
articles published in the Medline, Pubmed, Science Direct and Scielo databases, 621
manuscripts were selected. After reading the title and abstract, 330 were excluded and
only 291 articles selected articles that met the research objetive, in addition to seven
book chapters. From the analysis of these publications, it was possible to learn that
thehorizontal transfer elements transmit the coding genes that contributefor resistance to
antimicrobials such as tetracyclines. Currently six families make up the outflow system,
five of them (MATE, MFS, PACE, SMR and RND) use energy derived from the préton
motive force and another (ABC) uses the hydrolysis of adenosine triphosphate (ATP).
Although it is a topic explored in the scientific community, understanding the action of
antibiotics as substrates that increase the expression of genes encoding bombs has been
a challenge for medicine. This literature review study succinctly summarizes the
importance of efflux systems present in pathogens and their ability to transport various
substrates (drugs and biocides), thus providing phenotypes containing a resistance gene
that activates the overexpression of pumps, which confers an important mechanism for
multidrug resistance.

Keywords: antibiotics, ejection, resistance, transporters.
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1 INTRODUCAO

Nas ultimas épocas o surgimento de patdgenos resistentes aos farmacos tem
dificultado o tratamento de infecgdes, tanto na produgdo animal como na area médica,
em decorréncia do desenvolvimento de diferentes mecanismos de resisténcia que podem
ter uma origem ndo genética, ou podem ser desenvolvidos através de base genética
mediante o tipo de tratamento (TAVARES, 2000; SILVEIRA et al., 2016).

A resisténcia aos antibidticos é um fendmeno de origem natural presente no
proprio micro-organismo, mas que também pode ser ocasionado através das mutagdes
ou pela transferéncia horizontalmente de seu material genético, comprovando a
existéncia de uma correlacdo entre o uso de drogas e a resisténcia patogénica (WHO,
2001). De acordo com Bello-Lépes et al. (2019), essa resisténcia é codificada por um
grupo de genes denominados ‘resistoma bacteriano” dividido em: resisténcia
intrinseca, refere-se a um grupo de organismos resistentes a certos antibiéticos sem que
envolva a transferéncia de material genético, podendo ser adquirida por meio de
mutacdes. Resisténcia extrinseca ocorre exclusivamente por transferéncia de genética
horizontal, envolvendo elementos genéticos moéveis como plasmidios, transposons,
integrons e cassetes de genes (BELLO et al., 2018).

O uso indiscriminado dos antibidticos provoca poluicdo quimica no ambiente e
também determina uma pressdo seletiva sobre 0s micro-organismos, levando ao
aparecimento de genes de resisténcia a antibiéticos (Antibiotic Resistance Genes -
ARGs) (SANTOS et al., 2018; MARTINEZ, 2008). Wright (2007) menciona que o
principal mecanismo para rapida disseminacdo de genes de resisténcia a antibioticos é
por meio dos plasmidios, produzidos de formas independentes e facilmente
transportados entre bactérias, sejam elas patogénicas ou néo.

Estudos em bactérias gram-negativas demonstraram a existéncia de alguns genes
gue podem ser categorizados para determinar o grau de suscetibilidade a resisténcia
intrinseca as diferentes classes de antibidticos, incluindo os p-lactdmicos,
fluoroquinolonas e aminoglicosideos (LIU et al., 2010; ALVAREZ-ORTEGA et al.,
2011), utilizando métodos apropriados como screening de transposon para identificagdo
de loci genético ja aplicado em Staphylococcus aureus, Escherichia coli (BLAKE;
O’NEILL, 2013) e Salmonella spp. (TUNER et al., 2020).
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A disseminacdo de bacterias resistentes aos antibidticos estd aumentando e
gerando uma preocupacédo no sistema mundial de saude devido as recorrentes infec¢des
que sdo dificeis de tratar, controlar e requerem antimicrobianos especificos, dificeis de
obter, caros e toxicos, ocasionando um impacto na saude publica, ecologia e economia
(GOMEZ LOPEZ et al., 2007).

Estudos tém mostrado que nos Estados Unidos mais de 2 milhdes de pessoas séo
infectadas por bactérias multirresistentes a antibidticos com 23.000 mortes por ano. Na
Europa 25.000 pessoas morrem a cada ano como resultado de infec¢Bes bacterianas
multirresistentes e isso custa a economia da Unido Européia 1,5 bilhdes de euros
anualmente (VIKESLAND et al., 2017; HAMPTON, 2013; WHO, 2014; WALKER;
FOWLER, 2011). Na india, mais de 58.000 criangas morreram em um ano Como
resultado de infeccdo por bactérias resistentes geralmente transmitidas pelas suas méaes
(LAXMINAN et al., 2013; CDC, 2020). Segundo Cardoso e Vieira (2016) mencionam
31.435 mortes ocasionadas por infecgdo bacteriana em todo territério brasileiro
referentes aos anos de 2005 a 2010. Existe uma previsao de que, até 2050, 10 milhdes
de Obitos anuais serdo atribuidos a resisténcia antimicrobiana, o que significa mais
mortes do que o cancer, e o efeito para a economia global sera de aproximadamente 100
trilhdes de dolares (ESTRELA, 2018).

Segundo a WHO (2011), metade de todos os antibiéticos produzidos no mundo
sdo para tratamento de animais e, de acordo com o relatério recente do FDA (Food
Drug Administration), esse percentual sobe para 80% nos Estados Unidos, onde se
consome 13 mil toneladas de antibidticos anualmente.

Investigacdes epidemioldgicas com a espécie Staphylococcus aureus e cepas
variantes apresentam um alto risco de contaminacdo em pacientes e funcionarios
presentes nos ambientes hospitalares, independente da idade, por conterem diferentes
genes de resisténcia a meticilina e outros antibacterianos que aumentam os surtos de
infeccbes, mortes e transmissdo em muitas partes do mundo com um percentual
variando de 60 a 90%, aonde existem locais que podem ou ndo ter acesso aos
tratamentos eficazes para conter a infeccdo (MONACO et al., 2017; WHO, 2014).

Os micro-organismos resistentes, especialmente as bactérias, tem se tornado
frequente em todos os ambientes comunitarios, assim como nos hospitalares, por ndo
existir estratégia apropriada que impeca a répida disseminacdo, sendo hoje um dos
maiores desafios para a medicina em pleno século XXI (MUNITA; ARIAS, 2016). O

motivo para essa situacdo é devido ao desenvolvimento de diferentes tipos de
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mecanismos de resisténcia adquiridos existentes no patdgeno que atribuir a capacidade
de se proteger naturalmente por meio de uma resposta gerada contra o ataque dos
antibacterianos permitindo a sobrevivéncia, seja ela adquirida pela adaptacdo através de
mutacdo, alteracdo da expressdo ou aquisicdo de material genético, mudanca na
permeabilidade do envelope bacteriano, destruicdo e inativacdo enzimatica, efluxo da
droga e/ou por processo evolutivo (BELLO et al., 2018; JARAMILLO-JARAMILLO et
al., 2018).

Vieira e Nascimento (2017), Silva e colaboradores (2013) afirmam que 0s
ambientes artificiais (hospitais e clinicas) climatizados podem favorecer a sobrevivéncia
de células fungicas, assim como as células bacterianas, que sdo transmitidas para
individuos sadios através de esporos presente no ar e superficie contaminada debilitando
0 seu bem estar, principalmente os individuos imunocomprometido e transplantados.
Atualmente, existe um arsenal limitado de antifungicos quando comparado aos
antibacterianos aplicados na terapia clinica para combater as infec¢@es, principalmente
aquelas causadas por Candida albicans, Aspergillus flavus e Aspergilus fumigatus que
possui em sua arquitetura diferentes mecanismos como as bombas de efluxos que tem
contribuindo para 0 aumento exponencial dessa resisténcia aos antifugicos (anfotericina
B, cetaconazol e fluconazol) possuindo semelhanca funcional como as bombas
bacterianas.

As bombas de efluxos estdo presentes em praticamente todos 0s organismos
vivos com a funcdo primordial de transportar substancias indesejadas para fora da
célula. Na terapia clinica essas bombas tem como finalidade atribuir resisténcia a
diversos patdgenos (ABDI et al., 2020) e podem conter agrupamentos diversificados de
superfamilias de proteinas codificadas por diferentes genes que compartilham
caracteristicas similares nas seqiiéncias de aminoacidos, tipo de estrutura, fontes de
energia e ancestralidade (KUMAR et al., 2020).

As bombas de efluxos sdo consideradas uma nanomaquina com papel
fundamental de protecdo em micro-organismos por serem constituidas pela integracao
de diversas proteinas transmembranares envolvida no bombeamento ativo das
moléculas e também seguido pelo gasto energético. Suas principais classes sdo: A
Extrusora de Composto Multifarmaco e Toxico; A Superfamilia Facilitadora Principal;
A Pequena Resisténcia Multi-Droga; A Divisdo de Nodulagédo de Resisténcia; A Cassete

ATP-Binding ABC e a Composto Proteobacteriano Antimicrobiano Efluxo Familiar. E
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por meio destas superfamilias que os micro-organismos tém adquirido resisténcia aos
farmacos (RATHI et al., 2020).

Segundo Rahman et al. (2018), Pérez-Cano e Robles-Contreras (2013) este
sistema de efluxo é constituido por trés proteinas altamente especializadas que
conectam a membrana citoplasmatica e a membrana externa, assim como a capacidade
de executar certas funcdes que envolve a internalizacdo e o transporte de diversas
substancias por meio do efluxo ativo seguido pelo gasto energético proveniente dos
prétons ou da hidrolise da adenosina trifosfato. Na membrana citoplasmatica existe uma
proteina chamada de carreadora com a funcdo de capturar as moléculas presentes na
membrana ou citoplasma e também ligada a proteina acessoria, por sua vez, conectada a
um canal externo da proteina da membrana (RAHMAM et al., 2018; PEREZ-CANO;
ROBLES-CONTRERAS, 2013).

A atividade da bomba de efluxo é normalmente aumentada em patégenos que
possui um determinado tipo de resisténcia intrinseco e/ou adquirido e por isso é
considerada um contribuinte para a multirresistentes. Atualmente muitos compostos
quimicos sintéticos ou extraidos da natureza estdo sendo investigados com a finalidade
de inibir o sistema de extrusdo e também por apresenta um potencial terapéutico para o
desenvolvimento de novos farmacos e alvos na intencdo de conter o crescimento
exponencial dessa resisténcia, como o Phe-arg-B-naftilamina e flavondides
(REENS et al., 2018).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Investigar as informacdes relevantes sobre a estrutura, expressdo, funcao,
inibidores e substratos que compdem a resisténcia mediada pelas bombas de efluxos e
suas superfamilias de transportadores.

2.2 Objetivos Especificos

e Compreender a composicao e funcionamento das bombas de efluxos;

e Constatar quais classes de antimicrobianos é expelido pelos sistemas de
transportadores;

e Identificar quais sd&o 0s micro-organismos, bactérias e fungos, que apresentam
importancia clinica e também os principais genes envolvidos na codificacdo das
diferentes proteinas encontrada em plasmideos ou cromossomos;

e Relatar quais 0os compostos ou substancias isoladas é capaz de inibir a bomba de
efluxo;

e Realizar uma busca na literatura por meio de bancos de dados cientificos
utilizando descritores especificos que facilitem acesso as informacdes relevantes

sobre a temética, bomba de efluxo e suas superfamilias.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Antimicrobianos

O pesquisador, médico e bacteriologista escocés Alexandre Fleming em 1928
descobriu a penicilina como uma substancia produzida pelo fungo Penicillium notatum,
posteriormente chamado de Penicillium chrysogenum e sendo 0 marco no tratamento de
infeccdes. Na década de 1940 a penicilina passou a ser empregada oficialmente nas
terapias clinicas hospitares para tratar certas enfermidades e produzida em grande escala
pelas indUstrias farmacéuticas (GUIMARAES et al., 2010). Sua introducdo no mercado
ocorreu em 1938 para diminuir 0 nimero de 6bitos de soldados e pessoas feridas
durante o conflito militar global denominado de Segunda Guerra Mundial (OLIVEIRA,
2015), e foi neste mesmo ano que Ernst B. Chain e Howard W. Florey, na Inglaterra,
conseguiram isolar genuinamente o antibiético (FYMART, 2017).

Guimarées e colaboradores (2010) relataram que a atividade da penicilina era
superior ao grupo das sulfonamidas e também reafirmando que os fungos apresentam
uma capacidade de produzir diferentes substancias que auxiliam no controle e inibicédo
bacteriana, despertando o interrese dos pesquisadores em novas descobertas de
antibidticos empregando o método de prospec¢do em culturas de micro-organismo para
fungos e bactérias.

“Antibidticos” é um termo usado para se referir as diversas substancias quimicas
produzidas pelos micro-organismos Vivos Ou por processos semi-sintéticos em
laboratorios (SANTOS et al., 2018), divergindo entre si quantos as propriedades fisicas,
quimicas, farmacoldgicas, espectro e mecanismo de acdo (KATZUNG; TREVOR,
2017). O antibiotico pode ser classificado conforme o espectro de atividade: uma
bacteriostatica que apresenta a capacidade de inibir o crescimento bacteriano ou pode
mantém-las na fase estacionaria e a outra bactericida, atuando em processos vitais
levando a morte para as células ou populacdo bacteriana (LAGOS, 2011; PANKEY;
SABATH, 2004).

As principais caracteristicas para um antibidtico sdo: alvo seletivo, acéo
bactericida rapida, espectro estreito, pouca ou nenhuma toxicidade, poucas reacoes

adversas, varias vias de administracdo, boa distribuicdo no local da infeccdo e ser um
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antibidtico pro-hospedeiro, sem prejudicar as defesas do sistema imunolégico ou
atribuir resisténcias aos patogenos (BAPTISTA, 2013).

O uso irracional do medicamento provoca maior incidéncia de efeitos colaterais
em humanos, tais como: as interacdes medicamentosas com anticoncepcionais podem
diminuir os efeitos contraceptivos, reacdes alérgicas, nauseas, vémitos e diarréia, que
além de acarretar a crescente resisténcia patogénica também pode suscitar novos
problemas relacionados as drogas (SANTOS et al., 2015), um dos assuntos abordado
em uma reunido da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) na intencdo de elaborar um
plano de acdo global para contorna esta situacdo envolvendo 194 paises e buscar novos
métodos para o desenvolvimento continuo farmacos integrando diversas empresas e
profissionais da saude (O’NEILL, 2014).

3.2 Mecanismos de ac¢do dos antibacterianos

No tratamento de infeccBes bacterianas sdo usados agentes antibacterianos que
podem ser categorizados de acordo com o0 mecanismo de acdo. Suas principais
categorias sdo: (i) antibidticos que atuam na inibicdo da sintese da parede celular; (ii)
antibidticos que atuam na inibicdo da membrana citoplasmatica; (iii) antibi6ticos que
atuam na inibicdo da sintese protéica; (iv) antibdticos que interferem na sintese dos

acidos nucléicos (v) e metabolismos celulares (NOGUEIRA et al., 2016).

3.2.1 Antibidticos que atuam na inibicdo da sintese da parede celular

O peptideoglicano ou mureina é um componente estrutural e exclusivo da parede
bacteriana, constituido pelo aglomeramento de polimeros unidos através de ligacOes
cruzadas peptidicas formando redes que apresentam cadeias lineares de glicanos
contendo dois monossacarideos, N-acetilglicosamina e &cido N-acetilmuramico. Sua
funcdo esta relacionada a manutencdo celular oferecendo protecdo a membrana
plasmatica, resguardando a célula bacteriana contra as moléculas invasoras provenientes
do meio extracelular, e também da lise osmdtica permitindo a sobrevivéncia
(NOGUEIRA et al., 2016).
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A biossintese de peptideoglicano ocorre no interior da célula passando por
diferentes etapas durante a via metabolica. A principio acontece uma conversdo de
glicosamina em &cido N-acetilmurdmico (NAM). Este composto quando ativado pelo
trifosfato de uridina resultara na formacdo de um precursor chamado de acido N-
acetilmuramico-difosfato (UDP-NAM) que serd ligado a um pentapeptideo
(BARRETEAU et al., 2008). Ambos serdo conduzidos da membrana citoplasmatica ao
meio externo pelo bactoprenol, local aonde as reagdes enzimaticas acontecerdo e serdo
direcionadas pelas transglicosilases e transpeptidases até a redefinicdo de um novo
ciclo, apds a desfosforilagdo do transportador lipidico (MUNCH et al., 2014).

Segundo Murray, Rosenthal e Pfaller (2014) as ligagOes cruzadas conectam duas
cadeias, peptidicas e glicanos, apresentando uma terceira posi¢do entre o0 grupamento
amina e outra na quarta posicdo em N-terminal da cadeia de pentaglicina e também D-
alanina na cadeia peptidica.

No quadro 1 sdo listados alguns antibidticos que atuam na sintese do
peptideoglicanos e incluse os B-lactamicos, a bacitracina e os glicopéptidos.

Os antibioticos B-lactdmicos englobam as cefalosporinas, carbapenémicos e
monobactamicos que sdo caracterizadas pela presenga do anel B-lactamico. Estes grupos
de antibidticos penetram nas células bacterianas através dos canais ou porinas
membranares e sdo responsaveis pela inibicdo da Ultima etapa da sintese dos
peptideoglicanos na parede celular, por meio da acetilacdo da transpeptidase que
rompera as ligacbes quimicas que estabilizam o anel, inclusive podem ter como alvo as
proteinas de ligacdo as penicilinas (PLP) (RAHMAM et al., 2018; SCHERER et al.,
2016).

As penicilinas naturais foram extraidas a partir de culturas fungicas contendo o
bolor Penicillium (GUIMARAES et al., 2010), sendo atualmente representadas pela
penicilina G (benzilpenicilina) aplicada clinicamente na prevencdo da sifilis
(Treponema pallidum) (COOPER, et al.,, 2016) e a penicilina V (derivado
fenoximetilico) usada para tratar infecces moderadas (TORTAMANO et al., 2008).
Devido & agdo da enzima penicilinase que quebram as ligacbes de diferentes
substancias, os antibidticos tém adquirido resisténcia, assim como a metacilina. Por
causa desta situacdo varios representantes foram retirados do comeércio Norte
Americano, como cloxacilina, flucloxacilina, nafcilina, oxacilina e dicloxacilina usados
para combater infecgOes causadas por Staphylococcus aureus e S. epidermidis
(BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2019).
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Quadro 1: Principais classes de antibidticos que atuam na inibi¢do da parede celular.

Inibicdo da sintese da parede celular

Micro-organismos

Referéncias

Benzilpenicilina (Penicilina G) e

Cocos Gram-

positivos inncluindo
Staphylococcus

aureus e

Penicilinas naturais  fenoximetilpenicilina  (Penicilina Staphylococcus
V) epidermidis, mas
também em
enterococcus e
pNeumococos.
Haemophilus
influenzae,
Amoxicilina, Escherichia coli,
Aminopenicilinas ampicilina,bacampicilina e Pseudomonas sp.,
pivampicilina Proteus mirabilis,

Salmonella e
Shigella.

Isoxazolilpenicilina

Cloxacilina, dicloxacilina,
flucloxacilina e oxacilina

Estafilococos ou

Listeria

Ureidopenicilina

Azlocilina,
mezlocilina e piperacilina

Bacterias Gram-

negativas,

Escherichia coli,
Pseudomonas,e

Klebsiella

Carboxipenicilina
(penicilinas antipseudomonas)

Pseudomonas

Cefalosporinas

12 Geracdo (cefazolina, cefalexina
monoidratada,
cefazolina cefradoxila)

Bactérias Gram
positivas, exceto em
enterocococ, MRSA e 5qpg.
Staphylococcus

epidermidis

22 Geragdo (cefactor, cefoxitina,
cefotetana e cefuroxina

Escherichia coli,
Klebsiella, Proteus,

Haemophilus,

influenzae, Moraxella

catarrhalis

32 Geragdo (efotaxima,
ceftriaxona, cefdinir e ceftibuteno)

Bacterias Gram-

negativas

42 Geragdo (cefalosporina)

Bacterias Gram-

negativas

Carbapenémicos

Doripeném, ertapenén, Imipeném e

Bactérias Gram

meropeném positivas e negativas
A Bactérias aerdbicas
Monobactamicos Aztreonam Gram-negativas
Polipeptideos Bacitracina Bacterlgs_. Gram-
positivas
Lipopeptideos Daptomicina Bacterias Gram-

positivas aerobios

Glicopeptideos

Vancomicina e teicoplanina

Bacterias Gram-

positivas

BRUNTON;
HILAL-
DANDAN,;
KNOLLMAN
N, 2019;
TORTORA,;
FUNKE;
CASE, 2018;
INFARMED,
2012;
SILVEIRA,
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As semi sintéticas, parte produzida pelo bolo e parte sintetizada em laboratdrio,
foram categorizadas em trés grupos principais como: aminopenicilina (ampicilina e
amoxicila) apresenta atividade bactericida em bactérias com rapida absorcdo pelo
sistema gastrointestinal humano; isoxazolilpenicilina (oxacilina e cloracilina) foi
retirada do comercio norte americano em razdo da ineficacia em bactérias Gram-
negativas; e a ureidopenicilina, eficaz no tratamento clinico para combater infec¢des
causadas por Pseudomonas aeruginosas e Proteus (BRUNTON; HILAL-DANDAN;
KNOLLMANN, 2019; MOTA et al., 2010).

Os antibidticos do grupo das penicilinas quando associada aos inibidores [3-
lactdmicos como, por exemplo, o &cido clavulanico produzido pelo Streptomyces
clavulagerus, o sulbactam e o tazobactam uma sulfona do &cido penicilanico sdo
manuseadas nas praticas clinicas hospitalares por permitir a ampliacdo do espectro de
atividade dos antibidticos e atuam no tratamento contra as infeccdes polimicrobianas
causadas pelas bactérias, sejam elas, Gram-positiva ou negativa anaerobias (PINELLI;
DIAS, 2017; SILVA et al., 2016; INFRAMED, 2012).

Segundo Farinha et al. (2018) e o prontuario terapéutico da Inframed (2012) as
cefalosporina sdo antibidticos P-lactdmicos originario da espécie Cephalosporium
acremonium com estrutura quimica e farmacologia similar as penicilinas. Elas sdo
classificadas em quatro categorias de geracdes, conforme o seu espectro de atividade.
As cefalosporinas de primeira geracdo sdo representadas pelas cefalotina, cefazolina e
cefalexina atuam especialmente em bactérias Gram-positivas, estafilococos sensiveis a
meticilina. No prontuério clinico da Inframed consta em relato que o grupo de segunda
geracdo foi disponibilizado no mercado Norte Americano em 1979, onde ficou
comprovado a pouca eficacia no combate em bactérias Gram-positivas e clinicamente
aplicada contra bactérias Gram-negativas, como Haemophilus influenzae, Enterobacter
aerogenes e Neisseria. Atualmente, a cefuroxima € usada no tratamento contra
meningite, e sendo a Unica capaz de ultrapassar a barreira hematoencefélica.

As duas ultimas geracGes de cefalosporinas, terceira e quarta, apresentam
espectro estendido contra as diferentes espécies bacterianas ou podem conter membros
com atividade reduzida em Gram-positivos e outros com maior agdo em gram-negativas
(ZAFFIRI; GARDNER; TOLEDO-PEREYRA, 2012). Golg et al. (2016), menciona
que esta classe pode apresentar acdo bactericida na espécie de Mycobacterium
tuberculosis e que em células do sistema imunoldgico humana e também de mamiferos,

ndo apresentam toxicidade no interior dos macréfagos.
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Outra classe de P-lactdmicos que apresenta importancia clinica sdo 0s
carbapenémicos que apresentam atividade de amplo espectro e ativos principalmente em
espécies bacterianas da familia Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae, tendo
dopripenem, ertapenem, imipenem, meropenem como 0S principais representantes. O
grupo do monobactamico possui espectro restrito e atuam apenas em bactérias Gram-
negativas aerobias, sendo representado pelo Unico antibidtico disponivel no mercado, o
aztreonam. A vantagem desta classe é a protecdo oferecida para o paciente durante o
tratamento de infeccdes, organismos sensiveis sem que possa modificar a populagédo
bacteriana normal (BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2019;
MURRAY; ROSENTHAL,; PFALLER, 2014; INFRAMED, 2012).

O antibiotico bacitracina pertencente ao grupo polipeptideo é produzido pelas
cepas Tracy-1 de Bacillus subtilis e B. linheniformis, bloqueia a pirofosfobactoprenol
que € reduzido a fosfobactoprenol, interferindo na formacdo da sintese da parede
bacteriana. E identificada, quimicamente, na estrutura do grupo a presenca dos anéis
heptapeptideos conectados a cadeia pentapeptidicas (COSTA; JUNIOR, 2017;
GONZALEZ; SIGRIST; PAULO, 2016; SALES; TAKAKI; SILVA, 2011).

Na classe dos lipopeptideos ciclicos de ocorréncia natural, a daptomicina é o
principal representante, sendo produzida pela Streptomyces roseosporus e desenvolvida
em 1985 pela empresa Eli Lilly (ARAOS et al., 2012). De acordo com ANVISA
(2007), esse antibidtico pode resultar na morte celular ocasionada pela réapida
despolarizacdo do potencial de membrana interrompendo a entrada dos ions de sadio,
quando se ligar a membrana citoplasmatica provoca o escoamento do contetdo interno
bacteriano. Apresenta excelente atividade contra estafilicocos, estreptococos e
enterococos.

O antibidtico vancomicina € obtido a parte da espécie bacteriana Streptomyces
orientalis, um glicopeptideo triciclico que inibe a sintese de peptidoglicano na parede
celular em bactérias, por se ligar com alta afinidade a por¢do terminal D-alanil-D-
alanina de um pentapeptideo e pode interromper a etapa de transpeptidacdo. Enquanto, a
teicoplanina é isolada de Actinoplanes teichomyceticus ou proveniente de uma mistura
de glicopeptideos relacionados e disponiveis na Europa. Ambas sao utilizadas na pratica
clinica para tratar pacientes com infeccOes causadas por bactérias Gram-positivas
(BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2019; SILVEIRA, 2006).
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3.2.2 Antibidticos que atuam na inibicdo da membrana citoplasmatica

As polimixinas foram descobertas no final da década de 40, sendo descrita
independentemente por pesquisadores norte-americanos e ingleses. A classe €
composta por cinco grupos de substancias quimicamente relacionados, as Polimixinas
A, B, C, D e E. (FALAGAS; RAFAILIDIS; MATTHAIOU, 2010; MENDES;
BURDMANN, 2009). Trata-se de antibidtico polipeptidico amplamente usado em
pratica clinica hospitalar que inativa a porcdo lipidica A da endotoxina bacteriana,
precedida de morte celular. As mais utilizadas sdo: polimiximas B descoberta em 1947
e produzidos pelo microorganismo do solo Bacillus polymyxa e também a polimiximas
E, atualmente chamada de colistina, descoberta em 1950 e isolada a partir da espécie
Bacillus colistinus (CARVALHO; COGO, 2014; GIRARDELLO; GALES, 2012),
quadro 2.

Oliveira e colaboradores (2009) mencionam que esses dois antibioticos sdo
comparados tanto na eficacia clinica, quanto na toxicidade renal. A polimixina B
apresenta atividade bactericida em bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosas (NEIVA et al.,, 2014), enquanto a colistina apresenta
atividade semelhante e € comercializada como colistimetato para administracdo 1V ou
para uso topico (BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2019).

Quadro 2: Antibioticos que inibem a sintese da membrana citoplasmatica.

Inibicdo da sintese da membrana citoplasmatica Micro-organismos Referéncias
BRUNTON;
HILAL-
Pseudomona aeruginosa DANDAN,
ginosa,  KNOLLMANN,
Enterobacter sp., ,
Escherichia coli, Klebsiella 2019;
o Polimixina B e colistina ’ INFARMED,
Polimixinas . sp., Salmonella sp., ,
ou polimixa E Pasteurella spp., Bordetella 2012;
Spp" MENDES;
getlasp. 2009.

Suas moléculas possuem cadeias laterais contendo acidos graxos conectados ao
anel peptideo policatibnico, aproximadamente composta de oito a dez aminoacidos.

Atuam na membrana externa e citoplasmatica da célula bacteriana removendo particulas
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de calcio e magnésio. Ao se ligarem a determinados componentes, fosfolipidios e
lipopolissacarideos, do envelope celular agem como estabilizadores de membrana ou
podem provocar o extravasamento do conteldo celular ocasionada pela ruptura,
desencadeando a morte bacteriana (GIRARDELLO; GALES, 2012).

3.2.3 Antibidticos que atuam na inibicao da sintese protéica

Nas bactérias, o ribossomo tem densidade 70S formada pela associacao de duas
subunidades, uma pequena 30S e outra grande 50S, local onde o antibidtico se liga para
inibir a sintese de proteinas (UETA et al., 2017; GUIMARAES et al., 2010), como

listado nos quadros 3 e 4.

Quadro 3: Resumo dos antibi6ticos que inibem a sintese protéica no ribossomo 30S.

Inibicdo da sintese protéica (ribossomas) Micro-organismos Referéncias

Ribossomo 30S

Amicacina, canamicina,
estreptomicina,
gentamicina, neomicina,

Bactérias Gram negativas
aerdbias (Klebsiella sp.,

. ., N Serratia BRUNTON;
Aminoglicosideos pa?gmcr)nrrl]?cri]sé o spp., Enterobacter sp., HILAL-
tobramicina Pseudomonas sp. e DANDAN;
Staphylococcus aureus) KNOLLMANN,
- 2019;
e Wpeopoene:  ToRTORA
- Borrelia’FranciseIIa ’ FUNKE; CASE,
CIortetraglll_na, tulérensis 2018;
Tetraciclinas _d_em_eclom_cllng, . Pasteurella muliocida INFARMED,
doxiciclina, minociclina ! 2012.

Bacillus anthracis,
Helicobacter
Pylori

e oxitetraciclina

Glicilciclinas Tigeciclina

Os aminoglicosideos sdo bactericidas quando se liga ao ribossomo 30S
bacteriano, sendo bastante utilizados na prética clinica para tratar infec¢bes causadas
por bacilos Gram-negativos, além de apresentar forte sinergismo quando associado a
outros antimicrobianos eficazes contra bactérias Gram-positivas, principalmente em

situacOes poOs-operatdrios em cirurgia cardiaca. Quando interagi com a superficie da
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célula bacteriana ocorre de maneira passiva e sem gasto de energia, mas ao liga-se a
uma estrutura relativamente carregada com carga negativa na parede celular, ocasiona o
transporte de fons Ca®* e Mg®*, formando um buraco e alterando a permeabilidade da
membrana seguida pelo gasto de energia gerada pelos elétrons que mantém o potencial
transmembrana (OLIVEIRA; CIPULLO; BURDMANN, 2006).

Uma vez no interior célula, os aminoglicosideos interferem na sintese protéica e
se ligam aos polissomos criando uma leitura erronia e na terminagdo precoce da
traducdo do RNAm, provocando uma alteragdo no funcionamento da membrana celular
seguida pela extravasamento de componentes essenciais contidos na regido
citoplasméatica e ocasionado a morte celular (BRUNTON; CHARBNER,;
KNOLLMANN, 2012).

Os antibidticos da classe tetraciclina apresentam amplo espectro e séo
produzidos por espécies de Streptomyces, cuja utilizacdo terapéutica tem sido reduzida
devido ao surgimento de resisténcia bacteriana, além de ser contra indicado para
criancas e mulheres gravidas que podem apresentar manchas amarronzadas nos dentes
ou danos hepaticos devido a elevada toxicidade, inclusive pode acarretar danos
ambientais ou riscos ecologicos para fins agricolas e aquiculturas (XU et al., 2019;
OLIVEIRA et al., 2018; DAGHRIR; DROGUI, 2013; INFARMED, 2012).

Consequentemente, a classe possui forte reconhecimento pela Organizacéo
Mundial da Saude (WHO- World Health Organization) devido a eficicia e por ainda
permanecer como um farmaco de primeira escolha para tratar infeccdes causadas por
Bruscella, Chlamydia, Rickettsia e Borrelia burgdorferi (SCALDAFERRI et al., 2020;
INFARMED, 2012).

A tigeciclina é uma glicilciclina, congéneres da tetraciclina com mesmo espectro
e atividade contra bactérias resistentes, sendo esta aprovada em 2005 para uso clinico
hospitalar pela Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA-Food and Drug
Administration) (FREITAS et al., 2018). Ambas as classes penetram em bactérias
Gram-negativas por meio da difusdo passiva dos canais formados pelos poros na
membrana externa e pelo transporte ativo que transportam as drogas através da
membrana citoplasmatica (BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2019).
Inibem a sintese de proteinas bacteriana ao se liga ao ribossomo 30S, impedindo o
acesso do aminoacil-tRNA ao local aceptor no complexo RNAm-ribossomo (RAWLA;
RAJ, 2017).
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O antibidtico cloranfenicol € um representante das classes dos anfenicois com
amplo espectro de atividade, foi isolado originalmente com base na cultura de
Streptomyces venezuelae no ano de 1947 e introduzida para tratamento clinico em 1948
(WRIGHT; SEIPLE; MYERS, 2014). O uso deste antibiotico esta sendo banidos nos
Estados Unidos, Unido Européia e outros paises quando aplicado em animais produtores
de alimentos. Embora, residuos tenho sido encontrados em vestigios na carne de peixes

e em mel asiatico para consumo humano (PEZZA et al., 2006).

Quadro 4: Resumo dos antibiodticos que inibem a sintese protéica no ribossomo 50S.

Inibicdo da sintese protéica (ribossomas) Micro-organismos Referéncias

Ribossomo 50S

Haemophilus influenzae,
Neisseria
meningitidis, Streptococcus
pneumoniae, riquétsias,

Anfenicois Cloranfenicol

Vibrio e Enterococcus BRUNTON;
— HILAL-
Cocos Gram-positivos e em ,
Estreptoaraminas Quinupritina mais Mycoplasma pneumoniae, EﬁgES\I}ANN
ptog dalfopristina Legionella sp. e 2019: ’
Stre tococycus’ neumoniée FUNKE; CASE,
Lincosamidas Clindamicina P P ' 2018;
Streptococcus pyogenes e )
g FAIR; TOR,
Streptococcus viridans, _
” 2014;
Chlamydia sp., Mycoplasma INEARMED
Azitromicina, sp., 2012 '

claritromicina,
eritromicina e
telitromicina

Macrolidos

Legionella pneumophila,
Haemophilus influenzae,
Haemophilus ducreyi e

Campylobacter sp.

Bacterias Gram-positivas

Linezolide e tedilzolida ; , oy
resistente a penicilina

Oxazolinidonas

Segundo a Inframed (2012), o antibidtico possui uma toxicidade hematoldgica
significativa e bastante utilizada no tratamento de infeccOes graves causadas por
Haemophilus influenzae, Neisseria meningitidis e Streptococcus pneumoniae. O
cloranfenicol se liga reversivelmente a subunidade ribossomica 50S, impedindo a
ligagdo da extremidade do aminoacil RNAt que contém o amino&cido ao sitio aceptor
(BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2019). O antibiotico exerce efeito
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bacteriostatico com interacdo da peptidiltransferase, levando ao bloqueio de elongacao
da traducédo (FAIR; TOR, 2014).

As estreptograminas sdo derivados semi-sintéticos de agentes naturais
produzidos por Streptomyces pristinaespiralis. Clinicamente sdo utilizadas a
quinuspristina, oriunda da pristinamicina | e uma peptideolactona ciclica, e a
dalfopristina, proveniente da pristinamicina 1A, um hibrido policetideo/ peptidico
contendo o anel. Ambos atuam de maneira sinérgica, uma bloqueando a etapa inicial e a
translacdo do polipeptidio pela subunidade ribossémica 50S, localizada na regido 23S
do RNAr, enquanto a outra impede o alongamento da traducdo (FAIR; TOR, 2014;
GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). A associacdo dos dois farmacos apresenta
uma atividade contra cocos Gram-positivos e organismo causadores da pneumonia
atipica (FAIR; TOR, 2014).

A lincosamina é um antibiotico obtido em 1962 por purificacdo, a partir de uma
cultura de actinomiceto e distribuida no comércio no meado de 1964. Clinicamente,
clindamicina foi introduzida em 1968 como uma substituta da lincosamina no
tratamento de infeccdes aerdbicas e anaerobicas de patdgenos Gram-positivas (STAHL,
2017; WRIGHT; SEIPLE; MYERS, 2014). Ambas podem inibir a transpeptidacao
necessaria para a sintese protéica bacteriana, sendo considerada bacteriostatica
(BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2019).

Macrolideos € outra classe de antibidticos que contem um anel de lactona que se
liga aos acucares neutros e amino. Os mais utilizados nas praticas clinicas sao:
eritromicina, claritromicina, azitromicina e fidaxomicina contra cocos e bacilos Gram-
positivos e alguns negativos, como: Haemophilus influenzae, Legionella peneumophila,
Brucella e Mycoplasma peneumoniae. (JELIC"; ANTOLOVIC, 2016;
INFARMED, 2012).

A eritromicina foi descoberta em 1952 por McGuire e colaboradores nos
produtos metabdlicos da cepa de Streptomyces erythreus, sendo o agente protétipo
dessa classe. Este antibidtico e outros macrolideos podem apresentar atividade
bacteriostatica e bactericida em concentragfes elevadas, dependendo do tipo de espécie
bacteriana (JELIC"; ANTOLOVIC, 2016; WRIGHT; SEIPLE; MYERS, 2014). Eles se
ligam ao ribossomo 50S bacteriano e ndo impede a formacéo da ligacdo peptidica, mas
inibi a etapa de alongamento da traducdo ao provocar a desagregacdo de uma molécula
de peptidil-RNALt recém-sintetizada, desloca-se do sitio aceptor ao sitio peptidil doador
(FAIR; TOR, 2014).
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A nova classe de inibidores da sintese protéica sintética sdo as Oxazolinidonas,
eficiente contra bactérias Gram-positivas, sendo a linezolida o criador deste grupo e
tendo a tedizolida aprovada em 2014 pela FDA (Food and Drug Administration-
Adiminstracd de alimentos e medicamentos). Inibem a sintese de proteinas do
ribossomo 50S por meio da ligacdo ao sitio P, impedindo a formacdo do complexo
maior RNAt-fMet-ribossomico (BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN,
2019). De acordo com McNeil e colaboradores (2017), a classe sdo candidatos

promissores no tratamento de infec¢des causadas por Mycobacterium turbeculosis.

3.2.4 Antibidticos que atuam na inibicdo dos acidos nucléicos

As quinolonas representam um grupo de antibidticos analogos fluorados
sintéticos do &cido nalidixico (BRAR et al., 2020), uma vez que ndo atingiam niveis
antibacterianos sistémicos e eram usados no tratamento das infec¢des do trato urinario
inferior, como Escherichia coli (EZELARAB et al., 2018).

O éacido nalidixico foi a primeira quinolona a ser implantada na pratica clinica
no inicio da década de 1960, apresentando atividade intensa contra bactérias Gram-
negativas e sendo pouco ativa em Gram-positivas, Pseudomonas (LEYVA; LEYVA,
2008). Seu surgimento aconteceu acidentalmente como produto secundario da sintese de
antimalarico com a cloroquina. George Lesher e colaboradores descobriram a
substancia durante uma destilacdo que envolvia a sintese de cloroquina em 1962, no
qual revelou a atividade antimicrobiana e o aparecimento do acido nalidixico (SILVA;
HOLLENBACH, 2010).

Pesquisas intensas realizadas com a primeira quinolonas na década de 1980,
originaram as denominadas quinolonas de secunda geracdo, as fluoroguinolonas
(SILVA; HOLLENBACH, 2010). No Uruguai, as fluoroquinolonas possuem um amplo
espectro, alta atividade e boa tolerancia, sendo bastante empregada na terapia empirica
contra infecgdes, porém isso levou a uma ampla disseminacdo bacteriana pelo uso
inapropriadado antibidtico ocasioando o aparecimento de bactérias resistentes que vem
aumentando gradativamente e sendo um dos principais problemas do sistema mundial
de salde publica. Seus principais representantes sdo a ciprofloxacina, norfloxacina e

ofloxacina que interferem na sintese de acidos nucléicos (SEIJA et al., 2014;
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OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2011; LEYVA; LEYVA, 2008), tal como descrito no quadro
5.

A sua atividade bactericida resulta da inibicéo catalitica de duas enzimas, DNA-
girase e a topoisomerase 1V, que desempenham funcgdes especificas durante a replicacdo
e transcricdo do material genético bacteriano. A inibicdo da DNA-girase impede o
relaxamento do DNA superespiralado importante fator para que haja a transcrigéo e a
replicacéo, ou seja, a girase desempenha o papel de introduzir superespirais negativos
no DNA para combater o superespiralamento positivo excessivo, enquanto a
topoisomerase IV interfere na separacdo do DNA cromossomal replicado durante a
divisdo celular das células filhas. Essa enzima tem como funcgéo de separar as moléculas
de DNA filhas interligadas formadas durante a replicacdo do DNA, mas também é um
alvo promissor das quinolonas que bloqueia 0s processos enzimaticos dentro da célula e
levando a morte bacteriana (INFRAMED, 2012; SILVA; HOLLENBACH, 2010).

Quadro 5: Antibidticos que inibem sintese de acidos nucléicos.

Alteraces na sintese dos 4cidos nucléicos  Micro-organismos Referéncias
Escherichia coli, BIT_:fll_\l;EN
Ciprofloxacina, Salmonella sp., Shigella sp., DANDAN:
Fluroquinolonas Norfloxacina e Enterobacter sp., KNOLLMAI\,IN
Ofloxacina Campylobacter sp. e 2019- ’
Neisseria sp. TORTO’RA'
Mycobacterlum_leprae, FUNKE: CASE,
Mycobacterium 2018:
Rifamicina tuberculosis, Neisseria INFARI\/iED
meningitidis e 2012,
Brucella sp. '

Antibioticos macrociclicos como as rifamicinas, sdo importantes durante o
tratamento de feridas cutaneas cirurgicas que pode ser infectada por micobacteriana
presente em ambiente hospitalar (PALMA et al., 2017). Ela liga-se a subunidade B do
RNA-polimerase dependente de DNA formando um complexo farmaco-enzima. Essa
ligagdo impede a formacgdo da cadeia na sintese de RNA. S&o usadas para impedir o
crescimento de bactérias Gram-positivas e também em Gram-negativas como
Escherichia coli, Pseudomonas, Proteus indol-positivo ou indol-negativo, e Klebsiella.
Sua atividade € mais ativa no tratamento contra Staphylococcus aureus (BRUNTON;
HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2019).
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3.2.5 Antibidticos que atuam na modificacdo de metabolismos celulares

A primeira classe de antibioticos bacteriostaticos a serem utilizados na préatica
clinica, médica e veterinaria, em 1935 foram as sulfonamidas que competem com p-
aminobenzoico para inibir sintese do é&cido folico, impedindo o crescimento e
reproducdo de microrganismos (MALMIR et al., 2018; TACIC” et al., 2017; STOOB et
al., 2007). Séo eficazes contra uma ampla variedade de bactérias Gram-positivas e
negativas, tais como Haemophilus ducreyi, klebsiella granulomatis, Chlamydia e
Nocardia (INFARMED, 2012), como descrita no quadro 6.

Quadro 6: Resumo dos antibioticos que atuam alterando o metabolismo celular.

Modificacdes no metabolito celular

Micro-organismos

Referéncias

Cocos Gram-positivos e

Sulfonamidas Sulfadiazina negativos
Escherichia coli,
Haemophilus influenza,
Sulfisoxazol Streptococcus pyogenes,

Streptococcus pneumoniae,
Staphylococcus aureus e

Nocardia

Sulfametoxazol +

Pneumocytis carinii e

BRUNTON,;
HILAL-
DANDAN;
KNOLLMANN,
2019;
TORTORA;
FUNKE; CASE,
2018;
INFARMED,
2012.

tripetroprima Pneumocytis jirovecii

A trimetropima é um antimetabdlito, introduzida no mercado em 1968, que
interfere no metabolismo do acido félico pela inibicdo da enzima di-hidrofolato-
redutase, impedindo a conversdo de di-hidrofolato para tetra-hidrofolato, composto que
contribui para a producdo de peptideos e nucleotideos (HASHIM et al., 2020;
MALMIR et al., 2018). Associado ao sulfametoxazol apresenta um forte sinergismo
ativo, no qual ficou conhecido como cotrimoxazol, indicada no tratamento de infecc¢oes
urinarias devido a Samonella spp., Pneumocytis carinii e Pneumocytis jiroveci (RIAL
PRADO et al., 2018; INFARMED, 2012), além de ser uma alternativa nas infec¢des
0sseas, uma vez que tem sido associado ao surgimento de insuficiéncia renal e
hipercalemia (FICA et al., 2015).
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3.3 Antifungicos

Segundo diferentes estudos baseados nas informagfes contidas nos registros
literarios cerca de 80.000 a 100.000 espécies de fungos foram identificados, sendo
apenas 50 destas responsaveis por mais de 90% das infeccGes em animais e humanos
(BERTO; WIETH; HERMES, 2018).

Nos ultimos dez anos as infecgdes fungicas fatais vém aumentando
exponencialmente devido ao crescimento populacional, especialmente em pacientes
imunocomprometidos que realizaram algum tipo tratamento como, por exemplo,
transplante hematoldgico ou o6rgaos solidos, quimioterapia contra o cancer, farmacos
imnunossupresores, AIDS, leucemia, linfoma e diabetes, sendo estes considerados 0s
principais fatores que prejudicam o tratamento clinico para conter as micoses
oportunistas, como a candidiase (BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN,
2019; LOPEZ-MARTINEZ, 2010).

Silva (2016) e Goes (2009), atualmente existem diversas drogas antibacterianas
disponiveis no mercado para tratar infec¢des bacterianas em homens e animais, quando
comparado ao pequeno arsenal de antifingico aplicado na terapia clinica. 1sso acontece
porque as células fungicas apresentam dificulta de localizar um alvo especifico e nao
compartilhado com o hospedeiro, pois ambos sdo de natureza eucariotica. Assim como
os antibacterianos, os antifingicos sdo categorizados conforme a sua atividade: uma
fungistatica com capacidade de inibe o crescimento de um organismo e a outra
fungicida apresenta uma habilidade para matar um organismo in vitro ou in vivo.
Quando diferentes drogas sdo associadas o efeito gerado pela sua acdo pode ser
amplificado ou pode interferir e neutralizar a acdo de um dos agentes, sinergismo e
antagonismo. A combinagdo é utilizada para aumentar a eficcia no tratamento no
intuito de combater uma infeccdo, ampliar o espectro da terapia antiflngica empirica,
prevenir a resisténcia de organismos e obter um efeito sinérgico desejado (MURRAY;
ROSENTHAL; PFALLER, 2014).

3.4 Mecanismos de ac¢do dos antifingicos
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Os antifungicos utilizados para combater as infecgdes fungicas séo classificados
de acordo com os locais de acdo: (i) danos ou inibem a sintese da membrana plasmaética;
(i) inibem a sintese da parede celular; (iii) inibem a sintese de RNA; (iv) Inibem a
montagem de microtibulos; e (v) inibem a aminoacil-RNAt-sintase (BRUNTON;
HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2019).

3.4.1 Antifangicos que atuam na inibicdo da B-1,3-glicanos sintase da parede celular

A equinocandina € uma classe de derivados sintéticos que apresentam em sua
estrutura lipopeptideos ciclicos um nucleo hexadepsipeptidico. Os Antifungicos
pertencentes a esta classe sdo produzidos por vérias espécies de fungos e estdo
disponiveis no mercado como caspofungica, micafunina e anidulafungica para uso
clinico hospitalar, além de possuirem um peso molecular superior a 1.200 Da (PEREA,
2016; VANDEPUTTE et al., 2012), como listado no quadro 7. Sua introdugdo no
mercado farmacéutico aconteceu em 2001 como antifingicos de amplo espectro e
também por apresenta boa atividade in vitro contra infecc@es invasivas de Candida spp
e Aspergillus spp, embora seu espectro de acdo inclua outras espécies de fungos como
Paecilomyces variotii, Scedosporium apiospermum, Blastomyces dermatitidis,
Coccidioides immitis e Histoplasma capsulatum (HILDALGO et al., 2018; PASTOR;
GUARRO, 2005).

Quadro 7: Antifangicos que inibem a sintese da parede celular.

Inibem a sintese da parede celular ~ Micro-organismos Referéncias
BRUNTON,;
Equinocandinas Anidulafungina Candidiase invasiva  HILAL-DANDAN;

Caspofungica (cancidas) Aspergillus spp e KNOLLMANN, 2019;

e aminocandina Candida spp. INFARMED,

Micafungina Candidiase invasiva 2005.

2012;

PASTOR; GUARRO,

Segundo Brunton, Hilal-Dandan e Knollmann (2019) a estrutura da parede
celular fangica é mantida por polissacarideos fibrilares, contendo em maior quantidade
B-1,3-glicanos e quitina que sdo conectados covalentemente. Em contraste com a
membrana plasmatica, um complexo glicano-sintase e responsavel por catalisa a sintese

de B-1,3-glicanos projetado no periplasma e inserido na parede celular.
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As equinocandinas atuam na parede da celular fingica inibindo a enzima $3-1,3-
glicanos sintase, bloqueando a funcdo enzimética e também afetando a integridade da
parede (MAUBON et al., 2014; PASTOR; GUARRO, 2005). O resultado desta inibi¢cdo
é a instabilidade osmotica e a lise celular, e devido as pequenas semelhangas com as
bactérias sdo denominadas “penicilinas antifungicas” (DE LA LIAMA-CELIS et al.,
2012).

3.4.2 Antifangicos causam danos ou inibigdo da sintese da membrana plasmatica

Alilaminas é uma classe de antifingicos que atuam na biossintese de ergosterol
com capacidade de inibir a enzima esqualeno-epoxidase, interferindo nas reacdes
enzimaticas dos azois. O efeito gerado pela inibi¢do enzimatica resultara na diminuicao
de ergosterol e no aumento de esqualeno dentro da membrana, e também seguida pelo
aumento da permeabilidade, interferéncia na organizacdo celular e diminuicdo do
crescimento fingico, além de ocasionando a lise celular (CARRILLO-MUNOZ et al.,
2010; CARRILLO-MUNO?Z, et al., 2006; VALDES, 2005), quadro 8.

Segundo diferentes estudos relatam que acimulo de esqualeno dentro da célula
fangica aumenta a toxicidade. Essa classe € representada pelo agente antifingico
lipofilico sintético a terbinafina, cuja férmula quimica é [(E)-N-(6,6-dimetil-Z-hepten-4-
inil)-N-metil-1-naftalenmetanamida] possuindo um amplo espectro de atividade contra
dermatdfitos, tais como, Candida spp., Malassezia furfur, Candida neoformans,
Trichosporon spp., Aspergillus spp., Sporotrychum schenckii e Penicillium marneffei,
estando disponivel no mercado em aplicacbes orais e topicas (SINGH et al., 2018;
DEMAIN; SANCHEZ, 2009; DIOMEDI, 2004).

Outro antifingico sintético que inibe a esqualeno-2,3-epoxidase € a naftifina,
possui atividade fungicida de amplo espectro in vitro, sendo eficaz no tratamento contra
infeccbes de candidiase cutanea, Tinea cruris, Tinea corporis e Tinea versicolor
(BRUNTON; HILAL-DANDAN; KNOLLMANN, 2019).
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Quadro 8: Antifungicos que inibem a sintese da membrana plasmatica.

Danos ou inibem a sintese da membrana plasmatica Micro-organismos

Alilaminas

Terbinafina e naftifina

Tratamento de
doencas resistentes
ao0s azois

Polienos

Anfotericina B

Infecgdes fungicas
sistémicas/
Candidiase e
aspergilose invasivas,
blastomicose,
histoplasmose,
coccidioidomicose,
criptococose,
mucormicose e
esporotricose

Nistatina

Candidiases orais,
esofagicas e
intestinais

Azo0is / imidazois

Clortrimazol, cetaconazol e

miconazol

Infec¢des fungicas
sistémicas/
Aspergillus,
Blastomyces,
Histoplasma e
Sporotrychum
schenckii

Fluconazol

Candidiase invasinva
e criptococose

Az0is/ triazdis

Itraconazol

Aspergilose invasiva,
blastomicose,
coccidoidomicose,
histoplasmose,
pseudalesqueriase,
esporotricose,
micoses e
onicomicose

Posaconazol

Candidiase
orofarindea

\Voriconazol

Aspergilose invasiva,
candidiase invasiva e
pseudalesqueriase

Referéncias

BRUNTON,;
HILAL-DANDAN;
KNOLLMANN,
2019;

INFARMED, 2012.

Os antifungicos pertencentes a classe dos azdllicos sdo quimicamente

categorizados em dois grupos: os imidazois que contém dois &tomos de nitrogénio no

anel azoélico como butoconazol, clotrimazol, cetaconazol, econazol,

luliconazol,

miconazol, oxiconazol, sertaconazol, sulconazol e tioconazol; e por ultimo triazois que

constam com trés atomos de nitrogénio no anel como efinaconazol, fluconazol,
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itraconazol, isavuconazol, posaconazol, terconazol e voriconazol. Ambos 0S grupos
estdo disponiveis no mercado dos Estados Unidos e sdo amplamente utilizados nas
terapias clinicas hospitalares para o tratamento de pacientes contaminados com fungos
do tipo dermatdfitos, como Candida albicans e Cryptococcus neoformans. Eles atuam
na via de biossintese do ergosterol via inibindo a enzima 14-a-esterol-demitilase,
dependente do citocromo P450 Ergll blogueando a conversdo do lanosterol em
ergosterol. O efeito gerado pela inibicdo enzimatica é interromper o processo de
biossintese do ergosterol, levando a deple¢do na membrana e acimulo toxico 14a-metil-
diol, interferindo no crescimento celular e perda de fluidos (ZAPATA-GONZALEZ;
CARDONA-CASTRO, 2012; SHAPIRO; ROBBINS; COWEN, 2011; CATALAN;
MONTEJO, 2006; MARTINEZ, 2006).

As classes dos polienos sdo quimicamente compostas por atomos de carbono
com dupla ligacdo na estrutura, sendo representada pela anfotericina B e a nistatina
utilizadas na préatica clinica desde 1950 (LATTIF; SWINDELL, 2016; SIDRIM;
ROCHA, 2012).

A anfotericina B é um macrolideo heptaénico anfotérico isolada da bactéria
Streptomyces nodosus possuindo amplo espectro e também por exercer uma excelente
atividade contra infecgdes fungicas causadas por leveduras, como Candida albicans e
Cryptococcus neoformans; micoses endémicas, inclusive Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis e Coccidioides immitis; e as patogénicas, como Aspergillus
fumigatus (KATZUNG; TREVOR, 2017; INFARMED, 2012).

Seu mecanismo de acdo depende exclusivamente da capacidade de ligacdo da
anfotericina B ao ergosterol, interrompendo as fungdes da membrana fangica. Outras
pesquisas mencionam que o antifungico é responsavel pelo seqiestro de ergosterol
presente na bicamada fungica contribuindo para a formacéo de agregados similares a
estrutura de uma esponja e possibilitando a existéncia de poros que permitam o efluxo
de potassio, mesmo precedido da morte celular (NETT; ANDES, 2016; ANDERSON et
al., 2014).

O antifungico nistatina é outro macrolideo do tipo tetraénico produzido pela
Streptomyces noursei, apresentando semelhanca nos aspectos estruturais a anfotericina
B e sendo util contra infecges causadas por candidiase e Aspergillus (MALAYERI,;
REZAEI; RAIESI, 2018).
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3.4.3 Antifungicos que inibem a sintese de acidos nucléicos

A 5-flurocitosina (5-FC) ou flucitosina foi sintetizada pela primeira vez em 1957
e originalmente avaliada junto com 5-flurouracil, como um potente inibidor antitumoral.
Trata-se de um agente analogo fluorado da pirimida (citosina) que apresenta atividade
antifingica com espectro limitado ocasionado pela interferéncia na sintese do acido
desoxirribonucleio (DNA), acido ribonucléico (RNA) e proteinas fangicas. Seu efeito
foi observado pela primeira vez em 1963 e usado em humano em 1968 contra infecgdes
de candidiase e criptococose, sendo considerado o agente mais antigo (GSALLER et al.,
2018; LOYSE et al., 2013), Quadro 9.

A flucitosina entra no interior da célula fungica pela via citosina permease e €
rapidamente desaminada (citosina desaminase) em 5-fluorouracil, e posteriormente pela
acdo da UMP pirofosforilase em acido 5-fluorouridilico que sofre fosforilagdo, sendo
esta incorporada no RNA e elaborando uma competicdo com a uracil na sintese capaz
de ocasionar uma imperfeicdo no RNA, inibindo a sintese protéica. O efeito enzimatico
da citocina permease pode facilita a absor¢do do agente antifingico na célula. Em
contrapartida, a 5-fluorouracil é metabolizado em monofosfato de 5-fluorodeoxiuridina,
um inibidor da timidilato sintetase envolvida na sintese de DNA e etapas da divisdo
nuclear (LOYSE et al., 2013; KATHIRAVAN et al., 2012).

Quadro 9: Antiflngicos que atuam no RNA.

Inibem a sintese de RNA Micro-organismos Referéncias
Candidiase e BRUNTON;
Flucitosina criptococose (com  HILAL-
anfotericina B) DANDAN,;
KNOLLMANN,
Inibem a aminoacil-RNAt-sintase 2019;
Oxaboréi GSALLER et
Xahorols al., 2018.

3.4.4 Antifangicos que inibem a montagem de microtubulos

A griseofulvina € um agente antifingico fungistatico isolado do bolor
Penicillium griseofulvum em 1939 pelos pesquisadores da Oxford, sendo esta lan¢ada

no mercado em 6 de abril de 1959 nos Estados Unidos sob o nome de “fulcin” € no
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Reino Unido pela Glaxo como “Grisovin” (PETERSEN et al., 2014). Sua toxicidade
seletiva € moderada com espectro de acdo restrito para fungos dermatofitos, além de ser
indicado para tratar diferentes tipos de micoses, como Trychophyton tonsurans,
Trychophyton rubrum, Trychophyton mentagrophytes, Microsporum audouinii, M
Microsporum canis, Microsporum gypseum e Epidermophyton fluccosum
(KATHIRAVAN et al., 2012; GUPTA; DEL ROSSO, 2000), quadro 10. Outro estudo
tem relatado atividade anticancer e antiviral em mamiferos (GRANDNER et al., 2016).

Quadro 10: Antifungico que atua interrompendo a formacé&o dos microtubulos;

Inibem a montagem de microtibulos Micro-organismos Referéncias
BRUNTON;
. . Micose e HILAL-
Griseofulvina onicomicose DANDAN;
KNOLLMANN,
2019.

Seu mecanismo acdo € baseado na modificacdo da parede celular flngica,
causando interferéncia na producao de microtubulos intracelulares que inibe a mitose da
célula na fase reprodutiva. O acumulo e armazenamento do antifungico ocorrem na
célula precursora da queratina, aumentando a resisténcia da proteina contra ataques dos
queratinoliticos, sem atingir a area infectada da unha por causa da barreira formada. O
sistema imunoldgico do paciente é responsavel pela eliminacdo do patdgeno, pois a
griseofulvina ndo ocasiona morte direta na célula (KATHIRAVAN et al., 2012;
CARRILLO-MUNO?Z et al., 2010).

3.4.5 Antifangicos que inibem leucil-RNAt-sintetase

A Kerydin € o nome comercial do primeiro agente oxaborol (tavaborol)
aprovado pela FDA em 2014, cuja formula molecular ¢ C;HgsBFO, com peso
151,930743g/mol, sendo aplicado durante o tratamento topico contra infeccOes de
onicomicose nas unhas dos pés, quadro 11. Em fungos, durante a sintese protéica, 0s
RNAts medeiam a traducao da informacéo genética que reconhecem o tripletos de RNA
no RNAm, transportando os aminoacidos ligados covalentemente. A enzima aminoacil-

RNAt-sintase é fundamental para que ocorra a sintese protéica e responsavel pela
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manutencdo e traducdo do cddigo contido no interior do DNA. O antifungico tem como
alvo a enzima leucil-RNAt-sintetase citoplasmatica, conectando-se ao local de edicao
junto com RNAt que desempenha papel de impedir a sintese protéica, causando a
inibicdo do crescimento célula e morte fungica (POULAKOS et al., 2017; SHARMA,

SHARMA, 2015; ELEWSKI; TOSTI, 2014).

Quadro 11: Antifungico que atuam na leucil-RNAt-sintetase.

Inibem a leucil-RNAt-sintetase

Micro-organismos

Referéncias

BRUNTON;
. . HILAL-
Onicomicose DANDAN:
(Trichophyton ’
Oxaborol Tavaborol KNOLLMANN,
rubrumeT 2019:
mentagrophytes) POUi_AKOS ot
al., 2017.

3.5 Resisténcia natural ou adquirida

Os micro-organismos apresentam dois tipos de resisténcias, natural e adquirida,
que lhes permitem resistir a acdo dos antibidticos e prosperar em diversos ambientes,
sendo uma das principais causas de mortalidade humana durante os tratamentos clinicos
e por conterem diferentes genes que podem ser obtidos pela propagacdo de material
genético ou através da mutacao, alterando a arquitetura da sequéncia dos nucleotideos
durante a replicacdo ou pela inducdo de agentes mutagénicos, como por exemplo, a
radiacdo ultravioleta ou ionizante e agente alquilante (COSTA; JUNIOR, 2017,
SCHMIEDER, EDWARDS, 2012).

Segundo Bello e Dinger (2018), as bactérias podem expressar uma caracteristica
intrinseca também chamada de mecanismo de resisténcia natural transmitida de maneira
hereditaria para outras espécies bacterianas, seja Gram-positiva ou Gram-negativa,
ocorre sem uma exposicdo prévia ao antibacteriano; ou podem expressar de maneira
extrinseca, vulgarmente conhecida como resisténcia adquirida, ocorre naturalmente
através das mutagdes dos préprios genes ou aquisicdo de material genético horizontal,
envolvendo os elementos moveis, plasmidios, transposons, fagos e entre outros.
Woodforf e Ellington (2007) mencionam que a transferéncia genética horizontal entre

espécies bacterianas e variantes, € considerado um dos principais mecanismos que
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possui a capacidade de resistir a acdo de um agente antimicrobiano especifico ao qual

era anteriormente suscetivel.

3.5.1 Resisténcia adquirida por transferéncia horizontal de material genético

O conceito de transferéncia horizontal de genes (HTG- Horizontal Gene
Transfer) surgiu na década de 1990, na intencdo de esclarecer as divergéncias
levantadas pelos pesquisadores baseada nas informacdes moleculares das diferentes
proteinas e genes no intuito de compreender as suas relacdes filogenéticas (BOTO,
2010).

Brown (2003), Zeng e Lin (2017), e também Uyaguari-Diaz et al. (2018) este
conceito é definido como um processo para aquisicdo de material genético entre células
ou genomas de uma mesma espécie bacteriana e/ou espécies distintas, desempenhando
papel na evolucdo das células procaridticas e adaptando-as aos diferentes nichos
ecologicos permitindo a sobrevivéncia, além da transmissdo de genes de resisténcia aos
antibidticos que sdo capturados pelos integrdes presentes na estrutura do DNA ou ADN
(&cido desoxirribonucléico).

As bactérias apresentam trés processos de transmissdo de genes determinantes
para a resisténcia de uma célula para a outra, por meio da conjugacdo, transducao e
transformacédo. Esses processos podem ocorrer na presenca ou auséncia de um agente
antibacteriano (FURUYA,; LOWY, 2006).

3.5.1.1 Conjugacéo

A conjugacao é um dos principais mecanismos mais freglientes de transferéncia
horizontal de genes de resisténcia antibacteriano e também genes de viruléncia
presentes em diferentes espécies bacterianas que infectam hospedeiros humanos, onde o
contato intimo entre duas células é necessario para que aconteca o cruzamento mediado
pelo pilus sexual transferindo o plasmideo que sofreu replicagdo, ou seja, a troca de
material genético acontece de forma unidirecional de uma célula doadora ao entrar em
contato com uma célula receptora (ZENG; LIN, 2017; CABEZON et al., 2015).
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Segundo Waksman (2019), Radzej et al. (2017), Cabezdén e colaboradores
(2015), o pilus sexual pertence ao sistema de secre¢do conjugativa tipo IV (T4S)
também chamado de transferossomo, uma nonomaquina complexa formada pela unido
das proteinas VirB1-11 que detém a capacidade de desempenha fungbes especificas
como: formacéo ou construcéo e retracdo do pilus, transportadores de DNA e proteinas.
Essa maquina ao passar pelas diferentes etapas macromoleculares relacionados a
membrana bacteriana, tanto em bactérias Gram-positiva quanto Gram-negativa, e
quando conectada a maquina de processamento denominada relaxossomo, recrutado
pela proteina de acoplamento VirD4, contribui para a transferéncia de genes de

resisténcia aos antibacterianos.

3.5.1.2 Transducéo

A transducdo € outro mecanismo de transferéncia horizontal de genes entre
bactérias mediadas pelo bacteriéfago, um intermediario viral designado de fago, e por
isso contribui na propagacdo de genes determinantes para a viruléncia. O DNA é
transferido através do fago de uma célula bacteriana doadora para outra célula receptora
(GOHD, 2016). De acordo com Zeng e Lin (2017), isso acontece porque o bacteriéfago
durante o ciclo de crescimento litico transporta pequenos fragmentos virais recém
sintetizados da célula doadora para a receptora através de uma infeccéo.

Os mecanismos da transducdo sdo categorizados em: generalizada, quando o
bacteriéfago inserir aleatoriamente pequenos fragmentos de qualquer gene bacteriano
(doador) no DNA hospedeiro, receptor; especializada, o fago depende exclusivamente
de um ciclo lisogénico para o processo de empacotamento no capsideo; e a lateral, o
DNA hospedeiro é replicado pelos profagos e varias copias sdo geradas (MCLNNES et
al., 2020).

Peacock e Paterson (2015) estudaram o0 mecanismo de resisténcia a meticilina
em cepas de Staphylococcus aureus, patdgeno que possui importancia clinica e
veterinaria. Acredita-se que a resisténcia adquirida nessa espécie deriva do mecanismo
de transducdo, cujas proteinas de ligagdo a penicilina pode ser codificadas pelo gene
mecA. Os autores consideraram que a maioria das cepas MRSA pode fabricar B-

lactamase, contribuindo para 0 aumento da resisténcia aos antibacterianos.
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3.5.1.3 Transformacéo

A transformacdo € um processo natural presente em algumas espécies
bacterianas, no qual a célula receptora ira inserir no seu proprio genoma pequenos
fragmentos de DNAs do meio ambiente extracelular (ZENG; LIN, 2017). De acordo
com Mclnnes e colaboradores (2010), os genes presentes nas células bacterianas
competentes estdo envolvidos no mecanismo de captacdo de DNA e também podem
transportar fragdes de DNA cromossdmico e plasmideos.

A competéncia natural para a transformacdo como mecanismo de transferéncia
horizontal de genes foi descoberto pela primeira vez em 1928 por Frederick Griffith ao
pesquisar a troca de loci entre as cepas de Streptococcus pneumoniae e posteriormente
foi comprovada a mesma caracteristica em outras espécies de patdgenos
gastrointestinais, como Campylobacter jejuni, Campylobacter coli, Helicobacter pylori,
Neisseria gonorrhoeae e Vibrio cholerae (ZENG; LIN, 2017; BLOKESCH, 2016).
Ning e Wang (2018) relatam que esse mecanismo promove a disseminagdo de genes de
resisténcia entre as bactérias contribuindo para o aumento da resisténcia aos
antibacterianos.

Outros estudos demonstraram que as cepas de Streptococcus pneumoniae
apresentam um mecanismo de restricdo-modificagdo de DNA (RN), que desempenha a
funcdo de protecdo do genoma contra a invasao de material genético desconhecido. Esse
mecanismo € constituido de um Dpnll, associada ao DpnM, que metila DNA para
proteger da Dpn restrictase Il e também da metilase DpnA que contribui na protecdo de
DNA estrangeiro e permiti a troca genética, além de auxiliar na disseminacéo de ilhas
de patogenicidade presente somente em espécies patogénicas e incluindo o locus da
capsula bacteriana. As caracteristicas RN presentes nas cepas bacterianas as tornam

competentes para a transformacao genética (JOHNSTON et al., 2013).

3.6 Mutagéo

As mutagdes espontaneas em células bacterianas ocorrem de maneira aleatoria
como um erro de replicacéo, delecdo ou reparo incorreto presente na seqliencia de bases
de uma determinada regido do DNA danificado que podem ser transmitidas para as
proximas geracGes. Nos Ultimos 10 anos ficou comprovado que as mutagdes também

podem surgir durante a interrupgao do ciclo celular, uma vez que as células apresentam
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condicdes limitadas de proliferacio imposta pelo ambiente (GANGLOFF;
ARCANGIOLO, 2017).

Recentes pesquisas relatam uma das principais causas para o0 surgimento de
mutacdes celulares que pode ser ocasionada pela exposicdo prévia a um determinado
agente mutagénico tanto fisico quanto quimico (radiacdo ultravioleta ou ionizante e
alquilante) nas seqliéncias de nucleotideos do DNA, de modo a produzir fenotipos de
resisténcia abrigando pelo menos um gene de resisténcia que controle determinadas
enzimas para inativa um agente antibacteriano como, por exemplo, o gene gyrA conferir
resisténcia a Escherichia coli contra as quinolonas (SCHERER et al., 2017;
GANGLOFF; ARCANGIOLO, 2017; DZIDIC"; SUSKOVIC’, 2008).

3.7 Elementos genéticos madveis

Os elementos genéticos moveis sdo pequenos segmentos de DNA difundido
entre 0s genomas bacterianos que podem mover-se de uma regido para outra por meio
de pulos, transportando informacdes genéticas para dentro da célula (CEHOVIN;
LEWIS, 2017). Os elementos moveis mais conhecidos sdo os plasmideos, transposons e
integrons por serem considerados os principais fatores envolvidos na disseminagédo de
genes de resisténcia capazes de codificar as diferentes proteinas que conferir resisténcia
aos antibidticos (REYES et al., 2020), além do envolvimento na patogenicidade e
simbiose contribuindo para uma rapida evolucdo e adaptacdo do microorganismo
(SHINYANI, 2017).

3.7.1 Plasmideos

Os plasmideos sdo considerados elementos genéticos de transferéncia horizontal
por apresentarem uma forma de pequenas moléculas de DNAs circulares de fita dupla
encontrados nas células procariéticas e eucariéticas, com tamanho de aproximadamente
2 a 500kb e por serem extra-cromossémicos devido & capacidade de auto-reaplicacao,
além de conterem genes importantes para a sobrevivéncia e a adaptagdo ambiental
(KOTHARI et al., 2019).

Nas bactérias, as principais vantagens transmitidas pelos os genes de resisténcia
transportados pelos plasmideos sdo a de aumentar a disseminacdo da resisténcia aos

antibacterianos (bacitracina e quinolona), desinfetantes e metais pesados (cobre e
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arsénio), como também atua na codificacdo dos fatores de viruléncia (WANG; YOU,
2020; HE et al., 2013; CARATTOLLI, 2013; NOVAIS et al., 2010).

Os plasmideos sdo classificados conforme a sua dimensdo e complexidade
genética. (i) plasmideo conjugativo é considerado a pedra angular para a transferéncia
horizontal de genes e por apresentar as maiores dimensdes, além de desempenhar papéis
fundamentais para a disseminagdo de genes de resisténcia aos antimicrobianos e
xenobidticos. Os genes contidos neste elemento s&o bem diversificados em suas funcdes
como codificadores de proteinas desconhecidas como, por exemplo, na espécie
Neisseria gonorrhoeae 0s genes ssb e trfA sdo responsaveis pelo inicio da replicacdo e o
tra pela transferéncia conjugativa (FERNANDEZ-LOPEZ et al., 2017).

O (ii) plasmideo ndo-conjugativo é caracterizado por possui as menores
dimens0es, capacidade de auto-replicacdo e compartilhamento de seqliéncias repetitivas
com o cromossomo, inclusive permitir a mobilidade para outra célula através do
plasmideos conjugativos (CEHOVIN; LEWIS, 2017).

3.7.2 Transposons

Os transposons sdo pequenos segmentos de DNAs que possuem a capacidade de
locomover-se através de saltos de uma regido para outra no cromossomo, plasmideo ou
locais distintos no genoma bacteriano, por esse motivo sdo denominados de genes
saltadores e integrantes do grupo de elemento genético transponivel descoberto em 1940
pela geneticista Barbara McClintock (HU; ZHOE, 2018; BABAKHANI; OLOOMI,
2018) que desempenha um importante papel na propagacdo de genes de resisténcia aos
antibacterianos (BABAKHANI; OLOOMI, 2018), como os B-lactdmicos, sulfonamidas
e tetreciclina (FOLEY; LYNNE, 2008).

Segundo Moreira e colaboradores (2013), o transposon apresenta uma enzima
denominada de transposase que executa a funcdo de clivar, transportar e incluir pedacos
de DNA de uma molécula de DNA em outra no processo de remontagem, dessa maneira
fica evidente que os transposons contem um arsenal de informagdo armazenada para
ajudar na sua propria transposicéo.

O mecanismo de transposicdo € categorizado em duas principais classes. A
classe I ou retroelemento refere-se aos elementos do tipo Zorro transposto atraves de um
mediador de RNA ou pode ser realizada pela enzima transcriptase reversa. Essa classe

estd presente no genoma bacteriano e contribuindo para o aumento da resisténcia a
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tetraciclina. Isso se deve devido a existéncia dos genes pol e gag que s@o responsaveis
por codificar as diferentes proteinas encontradas nas células; Os elementos da classe 1l
ou transposon de DNA caracterizam-se por possuirem repeticdes invertidas e
transpostas através de um intermediario de DNA, ou seja, um mecanismo de corte e
colagem de cdpias transcrita durante o sequenciamento do material genético e
identificada pela enzima Tase que inserir o transponson em uma regido alvo
(BABAKHANI; OLOOMI, 2018; IGNACCHITI et al., 2011).

3.7.3 Integrons

Os integrons foram descobertos em 1980 como integrantes dos elementos
transponiveis capazes de disseminar genes de resisténcia aos diferentes antibidticos
como ampicilina, cloranfenicol, espreptomicina, sulfametoxazol, tetraciclina e
trimetropim, além de serem transmitidos para outros determinantes com funcdes que
podem influenciar no aumento da viruléncia e patogenicidade. Esse integrante apresenta
ampla dispersdo na familia Enterobacteriaceae, principalmente no género Shigella, e em
outras espécies de bactérias Gram-negativas como Vibrio cholearae e Pseudomonas
aeruginosa. Os genes do tipo exdgenos sdo reconhecidos e englobados aos integrons
que possui uma arquitetura exclusiva chamada de genes de cassete (pequenos elementos
moveis incapazes de se mover), e a sua inclusdo ocorre pelo sistema de recombinacao
sitio-especifico (GHALY et al., 2020; BARRANTES; ACHI, 2016; SABATE; PRATS,
2002).

Segundo Ploy e colaboradores (2000), os integrons possuem algumas
caracteristicas essenciais para executar a atividade de capturar, trocar, reorganizar e
expressar genes exdgenos como: um gene intl que codifica a enzima integrase; regido
especifica de recombinaco attl; e por Gltimo, um promotor Pant. E no segmento
conservado 5’ que os genes cassetes sao transcritos através do promotor, € a medida que
0s genes vao sendo codificados conferir resisténcia a maioria dos antibidticos e
antissépticos. Em contraste com o segmento conservado 3’, apenas um Unico gene
cassete é adicionado e consta com apresenca de uma seqiéncia de recombinacao
conhecida como regido recombinante do tipo attC.

No cromossomo bacteriano foi relatado uma existéncia abrangente de 90 classes
de integrons dessemelhantes, aos quais também podem ser encontrado em associa¢do

com outros elementos transponiveis como os plasmideos, transposdes e sequéncias de
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insercdo, e contendo uma diminui¢cdo no nimero de genes cassette integrados na regido
variavel responsavel por conferir resisténcia aos antibidticos. Entre todas as classes de
integrons, a primeira classe desempenha um importante papel na propagacao de genes
de resisténcia dificultando o tratamento clinico com os antibacterianos e se tornando um
agravante mundial para combater as enfermidades patogénicas (GILLINGS et al.,
2008).

3.8 Mecanismos gerais de resisténcia

As bactérias podem adquirir ou desenvolver resisténcias aos antibiéticos por
diferentes mecanismos (figura 1) enquadrados em grupos principais: (i) Destruicdo ou
inativacdo enzimatica do farmaco: como as penicilinas e cefalosporinas de origem
natural que compartilham estruturalmente o anel P-lactimico, alvo da enzima -
lactamases que desempenha o papel de inativador de antibidtico por meio da hidrélise e
sem a interativa com as proteinas fixadoras de penicilinas (Penicillin Binding Proteins-
PBPs) (SILVA; AQUINO, 2018; KHAMENEH et al., 2016); (ii) Modificacdo do alvo
de farmacos por mutacdo genética ou modificacdo pos-traducéo do alvo (BLAIR et al.,
2015; WRIGHT, 2011), refere-se a ocorréncia de uma alteragdo no local ou sitio de
ligacdo do farmaco que interfere na interacdo, farmaco-sitio, diminuindo sua afinidade.
O motivo desta alteracdo esta relacionada aos peptideoglicanos e interferéncias na
sintese protéica/DNA. Outro motivo esta ligado a reproducdo através da conjugacao,
contato entre células, onde se faz uso de elementos moveis, por exemplo, plasmideos e
transposons para aquisicdo de material genético (SILVA; AQUINO, 2018; TAFUR;
TORRES; VILLEGAZ, 2008); (iii) Alteracdo da permeabilidade da membrana celular:
ocorre quando a droga entra na célula por meio da difusdo simples na bicamada de
fosfolipidios, constituinte da membrana, e também pelas porinas ou canais
membranares em difusdo facilitada ou self promoted uptake (DECLOUR, 2009;
DZIDIC; SUSKOVIC; KOS, 2008). (iv) Bomba de efluxo ou ejecdo: minimizam as
concentragOes intercelulares de certas substancias, liberando-as no meio extracelular
sem que haja a ocorréncia degradativa do material genético, interferindo na penetracéo

destas através da membrana plasmatica (NOGUEIRA et al., 2016).
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Figura 1: Sistematica dos mecanismos de resisténcia bacteriana.
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3.9 Principais classes de antibioticos que apresentam resisténcia

e Aminoglicosideos

As células procarioticas podem adquirir resisténcia aos aminoglicosideos por
diferentes mecanismos como: inativacdo de antibi6ticos, € 0 mecanismo mais comum
para essa classe de antimicrobiana aonde a enzima acetiltransferases possui a
capacidade de atacar um grupo animo especifico, assim como as fosfotransferases e
adenililtransferases que atuam na modificacdo do grupo hidroxila, interrompendo a
ligacdo ao ribossoma; e 0 outro mecanismo é a modificagdo do sitio de atuacdo, ocorre
por meio de mutagBes pontuais em 16s RNAr da subunidade 30s que é codificado pelo
gene rrs e também a proteina S12 pelo rpsL ou pode acontecer por metilacdo pds-
transcricional que afeta a afinidade antibidtico-sitio (BOCKSTAEL; VAN
AERSCHOQOT, 2009).

Segundo Ibacache-Quiroga et al. (2018), as mutagdes ocorridas no citocromo
das especies Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus
contribui para o0 aumento da resisténcia aos aminoglicosideos, bem como a acdo de trés
enzimas envolvidas na modificacdo da droga, acetiltransferases, metiltransferases e

nucleotidiltransferases.
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e Anfenicéis como o cloranfenicol

A resisténcia ao cloranfenicol € realizada pela acetiltransferase, uma enzima que
atua no mecanismo de inativagdo do antibacteriano através do transporte do grupo
acetila da acetil CoA resultando na diminuicdo da interacdo da droga com o RNAr. Isso
acontece devido a existéncia do gene gato em células bacterianas que possuem
pequenas semelhancas homologas, grande diversidade de enzimas e a maioria
localizada nos plasmideos. Essa enzima codificada por genes transportados pelos
plasmideos esta predominado nas espécies como Clostridium difficile, Clostridium
perfringens, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (BOCKSTAEL; VAN
AERSCHOT, 2009; FLUIT et al., 2001).

e [-Lactamicos

As bactérias podem resistir a acdo dos antibidticos B-lactdmicos por diferentes
mecanismos, entre eles se destacam: a inativacdo enzimatica que possui a capacidade de
inativar ou neutralizar os agentes antimicrobianos por meio da hidrolise do anel -
lactamicos, atividade gerada pela enzima (-lactamases (BERTONCHELI; HORNER,
2008); alteragdo do local de a¢do, mecanismo de resisténcia aos B-lactdmicos provem de
muta¢des nas proteinas fixadoras de penicilinas diminuindo a interacdo da droga ao
local de ligacdo. Em Staphylococcus aureus, o gene mecA é responsavel por criptografar
as proteinas de ligacdo a penicilina de baixa afinidade e sendo exclusivamente
encontrado em plasmideos ou cassete cromossémico estafilococico mec (SCCmec),
transmitindo o0s genes para a resisténcia aos antibiéticos (RICE, 2012; BOCKSTAEL;
VAN AERSCHOT, 2009).

Gusatti e colaboradores (2009) relatam outro mecanismo que contribui para a
resisténcia em patdgenos que sdao as bombas de efluxos, responsavel pela remocéo dos
antibioticos B-lactdmicos (penicilinas e cefalosporina) do seu local de agdo antes de
executar a sua fungdo como, por exemplo, a bomba AdeABC presente em Acinetobacter
spp. € um transportador de efluxo inserido na Superfamilia de Divisdo de Resisténcia-

Nodulacéo.

e Fluroquinolonas como a rifamicina
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A resisténcia ao grupo fluroquinolona acontece devido a modificacdo da
subunidade B da enzima RNA polimerase por meio de mutagdes em locais especificos
do cromossomo bacteriano, como em Mycobacterium turberculosis, impedindo a uniéo
do antibiotico com as enzimas (ZHANG et al., 2019). Outro mecanismo que impede o0
antibacteriano de realizar as suas fungdes sdo as bombas de efluxos do tipo Rv0783
pertencente a Superfamilia de Facilitadores Principais, Rv2936 e Rv0933 dos
Transportadores de Cassete de Ligacdo de ATP que carregam as particulas e liberando-
as no meio externo mostrando o envolvimento com a resisténcia em micobactérias
ocasionado pela mutacdo no gene rpoB que aumenta a atividade do sistema (PANG et
al., 2013).

Bockstael e Van Aerschot (2009) mencionam que a neutralizagdo de antibioticos
pode acontecer através de enzimas modificadoras de hidroxila na posicdo 23, como a
ADP-ribosiltransferase e monooxigenase, que prejudica com a conexdo a RNA

polimerase.

e Glicopeptideos

A vancomicina e teicoplanina pertencem a esta classe de agente antimicrobiano,
e sua resisténcia adquirida esta baseada na alteracdo do sitio de ligacdo, isto €, uma
substituicdo do alvo de D-alanil-D-alanina para D-alanil-p-lactona ou D-alanil D-serina
no terminal C que consequentemente interferir na reducdo da afinidade da ligacdo
(BOCKSTAEL; VAN AERSCHOT, 2009).

Segundo Rice (2012), Cattoir e Leclercq (2010), a presenca do cluster dos genes
VanA transmitidos pelos transposons séo responsaveis por facilitar a resisténcia, ou seja,
a producgéo de VanA como uma nova enzima D-ala-D-Ala ligase apresenta resisténcia a
ambos os antibioticos e o fenétipo do tipo VanB conferir resisténcia a vancomicina,
porém € suscetivel a teicoplanina. Ambos os fenétipos estdo difundidas nas espécies de

Enterococcus faecium e Staphylococcus aureus.

e Lipopeptideos como a daptomicina

O mecanismo de resisténcia a daptomicina ainda ndo esta parcialmente
elucidado, pois as Unicas informacfes conhecidas sdo: a mudanca de carga na superficie

da membrana bacteriana interrompe a interacdo com o antibidtico. O motivo para essa
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alteracdo na membrana pode esta relacionada as mutacGes na fosfatidilglicerol
lisiltransferase que fabricara a lisilfosfatidilglicerol, carregada positivamente; Outro
mecanismo é a modificacdo no metabolismo da membrana fosfolipidica que implicar na
reducdo e interacdo do antibidtico devido as baixas quantidades de fosfatidilglicerol; E
por ultimo sdo as alteracdes dos reguladores transcricionais, walKR ou vraSR, que sdo
responsavel em executar as respostas ao estresse do envelope bacteriano, homeostase

celular e também pela resisténcia as drogas (BARROS et al., 2019).

e Macrolideos, lincosamidas e estreptograminas B

A resisténcia aos antibioticos macrolideo, lincosamida e estreptogramina B,
quimicamente semelhantes, advém de trés mecanismos principais: alteracdo do local de
acdo, inativacdo enzimatica e bomba de efluxo, cujas proteinas sdo codificadas pelos
genes erm, lin, mef, msr, vga e entre outros (JUDA; CHUDZIK-RZAD; MALM, 2016;
BOCKSTAEL; VAN AERSCHOT, 2009).

A alteracdo do local de acdo, da-se através de uma alteracdo pds-transcricional
do componente 23S RNAr na posi¢do A2058 da subunidade ribossémica interposto pela
enzima, adenina-N6-metiltransferase, levando a uma resisténcia cruzada. O gene erm €
bem diversificado em células bacterianas que podem conter os tipos ermA, ermB, ermC
ou ermF, todos envolvidos no processo de metilacdo e sua disseminagdo ocorre por
meio de elementos genéticos moveis (plasmideos e transposons), transmitindo a
informacdo para diminuir a ligacdo do antibidtico ao ribossomo. As mutaches
geralmente acontecem nas proteinas L4 e L22 do ribossomo (LECLERCQ, 2002).

O segundo mecanismo de resisténcia é baseado na inativacdo enzimética do
antibidtico, ou seja, algumas espécies bacterianas como Staphylococcus aureus e
Enterococcus faecium sdo capazes de sintetizarem as enzimas fosfotransferases e
nucleotidiltransferases criptografadas pelos genes mph e Inu, desempenhando o papel de
inativador de substancias indesejadas (JUDA; CHUDZIK-RZAD; MALM, 2016;
LECLERCAQ, 2002).

O ultimo mecanismo envolvido na resisténcia intrinseca sdo as bombas de
efluxos, aonde os genes mef e msr codificam as inUmeras proteinas encontradas no
cromossomo ou plasmideo, no intuito de causar a extrusdo dos antibioticos. Ambos os
genes estdo presentes em dois sistemas de efluxos ativos secundarios, Transportadores

de Cassete de Ligacdo de ATP e Superfamilia de Facilitadores Principais, predominado
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no género Staphylococcus (PEREIRA et al., 2016; BOCKSTAEL; VAN AERSCHOT,
2009; LECLERCQ, 2002).

e Oxazolinidonas

As mutagdes pontuais ocorrem no dominio V do gene 23S RNAr contido em
cromossomos bacterianos com a capacidade de codifica-lo, isso resultara na baixa
afinidade de conexdo com o sitio-alvo e também em modifica¢cbes no conjunto de
proteinas ribossomais L3, L4 e L22 (ALMEIDA; MAMIZUKA, 2015). O gene Cfr ¢
um determinante para a resisténcia ao antibiotico linezolida, ocasionada pela acéo
modificadora da enzima metiltransferase no grupo adenosina contida na regido A2503
do 23S RNAr (BOCKSTAEL; VAN AERSCHOT, 2009). Embora outros estudos
apontem mutacGes ocorridas no RNAr em plasmideos e operons das espécies
Escherichia coli e Mycobacterium smegmatis, comprovando a existéncia de um padrao
de resisténcia em regides especificas e modificadas no RNAr por meio de sobreposi¢édo
de grupos em outras espécies como, por exemplo, Enterococcus faecium,
Halobacterium halobium, Staphylococcus aureus e Streptococcus pneumoniae (LONG;
VESTER, 2011).

e Polimixinas

Os antibidticos polipeptidicos contidos na classe polimixina atuam na membrana
citoplasmatica das células bactérias e também na membrana externa das especies Gram-
negativas ligando-se aos fosfolipidios, ocasionando extravasamento do conteddo e
morte celular. O uso inapropriado do antibidtico levou ao aumento da resisténcia
durante o tratamento clinico (GIRARDELLO; GALES, 2012). Seu mecanismo de
resisténcia é caracterizado por ser intrinseco, mutacional e adaptativo. Os dois sistemas
reguladores PhoP/Q e PmrA/B em bactérias sdo responsaveis por intermediar a
resisténcia ao grupo polimixina conduzindo o bloqueio pela modificacdo fosfato da
porc¢éo do lipideo A em lipopolissacarideos para substituintes de amina, como 4-amino-
4-desoxi-1-arabinose ou fosfoetanolamina. No género Acinetobacter e Salmonella, os
genes pmrC esta implicado na modificagdo PEtn do lipideo A e também em criptografar

aenzima fosfoetanilamina transferase (TRIMBLE et al., 2016).
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e Quinolonas

Segundo Jiang e colaboradores (2014) esta classe apresenta dois mecanismos de
resisténcia bem elucidado e predominado em membros da familia Enterobacteriaceae. O
primeiro mecanismo é a alteracdo do local de acdo e absorcao reduzida. O surgimento
de resisténcia as quinolonas ocorre durante o tratamento clinico em decorréncia as
mutacdes espontaneas em locais especificos do cromossomo bacteriano e nos genes
(gyrA, gyraB, parC e parE) codificadores das enzimas DNA-girase e topoisomerase 1V,
interferindo na afinidade do antibiotico.

O segundo mecanismo que contribui para a resisténcia sdo as referidas bombas
de efluxos que possui um transporte ativo do antibidtico para extrusdo no meio
extracelular, impedindo-o de exercer a sua atividade no interior da célula bacteriana. Em
Staphylococcus aureus é bem caracterizada a bomba NorA; Escherichia coli com a
bomba AcrAB; Streptococcus pneumoniae com as bombas PmrA e EmeA (DE
SOUZA, et al., 2010; BOCKSTAEL; VAN AERSCHOT, 2009; OETHINGER et al.,
2000).

Os genes gnr disseminados pelos plasmideos foi descoberta pela primeira vez
em 1998, sendo compostas por cinco familias (gnrA, gnrB, gnrC, gnrD e gnrS)
codificadoras das diferentes proteinas que atuam na defesa da DNA-girase contra o
efeito das quinolonas (JIANG et al., 2014), assim como 0s genes gepA e ogxAB que
regulam o sistema de efluxo ao serem mutados (WONG; CHAN; CHEN, 2015).

As modificagdes estruturais que ocorrem na membrana externa bacteriana,
especificamente nos canais ou porinas, podem diminuir a permeabilidade da membrana
e aumentar & resisténcia as diferentes classes de antibioticos desta classe (DE SOUZA,
etal., 2010).

e Sulfonamidas

A resisténcia bacteriana as sulfonamidas pode ser desenvolvida por meio de
mutacdes aleatoria nos genes d(h)fr e sul 1/2/3 encontrados em transposons ou
plasmideos, sendo responsaveis pela troca de apenas um aminoacido na enzima di-
hidrofolato-redutase ou pela codificagdo em dihidropteroato sintetase (WANG et al.,
2014; BOCKSTAEL; VAN AERSCHOT, 2009). O outro mecanismo de resisténcia
bacteriana que contribui para a expulsdo da droga é o sistema de efluxo do tipo ThtB,
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enquadrada na Superfamilia de Divisdo de Resisténcia-Nodulacdo presente em
Pseudomonas stutzeri (LI; NIKAIDO, 2009).

e Tetraciclinas e gliciclinas

A resisténcia a tetraciclina e também a classe derivada (gliciclinas) sdo mediadas
por quatro mecanismos. (i) A alteracdo de permeabilidade destas duas classes de
antibidticos ocorre devido a uma modificagdo das proteinas porinas, como a OmpF,
demonstrando o envolvimento na resisténcia e restringindo a difusdo das drogas na
regido periplasmatica em bactérias Gram-negativas. (ii) Alteracdo do local de acdo, a
producdo de uma determinada proteina Tet no citoplasma que executar a funcdo
protecdo do ribossomo e com a capacidade de desloca o antibiético do seu alvo
(FERNANDEZ; HANCOCK, 2012; BOCKSTAEL; VAN AERSCHOT, 2009).

Linkevivius e colaboradores (2016), Bockstael e Van Aerschot (2009) relatam
que esta forma de resisténcia é mais acentuada as proteinas do (iii) sistema de efluxo da
Superfamilia Grande Facilitador que sdo codificadas pelo gene tet(x) representados por
tet(A) e tet(K) para transportar o antibidtico para o exterior, enquanto os genes tetM,
tetO e tet(Q) conferem protecdo ao ribossomo contra a acdo das drogas.

O ultimo mecanismo € a (iv) inativacdo enzimatica da droga através do Tet (X)
que possui a capacidade de inativa um hidroxilado em Clla e quebrar a interagdo com
Mg®*, além de utilizar o NADPH como cofator de flavina para produzir peroxiflavina
que translocar um hidroxil para posicdo Clla nucleofilico do enol (MARKLEY;
WENCEWICZ, 2018).

3.10 Principais classes de antifiingicos que apresentam resisténcia

e Alilaminas como terbinafina

Bondaryk, Kurzathowski e Staniszewska (2013) mencionam que a resisténcia ao
grupo pode acontecer através de uma substituicdo de aminodcido em Ergl presente na
célula fungica ou pode estar associada aos diferentes genes codificadores de inimeras
proteinas transportadores do tipo CDR1, AGP2 e HOL3 contida na membrana celular.

O efeito gerado pelo gene atribui a capacidade de translocar a droga (terbinafina)
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armazenada no interior da célula e liberando-a no meio externo. Este tipo de mecanismo
de resisténcia através das bombas de efluxos € o mesmo sistema utilizado no transporte

de agentes antiflngicos do tipo azélico.

e Az0is

A resisténcia ao grupo azdlico acontece devido & uma alteragdo na enzima 14-a-
esterol-desmetilase por meio de acimulo de muta¢Ges no gene ERG11, impedindo a
unido do antifungico com as enzimas alvo. Outra mutagdo envolvendo a sintese do
ergosterol ocorre no gene ERG3 da C5,6- esterol desaturase que contribui para o
aumento da resisténcia em célula fangica aos farmacos desta classe ou pode interferir na
converséo dol4a-metilfecosterol em 14a-metil-3,6-diol (BERTO et al., 2018, COWER
etal., 2014).

Prasad e Rawal (2014) relatam outro mecanismo em célula fangica que contribui
para a resisténcia ao grupo sdo chamadas bombas de efluxos ou ejecao, responsavel pela
retirada dos antifingicos do tipo azélico no interior da célula, transportando-a e
liberando no meio extracelular como, por exemplo, as bombas Cdrl, Cdr2 e CaMdrlp
presente em Candida albicans € um transportador de efluxo inserido na Superfamilia de
Cassete de ligacdo de ATP (ABC) e também na Superfamilia de Facilitadores Principais
(MFS). Ambos os transportadores ao serem codificados por diferentes genes (CDR e
MDR) atribui a capacidade de ativa a superexpresséo seguida pelo aumento do efluxo de

drogas azdlicas, como fluconazol.

e Equinocandinas

A resisténcia aos antifungicos pertencente a classe das equinocandinas €
realizada pela substituicdo de aminoacidos encontrados nas subunidades FKs da -1,3-
glucano sintase, sendo ocasionada por meio de mutagdo que atuam em dois locais
especificos da enzima denominadas de “hot spots” (HS1 e HS2) que possuem residuos
de Argl361, Phe641, Pro649 e Ser645 levando ao surgimento de fenotipos contendo
pelo menos um genes para a resisténcia. Esses genes podem ser do tipo FKS1, FKS2 e
FKS3 encontrada nas diferentes espécies do género Candida, como Candida albicans e

Candida glabrata. O efeito gerado pela mutacdo pode decrescer a sensibilidade da
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enzima a droga ou aumentar a concentracao inibitéria minima (COWER et al., 2014;
MICHAEL,; PFALLER, 2012).

e Polienos

O mecanismo de resisténcia a classe dos polienos tem como principal
representante a anfotericina B (AmB) que estar relacionada ao decréscimo de ergosterol
presente na membrana celular fangica devido a um defeito no gene ERG3. O efeito
ocasionado pela deficiéncia deste componente pode resulta na diminuicdo de esterol
contida na membrana e com capacidade de se conecta ao agente antifingico, ou pode
ser gerada através de mutacGes em genes ERG 1, 2, 3, 4, 6 e 11 que codificam as
enzimas envolvidas no processo de biossintese do ergosterol (HULL et al., 2012).

As mutagOes que ocorrem nos genes expressos ERG2, ERG6 ou ERG3/ ERG11
sdo capazes de determina a resisténcia in vitro para anfotericana B em Candida
tropicalis, onde havera uma reducdo na produz de radicais livres e também em pode
modificar a fungdo mitocondrial (BERTO et al., 2018). De acordo com Bondaryk,
Kurzatkowski, Staniszewska (2013) e Kumar e Shukla (2010) mencionam que a
resisténcia intrinseca e adquirida a AmB também foi comprovada em laboratério em
ensaios in vitro e in vivo na cepa de Candida albicans e em outras espécies pertencente
ao género Candida, e foi observada a presenca de tubo germinativo nesta cepa fingica
analisada.

e Antifangico flucitocina

Atualmente pouco se descobriu sobre o mecanismo de resisténcia a flucitocina
(5FC) em células fungicas, e de acordo com as informacfes baseadas em estudo de
Chaabane e colaboradores (2019) relatam a ocorréncia de mutacdo gene FUR1 de
Candida auris com capacidade de provocar uma substituicdo de aminoécidos F211l.
Outro estudo posterior relatado por Bondaryk, Kurzathowski e Staniszewska (2013)
afirmam que a resisténcia ao agente antifungo esta relacionado ao déficit enzimatico da
permease envolvida em diferentes atividades como captacgéo, transporte de citosina e
transformacéo. Assim com diversas enzimas capazes de codificar diferentes genes que
contribui para o aumento da resisténcia & 5FC e fluconazol em espécies do género

Candida, como Candidas sp.
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3.11 Estratégias para conter a resisténcia aos farmacos

Nas Ultimas décadas a eclosdo e disseminacdo de bactérias resistentes aos
antibioticos vém aumentando gradativamente em todos os paises do globo terrestre por
ser considerado um dos principais problemas de saude publica seguida de crises
econdmicas (BROOKS; BROOKS, 2014). A resisténcia patogénica é responsavel por
apresentar um percentual de mortalidade que sobe para 80% em pacientes que néo
responde de maneira eficaz ao tratamento a antibiéticos, de modo que as terapias atuais
estdo se tornado inoperante pela falta de estratégias para combater as infeccdes (DIAZ;
ANTONARA; BARTON, 2018; PAIM; LORENZINI, 2014).

Segundo os relatos do Centro para Controle e Prevencdo de Doengas (CDC-
Centers for Disease Control e Prevention) dos Estados Unidos, Agéncia Européia de
Medicamentos (EMA - European Medicines Agency) e do Centro Europeu para
Prevencéo e controle de Doengas (ECDC-European Centre for Disease Prevention and
Control), é mencionado o nimero de mortes anuais em humanos ocasionados pelas
bactérias multirresistentes nestas duas poténcias econémicas que Ssdo de
aproximadamente 23.000 e 25.000 mortes respectivamente. Isso custa a economia Norte
America 55 bilhdes de ddlares anuais investidos em salude publica e também na
produtividade, assim como na Unido Européia que investe 1,5 bilhGes de euros (DIAZ;
ANTONARA; BARTON, 2018; UCHIL et al., 2014).

A preocupacdo em torno deste problema tem alarmado o Sistema Mundial de
Saude Publica devido a rapida disseminacdo dos genes bacterianos com capacidade de
conferir resisténcia aos diferentes antibidticos e também por apresentar uma maior
probabilidade de transmissdo entre individuos. Isso acontece porque as bactérias estdo
presentes em quase todos os ambientes, tanto no hospitalar quanto no comunitario,
causando uma inseguranca nas pessoas que temem em adquirir uma infeccdo como, por
exemplo, pacientes cirargicos que colocam as suas préprias vidas em riscos e apdiam-se
com as poucas opgOes estratégicas durante o tratamento (BARANCHESHME;
MUNUIR, 2018).

A resisténcia aos antibioticos segundo o Instituto Nacional de Saude Doutor
Ricardo Jorge —INSA (2010) é um problema enfrentado em todos os paises do mundo
devido ao rapido crescimento e a impossibilidade de controlar as infec¢Ges, levando a
humanidade para um futuro pré-antibidtica prenunciado por alguns pesquisadores.

Embora, outros cientistas acreditem em novas investigagoes e uso racional das drogas
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na intencdo de contornar esta situacdo, desde que os paises envolvam-se através do
reconhecimento do problema comum e ajudar através de esforcos na buscar de uma
solucdo ou novas estratégias para dribla a resisténcia bacteriana.

No ambito internacional a Organizacdo Mundial da Saude (World Health
Organization - WHOQ) tem como principal prioridade combater a resisténcia aos
antibioticos, assunto abordado em um plano de acdo global aprovado em 2015 na
Assembléia Mundial da Saude, visando a prevencao e o tratamento de infecgdes. Plano
adotado em uma declaracdo realizada em 2016 em Nova York pelos Chefes de Estado
na Assembléia Geral das NacGes, se comprometendo e envolvendo os profissionais da
salide humana e veterindria, inclusive os setores agricolas (WHO, 2020).

WHO (2020), Paim e Lorenzi (2014), e também Uchil e colaboradores (2014),
relatam algumas estratégias de prevencéo e tendo como finalidade o decaimento relativo
a questdo do aumento da resisténcia patogénica:

o Cultura de vigilancia microbioldgica;

o Desinfeccdo de superficies contaminadas e limpeza freqiente dos leitos
hospitalares;

o Educacdo continuada dos profissionais da saude (enfermeiros, farmacéuticos,
médicos e microbiologistas);

« Evitar 0 uso de antibi6ticos quando ndo atender mas ao tratamento e nem exigir
do profissional de satde uso continuo, respeitando o tempo de tratamento;

« Evitar contato proximo como pessoas infectadas;

« Higienizagdo adequada das méos e alimentos;

e Investir em novos estudos para compreender os diferentes mecanismos de
resisténcias, evolugdo e disseminacdo bacteriana, e obtencdo de novas drogas
com novos alvos;

« Isolar pacientes infectados;

e Informar e ensinar a populacdo sobre 0s meios de transmisséo e prevencgéo;

e Nunca usar sobras ou compartilhamento da droga;

« Praticar sexo seguro e também manter as vacinas em dia;

e Seguir a orientacdo prescrita pelo profissional de saide ao usar antibioticos e
respeitando o horéario para cada dosagem;

o A profilaxia so dever ser empregado em casos de infeccao;

« Usar antibioticos quando prescrito por um profissional de salde certificado;

e Uso de teste de susceptibilidade antimicrobiana;
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o Utilizar antibidticos que possui atividade de espectro estreito para combater

apenas o patdgeno causador da enfermidade.

Recentes estudos investigativos apontam a terapia fagica como uma estratégia
promissora que podera dribla a resisténcia aos antibiéticos utilizando bacteriofagos,
virus com capacidade de infectar, danificar e matar as células bacterianas no hospedeiro,
salvando a sua vida. Na era poés-antibidtica, os farmacos estdo perdendo a sua
funcionalidade e eficacia na antibioticoterapia devido ao crescimento gradual de
patogenos resistentes que pode colapsar o Sistema Mundial de Salude. Este problema
relacionado a resisténcia requer medidas imediatas e por isso a necessidade de implantar
a terapia fagica como parte das estratégias multidimensionais (ALTAMIRANO; BARR,
2019).

Outro meio estratégico que esta sendo investigado pelos cientistas para oferecer
beneficios terapéuticos prolongado sdo as chamadas nanoantibi6ticos, ou seja, uma
nano formulacdo dos antimicrobianos existentes para combater a resisténcia as drogas
através de particulas funcionais (6xido de zinco e 6xido de prata) para alvos especificos.
Suas propriedades fisico-quimicas se destacam pela alta carga de drogas, liberacao
prolongada, alta afinidade de interacdo e eficicia antibacteriana, além de apresentar
algumas vantagens como diminuir a resisténcia a antibidticos, reduzir os efeitos
colaterais e melhor solubilidade. Esta nova tecnologia tem desafiado as inddstrias
farmacéuticas em investir em novas alternativas para conter a resisténcia (RAMA et al.,
2019).

Segundo Munir e colaboradores (2020), a nanotecnologia podera fornecer uma
solucdo para o problema global ocasionada pela resisténcia microbiana, superando-a
através das nano particulas que podem implementa os antibidticos com atividade
bactericida, impedir a sobrevivéncia e disseminacao de genes de resisténcia bacteriana,
substituir os antimicrobianos e ser futuramente aplicado em terapias hospitalares. Sua
capacidade pode inibir os diferentes mecanismos de resisténcia bacteriana, como bomba
efluxo e até impedir a formacéo de biofilmes.

Existe uma previsdo de que, até 2023, novas estratégias para tratamento e
melhoramento dos farmacos atuais serdo implantados nos paises de acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude por meio de uma parceria entre entidades publicas e

privadas associadas e incentivadas pela Parceria Global de Pesquisa e Desenvolvimento
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de Antibioticos (Global Antibiotic Research and Development Partnership - GARDP)
visando combater a resisténcia aos antibiéticos e antifingicos (WHO, 2020).
Vandeputte, Ferrari e Coste (2012) mencionam a existéncia de poucas
estratégias aplicadas nas terapias hospitalares para conter o aumento de resisténcia
causada por bactérias e fungos. Portanto, novos estudos serdo necessarios para melhorar
o tratamento contra infecgdes causadas por patdgenos resistentes, principalmente
fangicas, por conter uma limitagdo no arsenal terapéutico. Atualmente, os pesquisadores
tém investigado novas alternativas para o desenvolvimento de novos antibacterianos e
antifngicos a partir de compostos bioativos (milbemicina) extraido de fontes naturais
como as plantas. A descoberta por novas substancia podera atua na inibi¢cdo da bomba
de efluxo, restaurar a atividade da droga e diminui o aparecimento de patdgenos

resistentes aos farmacos.

3.12 Bomba de efluxo

As bombas de efluxos sdo constituidas por um agrupamento de diversas
proteinas transmembranares envolvidas no bombeamento de inUmeras substancias
diferenciadas como os farmacos (cetaconal, fluconazol, B-lactdmicos, polimixinas,
tetraciclinas) e toxinas que estdo retidas no interior das células vivas, tanto eucariética
quanto procaridtica, liberando-as ativamente no meio ambiente extracelular. O
funcionamento deste sistema depende de duas fontes energéticas para exercer a sua
atividade uma proveniente hidrolise da adenosina trifosfato e a outra da for¢a motriz dos
prétons (PRASAD; RAWAL, 2014; LINKEVIVIUS et al., 2016; MUNITA; ARIAS,
2016).

Puzari e colaboradores (2020), e também Nynez-Samudio e Chesneau (2013)
afirmam que os genes (mef e msr) atuam na codificacdo das diversas proteinas
transportadoras com a capacidade de aumenta a atividade do sistema de extruséo. Isso
acontece porque 0s genes ativam a superexpressdo das bombas de efluxos atribuindo
caracteristicas especificas a cada superfamilia em relacdo aos diferentes substratos que
sdo transportados ou expulsos da célula, além de favorecer o surgimento de fendtipos
resistentes aos farmacos em qualquer micro-organismo.

Os sistemas de efluxo s@o categorizadas em 6 grandes classes de superfamilias
que sdo codificadas por diferentes genes transportados pelos cromossomos, plasmideos,

transposons e outros elementos mdveis. Em células procariéticas se destacam: a
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Superfamilia de Divisdo da Nodulacdo de Resisténcia contendo 0s genes representativos
em Acinetobacter baumanii codificada pelo gene AdeABC, Pseudominas aeruginosa/
mex e Serratia marcescens/ sdeAB; na Superfamilia Extrusoras de Toxinas e Multiplos
Farmacos em Vibrio parahaemolyticus/ ydhE; nos Transportadores da Superfamilia de
Facilitadores Principais em Escherichia coli/ emrAB; no Sistema de Resisténcia a
Varios Farmacos Pequenos em Escherichia coli/ emrE; na Transportadores ABC em
Vibrio chlolera/ vcaM; e Familia de Efluxo de Compostos Antimicrobianos
Proteobacteriano em Acinetobacter baumanii/ acel (LIU et al., 2018; BELLO;
DINGLE, 2018).

Novos estudos realizados em eucarioto, representado pelos fungos, foram
possiveis elucidar a descoberta de apenas duas superfamilias de bombas de efluxos
capazes de atribui resisténcia aos antifingicos, como os azois. Elas sdo a Superfamilia
de Transportadores ABC encontrada na estrutura da espécie Candida albicans
codificada pelo gene CDR1 e Candida glabrata/ CDR2, CgCDR1 e 2; e os
Transportadores da Superfamilia de Facilitadores Principais presente em Candida
albicans/ com gene CaMDR1 e Candida glabrata/ CgFLR1 (VANDEPUTTE;
FERRARI; COSTE, 2012).
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4 METODO

Trata-se de uma revisdo integrativa da literatura que se baseia na analise de
pesquisas com relevancia sobre a tematica e nas sinteses dos resultados destes estudos.

A principio, foi realizada uma busca por artigos cientificos empregando-se 0s
seguintes descritores: “bomba de efluxo”, “expressao”, “inibidores de bomba”,
“superfamilia de efluxo”, “efflux pump”, “expression”, “bomb inhibitors”, “efflux
superfamily”, “bomba de eflujo”, “expresion”, “inhibidores de bombas” e “superfamilia
de eflujo” na lingua portuguesa, inglesa e espanhola, por meio das bases de dados
bibliograficos: Sistema Online de Busca e Andlise de Literatura Médica (Medline),
Biblioteca Nacional de Medicina (Pubmed) e Biblioteca Cientifica Eletronica (Scielo),
além do Elsevier (Science Direct).

A selecdo utilizada para a busca dos manuscritos obedeceu a dois critérios: 1)
Inclusdo; retrata o periodo de publicacdo entre 2000 a 2020, no intuito de selecionar
uma ampla gama de informacfes, além de pesquisas atuais e com alta relevancia
cientifica, incluindo artigos nacionais e internacionais que abordaram a resisténcia
microbiana por meio da bomba de efluxo e suas superfamilias, além de livros didaticos
e editoriais que tratavam do tema em questdo 2) exclusdo, foram excluidas as
publicacbes em duplicatas bem como os artigos de opinifes, teses, dissertacoes,
monografias, anais de congressos ou conferéncias e relatorios técnicos.

Para restricdo de artigos publicados e armazenados nas bases de dados foi
utilizado como artificio estratégico a combinacdo de dois descritores especificos como
“bomba de efluxo” e “superfamilias de efluxo” para formar um descritor mais restritivo
“bomba de efluxo e superfamilia de transportadores”, a fim de delimitar a busca por
manuscritos. Dessa forma, foi selecionado um determinado nimero de publicacBes para
serem avaliados no curto intervalo de tempo (setembro a novembro), devido a imensa
quantidade de informagdes e descobertas cientificas existente nas respectivas bases de
dados. A selecdo levou em consideracdo os mesmos critérios aplicados e também
informagdes contidas no titulo, resumo, resultado e conclusdo que auxiliassem na
restricao.

ApOs a restricdo, procedeu-se uma leitura completa dos artigos na intencéo de
organizar os dados em forma de diferentes tabelas sintetizadas segundo as informacdes

de cada manuscrito. Os aspectos utilizados na confecgdo das diferentes tabelas séo:
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bomba ou transportador, composto, espécie, ensaio, familia, inibidor, localizacdo,
micro-organismo, substrato, tipo de a¢do e também referencial.

Para o desenvolvimento descritivo visando sistematizar os dados analisados
foram categorizados em tdpicos para melhor assimilagdo do assunto em relacdo a
tematica abordada e na sintese de resultados e conclusbes, a fim de responder ao
objetivo desta pesquisa. Os aspectos éticos de cada manuscrito foram considerados

conforme a autoria das idéias, defini¢cGes e conceitos presente nesta revisdo de literatura.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando o papel do sistema de efluxo e suas superfamilias na resisténcia
microbiana as drogas, 139.615 artigos cientificos foram publicados nos bancos de dados
Medline, PubMed, Scielo e Science Direct no periodo de 2000 a 2020, sendo destes
114.470 e 12.914 da base Science Direct e Medline respectivamente. Adotando-se os
parametros estabelecidos e fazendo uso de um descritor mais restritivo “bombas de
efluxo e superfamilias de transportadores”, pode-se redefinir a pesquisa para a selecdo
de 621 artigos por causa da vasta gama de informacfes publicadas e detectados nos
bancos de dados, onde apos a leitura dos titulos, resumos e anos de publicacdo foram
excluidos 330 artigos e apenas 291 foram usados na integra. Obedecendo aos mesmos
parametros, 12 capitulos de livros didaticos de nivel superior foram avaliados, mas
apenas 7 foram selecionados para ajudar no embasamento desta revisao.

A partir da analise integral dos mesmos foi possivel depreender os pontos mais
relevantes que se seguem. Os genes que codificam as bombas de efluxo podem ser tanto
cromossémicas como podem ser encontrados em elementos genéticos moveis e sdo
responsaveis pela resisténcia a varios antimicrobianos como as fluoroquinolonas,
tetraciclinas, aminoglicosidios e polimixinas. Algumas bombas de efluxo funcionam a
partir de um substrato especifico, porém a maioria é capaz de transportar uma vasta
gama de substancias, nesse caso essas bombas sao classificadas como multurresistentes.
Mesmo sendo um tema vastamente explorado no meio cientifico o entendimento do
comportamento dos antimicrobianos como substratos que aumentam a expressdo dos
genes que codificam essas bombas tém desafiado a medicina. Entender o papel das
principais familias de bombas de efluxo e seus respectivos substratos é um dos

principais propositos desta revisao

5.1 Resisténcia especifica: bomba de efluxo

As bombas de efluxos sdo encontradas em todos 0s organismos vivos sejam eles
procariéticos ou eucariéticos, porém a sua primeira ocorréncia e descri¢do foi observada
em bactérias devido a complexidade estrutural. E hoje, este sistema de efluxo ficou
conhecido como um determinante de modulacdo do acimulo e efluxo de antibioticos
(LOMOUSKAYA,; BOSTIAN, 2006; VAN BAMBEKE et al., 2003), sendo codificado
pelos genes mef, msr, gepA, tet e vga (VITALI et al., 2016; JUDA; CHUDZIK-RZAD;
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MALM, 2016; BOCKSTAEL; VAN AERSCHOT, 2009). De acordo com Alekshun e
Levy (2007), este sistema é considerado um dos principais contribuintes para a
resisténcia bacteriana as drogas e, através deste modelo de liberacdo de substancias, 0s
organismos estdo adquirindo multirresisténcia a acdo dos farmacos e, causando falhas
clinicas durante no tratamento de infecgdes e crise na saude publica.

O carregamento ativo do antibidtico neste sistema depende de duas fontes de
energia para desempenhar as suas atividades, uma proveniente da hidrdlise do ATP e a
outra pela forca motriz dos prétons, fazendo com que as proteinas de resisténcia
funcionem como bombas de extrusdo forcando a liberacdo da substancia para fora da
célula (TAVARES, 2014; MACEDO; FALCAO, 2011; MOREIRA; DE SOUZA; DE
MORAES, 2004). Conforme Nikaido e Takatsuka (2009) e também Putman et al.
(2000), a classe de transportadores que compde este sistema de membrana utiliza a
energia fornecida pelo proton para executar o transporte de toxinas contida no interior
das células. S&o consideradas bombas inespecificas devido a grande quantidade de
substancias diferenciadas que elas podem transportar, uma vez que conferem resisténcia
as multiplas drogas. A grandeza deste sistema pode atribuir certas caracteristicas as
bombas de efluxo no sentido de funcionalidade, ou seja, algumas podem ser expressas
como antiporteres se referindo a entrada de préton na célula & medida que a droga é
liberada para o meio extracelular (WILLY; SHERWOOD; WOOLVERTON, 2016).

Atualmente foram identificadas seis familias de bombas de efluxo bacteriano
codificadas cromossomicamente e relevantes para os antimicrobianos (KABRA et al.,
2019; PIDDOCK, 2006). Elas sdo denominadas de: extrusoras de toxinas e multiplos
farmacos (multidrug and toxic compound extruder-MATE); transportadores da
superfamilia de facilitadores principais (major facilitator superfamily - MFS); sistema
de resisténcia a varios farmacos pequenos (small multidrug resistence-SMR);
exportadores de divisdo da nodulacdo de resisténcia (resistence nodulation divisio-
RND); transportadores ABC (ATP-binding cassete-ABC) e familia de efluxo de
compostos antimicrobianos proteobacteriano (proteobacterial antimicrobial compound
efflux family-PACE) (KABRA et al.,2019; BAMBEKE et al., 2003), como

demonstrado na figura 2.
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Figura 2: Sistematica dos principais sistemas de efluxo bacteriano e suas fontes de
energia. OM: membrana externa; IM: membrana interna; OMP: proteina da membrana
externa.

PACE ABC MATE SMR MFS RND

Fonte: Elaborada pelo autor.

O carregamento ativo de sustancias, soluto ou ligante, através da membrana
bacteriana requer certa quantidade de energia, pois sua atividade pode ser contréria ao
gradiente de concentracdo. Neste sistema, cinco classes de bombas de efluxo (MATE,
MFS, PACE, SMR e RND) utilizam a forca motriz provenientes dos prétons, enquanto
a familia ABC é dependente apenas da hidrolise do ATP no citoplasma no intuito de
direcionar o influxo de nutrientes ou impulsionar a saida de substancias, como 0s
metabolitos (WALSH; WENCEWICZ, 2016; WEBBER; PIDDOCK, 2003).

5.2 Diferencas entre bombas de efluxos em Gram-positivas e Gram-negativas

As bombas de efluxos fazem parte de alguns mecanismos utilizados pelas
bactérias que transportam ativamente muitas substancias para fora da célula, sendo o
principal contribuinte para a resisténcia intrinseca em relacdo aos muitos antibioticos
aplicados durante o tratamento de infeccdes causadas por bactérias Gram-negativas e
Gram-positivas, além de realizarem outras tarefas auxiliando na viruléncia e na agéo de
biofilmes, tornado-se um alvo atraente para a inibi¢cdo (BLAIR et al., 2015; BLAIR et
al., 2014).

Segundo Kumar e Schweizer (2005), este sistema de efluxo pode ser encontrada
em quase todas as espécies procarioticas, porém as diferencas estruturais e a resisténcia

mediada por efluxo em bactérias Gram-negativas € um problema mais complexa
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quando comparado com as Gram-positivas. A solucdo para este impasse € explicado
devido a existéncia de um sistema de efluxo tripartido em bactérias Gram-negativas,
formado pela interacdo de uma proteina localizada na membrana citoplasmatica,
proteina de fusdo de membrana (MFP) presente no espaco periplasmatico e um fator de
membrana externa (OMF) na membrana externa (MOREIRA; DE SOUZA; DE
MORAES, 2004), composta de lipopolissacarideos, lipoproteinas e fosfolipidios
contendo cadeias de acila hidrofobicas, atuando como barreira de protecdo para certas
substancias (HORMER; BROCKWELL; RADFORD, 2020), inclusive sobrevivem e
prosperam em ambientes hostis a outros tipos de micro-organismos, ja que esta bacteria
apresenta poucas camadas de peptideoglicano na parede celular (TRABULSI;
ALTERTHUM, 2015; FORSYTHE, 2013), figura 3.

Figura 3: Parede celular em bactérias Gram-negativas.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Em termos estruturais, diferente das bactérias Gram-negativas, as bactérias
Gram-positivas sdo desprovidas da membrana externa e apresentam em sua composi¢ao
muitas camadas de peptideoglicano interagindo através das ligacGes covalentes
(SILHAVY, KAHNE; WALKER, 2010), espessa e rigida, atingindo aproximadamente
50% do peso seco da celula (LAMBERT, 2002). Estas bactérias podem conter acidos
teicurdnicos e acido teicdicos, que consistem principalmente de um alcool (glicerol ou
ribitol) e fosfato, compostos exclusivos para a formacdo da parede celular (RAUCH,;
LEIGH, 2015; LAMBERT, 2002), figura 4. Foi relatado que o sistema de efluxo
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presente nas bactérias utiliza um dnico artificio especifico, ou seja, se referindo a
existéncia de uma proteina exclusiva e embutida na membrana citoplasmatica que
desempenha fungbes fisiologicas que vado desde o metabolismo de carboidrato,
proteinas, lipideos, nucleotideos a transducfes de sinais, reguladores de divisao celular
e fatores de viruléncia (WALSH; WENCEWICZ, 2016; BROWN; SANTA MARIA;
WALKER, 2013; DESVAUX et al., 2006).

Figura 4: Parede celular em bactérias Gram-positiva.
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Segundo Song et al. (2020), Ughachukwu e Unekwe (2012), Huber e
colaboradores (2010) é mencionado que a bomba de efluxo presente em células
eucaridticas tem contribuido para aumentar a resisténcias aos farmacos, principalmente
aqueles usados em tratamentos quimioterapicos e infecgdes flngicas, liberando-as
ativamente para o meio externo. O sistema de efluxo em células eucaridticas obtém
energia dos ATP provenientes da mitocondria transportado para o citoplasma durante o
processo de respiracdo celular, possuindo semelhanga funcional como as bombas

bacterianas (figura 5).

5.3 Principais substratos de bomba de efluxo

A resisténcia as multiplas drogas (MDR) em bactérias e células eucaridticas séo
geradas pelo armazenamento de genomas, genes capazes de codificar diferentes
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proteinas encontradas em cromossomos ou plasmideos. Apos a codificacdo, as proteinas
podem executar tarefas como transmitir informacao para a resisténcia a um determinado
tipo de antibidtico dentro de uma Unica célula e/ou pela acdo das bombas de efluxo,
consideradas onipresentes, que podem ser especificos para um substrato, transportando
ou expulsando mais de um tipo de substancia (NIKAIDO, 2009; POOLE, 2007;
PIDDOCK, 2006), tabela 1.

Figura 5: Sistema de efluxo em célula fungica ativada pela energia produzida pela
mitocondria.
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Segundo diferentes estudos este mecanismo de efluxo foi originalmente
observado em antibidticos do tipo tetraciclina, mas também é responsavel pela
multiresisténcia a praticamente todas as principais classes de antibidticos, atingindo
principalmente os macrolidios, fluoroquinolonas (DZIDIC et al., 2008; PIDDOCK,
2006), B-lactamicos e polimixinas (MUNITA; ARIAS, 2016; WALSH; WENCEWICZ,
2011). Trata-se de um mecanismo de protecdo bacteriana que tem a funcdo de exportar
metabolitos secundarios ou substéncias indesejadas para fora da bactéeria, por meio de
transporte ativo. Esse sistema também é responsavel por impermeabilizar a entrada da
maioria dos antibioticos, corantes, desinfetantes, detergentes (NEVES et al., 2011;
ZGURSKAYA; NIKAIDO, 2000), metais pesados (NIES, 2003) e solventes organicos
toxicos (RAMOS et al., 2002). De acordo com Dunlop et al. (2011), os micro-
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organismos desenvolvem mecanismos estratégicos para conter a toxicidade de
biocombustiveis, etanol e ésteres de acidos graxos, através do mecanismo direto de
exportacdo celular através de bombas de efluxos, para reduzir a toxicidade no interior
das células como uma poderosa ferramenta para engenharia de linhagem e producao.

Em células eucaridticas a bomba de efluxo permeia a resisténcias aos farmacos
(UGHACHUKUWU; UNEKWE, 2012) como, por exemplo, nos fungos se destacam o
cetaconazol, cicloheximida, fluconazol, propanil e voriconazol (PRASAD; RAWAL,
2014). A resisténcia aos antifangicos, especificamente a classe dos azois, apresentam a
capacidade de ativacdo de bomba de efluxo que medeia a exocitose da droga, reduzindo
a concentracdo enzimatica de lanosterol 14-a-desmetilase (VIEIRA; NASCIMENTO,
2017). De acordo com Vieira e Santos (2017), devido ao uso excessivo de antifingicos
houve um aumento da resisténcia havendo assim, a necessidade de compreender 0s
mecanismos moleculares, pois até no presente momento ndo existem estratégias

apropriadas para combater o surgimento de fungos resistentes.

5.4 Inibidores de bomba de efluxo e mecanismos de inibicéo

Nas Gltimas duas décadas, os inibidores da bomba de efluxo (efflux pumps
inhibitors - EPIs) foram desenvolvidos para minimizar os efeitos da resisténcia
ocasionada pela bomba de efluxo em patdgenos bacterianos aos antibidticos, que estdo
se tornando um grave problema mundial (LAMUT et al., 2019). Os EPIs desempenham
importantes fung¢des na célula como, por exemplo, bloquear a fonte de energia utilizada
pelas bombas, interferir no canal de efluxo, tornar bactérias sensiveis aos antibioticos
(XING et al., 2014), aumentar a concentracdo intracelular das drogas expelidas pelo
efluxo, diminuir a resisténcia intrinseca dos patdgenos, reverter a resisténcia associada a
expressdo das bombas, diminuir o aparecimento de cepas mutantes e a capacidade de
resisténcia adquirida (XING et al., 2014; ZECHINI; VERSACE, 2009; MAHAMOUD
et al., 2007).
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Tabela 1: Representacdo de algumas espécies de procariotos e eucariotos e suas principais familias de bomba de efluxo.

Género/ Espécie Substrato Bomba Familia Localizacao Referéncias
Bactérias Gram-positivas
Bacillus substilis Aciflzjlv_ina, b_rom_eto de EbrA/B SMR Cromos§omo/ ZHANG et al., 2007; JACK et
etidio e pironina (ebrA, ebrB e ykkC) plasmideo al., 2000.
Bacillus glutamicum Lincosamidas LmrB MFS - HANDZLIK et al., 2013.
Clostridium difficile Eritromicina Cme MFES - HANDZLIK et al., 2013.
Enterococcus faecalis Cat'? n_/ compostp d € qacA/B SMR Plasmideo WASSENAAR et al., 2015
amOnia quartanario (QaC)
Quinolonas 0gxAB RND Plasmideo YUAN et al., 2018.
Acriflavina,
ciprofloxacina, dociciclina EfrAB ABC Cromossomo LEE et al., 2003.
e norfloxacina
Aminoglicosideos,
fluroquinolonas e EfrCD ABC Plasmideo HURLIMANN et al., 2016.
vancomicina
. Estreptograminas B e REYNOLDS et al., 2005;
Enterococcus faecium rﬁ)]acgroli deos msr(C) ABC Cromossomo SINGH et al., 2001.
Cétion e composto de . WASSENAAR et al., 2015;
Staphylococcus aureus amonia quartanério gacA/B e smr SMR Plasmideo COSTA et al., 2013;
BJORLAND et al., 2001.
Acéil’z\il(;nz’ng?argiﬁg de NorA (MgrA e MES Cromossomo YAN etal., 2013; TRUONG-
; ' NorR) BOLDUC et al., 2007.

norfloxacina e ofloxacina

*(-) Sem identificagdo.
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Continuacao da Tabela 1: Representacdo de algumas espécies de procariotos e eucariotos e suas principais familias de bomba de efluxo.

Género/ Espécie Substrato Bomba Familia Localizacao Referéncias
Bactérias Gram-positivas
Cetrimida, Ciprofloxacina, NorB (MgrA e TRUONG-BOLDUC et al.,
Staphylococcus aureus enoxacina e g MFS Cromossomo 2011; TRUONG-BOLDUC et
T NorG)
tetrafenilamonia al., 2010.
Tetraciclina Tet38 MATE - HANDZLIK et al., 2013.
Brometo de etidio,
cloranfenicol, florfenicol, .
linezolida, LmrS MFS Cromossomo YAN etal., 2013; ,FLOYD et
. . ) - al., 2010;
trimetroprima,eritromicina
e lincomicina
Imipenem, meticilina, VILLET etal., 2014;
oxacilina e penicilia G AbcA ABC Cromossomo TRUONG-BOLDUC, 2007.
Eritromicina,
estreptomicina B, . REYNOLDS et al., 2005;
macrolideos e Msr (A, Ce D) ABC Plasmideo REYNOLDS et al., 2003.
telitromicina
Staphylococcus Composto de amonia QcA (qac)) SMR Plasmideo BJORLAND et al., 2003.
intermedius quartanario
Staphylococcus Composto de amonia QcA (qac)) SMR Plasmideo BJORLAND et al., 2003.
simulans quartanario
Streptococcus Cetolideos e macrolideos Msr (D) ABC . HANDZLIK et al., 2013.
pneumoniae
Ciprofloxacina e PmMIrA MFS - HANDZLIK et al., 2013,

norfloxacina

*(-) Sem identificag&o.
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Continuacao da Tabela 1: Representacdo de algumas espécies de procariotos e eucariotos e suas principais familias de bomba de efluxo.

Género/ Espécie Substrato Bomba Familia Localizacdo Referéncias

Bactérias Gram-negativas

Aminoglicosideos,

Acmetol:_)_acter c'loranfenlcol, . AdeABC RND Cromossomo BLAIR et al., 2014; YOON et al.,
baumanii fluoroquinolonas, tetraciclina 2013.
e tigeciclina
Escherichia coli Can|m|C|r_1a, neomicina e OgxAB RND Plasmideo YUAN et al., 2018.
quinolonas
Brometo de etidio EmrE/MvrC SMR Cromossomo BAY et al.,2008.
Klebsiella pneumoniae Nltrofuran_tomg, qumolonas e 0qXAB RND Cromos§omo/p Ll et al., 2010.
tigeciclina lasmideo
Composto de, amonia QacE SMR Plasmideo BAY et al.,2008.
quartanario
Pseud_omonas Acriflavina, amlnogll,cc_)mdeos Pae-EmrE/ SMR CrOMOSSOMo Ll etal., 2003
aeruginosa e brometo de etidio Pasmr
Antibioticos e cations PMIA MFS : POOLE, 2000.
lipofilicos
Vibrio Canamicina, brometo de OMOTE et al., 2006; OTSUKA et
. ] X NorM MATE -
parabaemolyticus etideo e norfloxacina al., 2005.

Eucarioto

Azéis (fluconazol, HOLMES et al., 2012; SHARMA;

Candida albicans Mdrlp/ Cacdrlp MFS

voriconizol) PRASAD, 2011.
Az0is (fluconazol, MIt1 ABC Vacuolar THEISS et al., 2002.
voriconizol)

*(-) Sem identificag&o.
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Continuacao da Tabela 1:

Representacao de algumas espécies de procariotos e eucariotos e suas principais familias de bomba de efluxo.

Género/ Espécie Substrato Bomba Familia Localizacdo Referéncias
Eucarioto: Fungos
Candida dubliniensis Az0is (fluconazol, - MFS VIEIRA; NASCIMENTO, 2017.
voriconizol)
Az6is (fluconazol FONSECA et al., 2014; VIEIRA;
Candida globrata L ’ Cdrl ABC NASCIMENTO, 2017; HOLMES et
voriconizol)
al., 2012
Candida Krusei Az0is (fluconazol, Abcl/CkAbclp ABC VIEIRA; NASCIMENTO, 2017.
voriconizol)
Cryptococcus Az6is (fluconazol) CnAFR1 ABC POSTERARO et al., 2003.
neoformans

*(-) Sem identificagdo.
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Van, Pages e Lee (2006), mencionam trés estratégias promissoras para superar a
resisténcia pelo efluxo: (i) ignorar o mecanismo de bomba de efluxo: na bomba, os
determinantes moleculares tém o fundamental papel de executar o reconhecimento das
diferentes classes de antibioticos, ou seja, as moléculas mais novas sdo menos
susceptiveis ao efluxo do que as mais antigas, por exemplo, quinolonas de terceira
geracdo versus a primeira geragdo (ii) inibicdo bioldgica de efluxo ativo: refere-se ao
bloqueio das proteinas por meio de anticorpos neutralizantes ou genes, e também a
utilizacdo de oligonucleotideos e pequenos RNA que interferem na fase de transcricdo
do gene, um codificador de efluxos. (iii) inibicdo farmacolégica de efluxo ativo: se
refere as diferentes estratégias empregadas na bomba como, por exemplo, inducdo de
efluxo competitivo, gradiente eletroquimico ou drogas (reserpina).

Muitos compostos foram descritos como EPIs que podem rejuvenescer a
atividade dos antibioticos quando forem associados a estes, cuja a¢do foi neutralizadae
ineficaz contra patégenos do ponto de vista terapéuticos (SHARMA; GUPTA;
PATHANIA, 2019; RAMON-GARCIA et al., 2006), tabela 2.

Os EPIs podem ser caracterizados em duas categorias conforme Sharma, Gupta
e Pathania (2019): i) dissipacdo de energia: atua colapsando e dissipando os gradientes
eletroquimicos de membrana usados por algumas bombas como recurso funcional, uma
vez, (ue esta categoria pode ser representada pelo cianeto de carbonila m-
clorofenilhidra-zona (Carbonyl Cyanide-m-ChloroPhenyl-hydrazone-CCCP) e nigerina
como desacopladores de energia da membrana (RAMON-GARCIA et al., 2006;
PAGES; MASI; BARBE, 2005). O iont6foro, CCCP, atua na bomba interferindo na
fonte de energia que € fornecida pela forca motriz de prétons aos transportadores
existentes em células bacterianas e também na inibicdo da bomba por resisténcia-
nodulacdo-divisio (IKONOMIDIS et al., 2008; RAMON-GARCIA et al., 2006). Este
mesmo composto, assim como, a reserpina, clorpromazina e verapamil tém
demonstrado efeito sobre micobacterias in vitro e in vivo (JIN et al., 2010).
Mecanicamente, o CCCP atua colapsando a forga motriz dos protons usados por
algumas bombas de efluxos como fonte de energia e impedindo-as de exercer a sua
funcionalidade. Ndo ha muitos relatos que descreva detalhadamente sobre 0 mecanismo
de atuacdo deste inibidor, mas existem evidéncias de que a sua acdo pode desativar o
metabolismo bacteriano, restaurando, por exemplo, o efeito do antibacteriano
tetraciclina, um dos assuntos bem abordados entre os muitos pesquisadores podendo

decifrar o verdadeiro papel do CCCP e a sua atividade sinérgica quando combinado
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com uma droga especifica, e também a sua influéncia na inibicdo dos diferentes
sistemas de efluxos (SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019). O outro mecanismo €é a
(ii) inibicdo por ligacdo direta das bombas de efluxos. Segundo a afirmacéo de Sharma,
Gupta e Pathania (2019), nesta categoria acorre uma espécie de competicdo que afeta a
afinidade da bomba pelo substrato, ou seja, 0 EPI compete com o substrato pelo mesmo
sitio de ligacdo, enquanto a ndo competicdo resultard na diminuicdo desta afinidade,
bomba e substrato ou unido EPIs a bomba.

Esta categoria pode € representada especificamente pelos peptidomiméticos
como a fenilalanina-arginina-f-naftilamida (Phenylalane-Arginine-S-naphtylamide -
PABN) ou MC-207 110, com atuacdo na permeabilidade da membrana celular e por ndo
ser considerado como um legitimo inibidor de bombas (SCHUSTER et al., 2019;
SHARMA; GUPTA; PATHANIA, 2019). Este EPIs, PASN, foi originalmente descrita
em observagOes de suscetibilidade a fluroquinolonas em Pseudomonas aeruginosas e
também gera um efeito na diminuicdo das concentrag@es inibitorias minimas (minimun
inhibitory concentrations-MICs), principalmente do acido nalidixico, claritromicina,
cloranfenicol, rifaximina e tigeciclina contra Escherichia coli (XING et al., 2014;
SAENZ et al., 2004). De acordo com Sharma, Gupta e Pathania (2019)[109], , o PABN ¢
considerado como um substrato para a Nanoméaquina de Efluxo e por proceder de
maneira competitiva, tem a capacidade de identificar e integrar a bolsa de substrato
especifico para cada uma das drogas. Infelizmente existem poucas informacgdes que
descrevam detalhadamente sobre o seu mecanismo de acdo e controle, uma das
evidencias melhor substanciadas ¢ que o PABN pode ocasionar um bloqueio do tipo
estérico que interfere na interacdo da droga com o sitio especifico.

Segundo os relatos encontrados na obra de Sharma, Gupta e Pathania (2019), a
piridopirimidina atua inibindo a nanomaquina de efluxo presente na familia RND
inativando a atividade da bomba MexB contida na estrutura da espécie P. aeruginosa. O
resultado obtido através da analise cristalografica foi possivel afirmar que a
piridopirimidina interage com a Bolsa de Ligacdo Distal presente no mondmero do
sistema, local aonde as diferentes substancias se ligam, e também por estar conectado a
uma regido hidrofdbica terc-butil tiazolil aminocarboxil que, por sua vez, € direcionado
para uma armadilha contida na bolsa. Este composto auxiliara no cancelamento do
movimento peristaltico do tipo rotacional da nanomaquina, interferir na ligacdo das
diversos substratos ao sistema e no desenvolvimento de novas estratégias que

contribuam  para a inibicio dos  diferentes  tipos de  sistemas.
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Tabela 2: Exemplos de inibidores e substratos da bomba de efluxos bacteriana e tipo de acao.

Género/ Espécie Inibidor Familia Bomba Substrato Ensaios Tipo de acdo Referéncias
Bactérias
Antagonismo (acido
Acinetobacter Phe-arg-p- Ciprofloxacino e Suscetibilidade nalidixico); Sem RIBEIRA et
baumannii naftilamida ) acido nalidixico antimicrobiana. alteragcéo na al.,2002.
ciprofloxacina.
Claritromicina,
o o acrAB ou cloranfenicol, g o tinilidade . BOHNERT:
Escherichia coli Arilpiperazina RND ACTEE I!n_ezollda, _ antimicrobiana. *Sinergismo KERN, 2005.
oxacilina, rampina
e tetraciclina.
Derivados do
indol (3- Ciprofloxacino
amino- RND AcrAB-TolC CI_oranf_en_lcoI, Su§ce_t|b|IIQade Sinergismo ZENG et al., 2010.
6carboxil-indol eritromicina e antimicrobiana.
e 3-nitro-6- tetraciclina.
amino-indol)
1-(1- Levofloxacina, I
naftilrgwetil)- RND acrAB ou linezolida e Su§ce_t|b|l|(_1ade Antagonismo KERN et al., 2006.
. . acreF - antimicrobiana.
piperazina brometo de etidio
1-(1- -
naftilr(netil)- RND acrAB ou Levofloxacina Su§ce_t|b|I|gIade Sinergismo SCHUMACHER et
piperazina acreF antimicrobiana. al., 2006.

*(-) Sem determinacdo; *Apresenta forte efeito sinérgico; Antagonismo, termo utilizado para referi a um efeito sinérgico reduzido.
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Continuacao da tabela 2: Exemplos de inibidores e substratos da bomba de efluxos bacteriana e tipo de agéo.

Género/ Espécie Inibidor Familia Bomba Substrato Ensaios Tipo de acdo Referéncias
Bactérias
ACrA. Clprofloxqcma,
cloranfenicol,
L Phe-arg-B- norfloxacina e Suscetibilidade N SAENZ et al.,
Escherichia coli naftilamida RND tetraciclina. antimicrobiana. Sinergismo 2004.
AcrAB-Tolc .
Levofloxacina
Ciprofloxacina, Ensaios de
Piranopiridina RND AcrAB-Tolc levofloxacina e atividade Sinergismo OPPERZ'\(;IQN etal,
piperacilina. antimicrobiana. '
Determinacéo
Reserpina - Tet (K) Tetraciclina da concentragdo Sinergismo GIBBONS; UDO,
P (mdr) inibitoria g 2000.
minima.
ACrAB, Claritromicina, -
Sertralina RND AcrEF, MdtEF linezolida, oxacina SU§CG_'[IbI|I(_jade *Sinergismo BOHNERT et al.,
L antimicrobiana. 2011.
e MexAB e tetraciclina.
Determinacéo
Mycobacterium . Brometo de etidio e  da concentragdo : : PRASCH et al.,
. Capsinoides - - . . PR Sinergismo
smegmatis rifampicina. inibitoria 20109.
minima.
Phe-arg-pB- -
Pseud_omonas naftilamidae - MexAB-OprM Canamicina Su§ce_t|b|I|gIade *Sinergismo PESINGI etal,
aeruginosa Carvacrol antimicrobiana. 2019.

*(-) Sem determinagdo; *Apresenta forte efeito sinérgico; Antagonismo, termo utilizado para referi a um efeito sinérgico reduzido.
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Continuacao da tabela 2: Exemplos de inibidores e substratos da bomba de efluxos bacteriana e tipo de agéo.

Género/ Espécie Inibidor Familia Bomba Substrato Ensaios Tipo de acdo Referéncias

Bactérias
Suscetibilidade
Pseudomonas Phe-arg-p- RND  MexAB-OprM Levofloxacina antimicrobiana. *Sinergismo LOMOVSKAYA
aeruginosa naftilamida et al., 2001.
MexAB-OprM  Brometo de etidio, -
Staphylococcus Arilpiperidina RND ou MexCD- tetraciclina e Sugce_t|b|||§Iade *Sinergismo KAATZ etal,
aureus . antimicrobiana. 2003.
OprJ vorfloxacina.

Sternotrophomonasm Phe-arg-p- i i Acido nalidixico Suscetibilidade Sineraismo RIBEIRA et
altophilia naftilamida antimicrobiana. g al.,2002.

*(-) Sem determinacdo; *Apresenta forte efeito sinérgico; Antagonismo, termo utilizado para referi a um efeito sinérgico reduzido.
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Atualmente, novas pesquisas tém despertado interesse na descoberta de novos
EPIs extraidos de fontes naturais como o composto sintético, capsindide, que
demonstrou uma atividade antibacteriana contra Mycobacterium smegmatis e, portanto,
podera ser considerado um promissor inibidor de bomba de efluxo (PRASCH et al.,
2019). Solnier et al. (2020), demonstram que os flavondides, craniocapflanona
(skullcapflavone) e nobiletina (nobiletin), também poderdo ser considerados como
novos inibidores de bomba de efluxos contra cepas de micobactérias intracelulares,
afirmando que compostos derivados de plantas também desempenham papéis como
EPIs, além de apresentarem como adjuntos inovadores nos tratamentos quimioterapicos.

Nin e colaboradores (2016), estudaram compostos isolados de espécies de
Euphorbia, diterpenos macrociclicos dos tipos jatrofano e lathirano, como potentes EPIs
dos transportadores Cacdrl e CaMdrlp em cepas de Candida albicans e também
leveduras, e foi visto que quando associados ao fluconazol apresentaram forte
sinergismo. Outros estudos consideram a monoamina oxidase A clorgilina (clorgyline)
como inibidor de amplo espectro de duas classes de transportadores (ABC e MFS) de
bombas de efluxos em cepas de Candida albicans e Candida glabrata, revertendo a
resisténcia aos azois antifungicos sinergicamente (HOLMES et al., 2012). As tabelas 3
e 4 mostram uma lista de EPIs e substratos que atuam em algumas espécies de fungos e
compostos isolados de fontes vegetais como EPIs em microorganismo (bacteriano e
fangicos), assim como, a tabela 5 cita alguns representantes de eucariontes e células

cancerigenas.
5.5 Familias de bombas de efluxos

5.5.1 Superfamilia grande facilitador

Os transportadores MFS (major facilitator superfamily) sdo considerados uma
superfamilia naturalmente antiga, grande e diversa de transportadores de membrana
amplamente difundidos entre os genomas de bactérias, plantas e mamiferos. De acordo
com os relatos cientificos foram identificados 58 familias distintas com
aproximadamente 5000 membros sequienciados e capazes de transportar pequenas
moléculas de acgucares, anions, farmacos, metabolitos (PASQUA et al., 2019; ABDEL-
MOTAAL et al., 2018, LAW et al, 2008; KUMAR; SCHWEIZER, 2005;
ABRAMSON et al., 2004) do ciclo de Krebs, incluindo ésteres, oligossacarideos e
organofosforados (DE ROSSI et al., 2006).
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Tabela 3: Inibidores e substratos da bomba de efluxos fungicos.

Espécie Inibidor Familia Transportador Substrato Ensaio Tipo da acdo Referéncias
HOLMES et
: . . ABC/ Cdrl, Cdr2 e . Ensaio de . al., 2012;
Candida albicans Cerulenina MES Mdrl Brefeldina suscetibilidade Antagonismo DIWISCHEK
etal., 2009.
CaCdrlp,
Clorgilina ABC/ CaCd2pe Fluconazol Quimiossensibilidade  *Sinergismo HOLMES et
MFS al., 2012.
Mdrlp
Dexametasona Cdrl, Cdr2 e Fluconazol Ensaio de Sinergismo SUNetal.,
Madrl suscetibilidade g 2017.
. Ensaio de . . CIESLIK et al.,
Estirilquinolinas ABC Cdrlp Fluconazol suscetibilidade Sinergismo 2020.
. CaCdrlpe Ensaio de e XUetal.,
Eucalipto D ABC CaCd2p Fluconazol suscetibilidade Sinergismo 2019.
ESPOSITO et
Jatrofanos ABC/ CaCdrl/ Fluconazol Ensaio de *Sinergismo al., 2017;
MFS CaMdrlp suscetibilidade g RAWAL et al.,
2014,
Fluconazol .
. Ensaio de . . NIIMI et al.,
Melbemicinas ABC Cdrl e suscetibilidade Sinergismo 2012,
micafugina

*(-) Sem determinacdo; *Apresenta forte efeito sinérgico; Antagonismo, termo utilizado para referi a um efeito sinérgico reduzido.
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Continuacao da tabela 3: Inibidores e substratos da bomba de efluxos fungicos

Espécie Inibidor Familia Transportador Substrato Ensaio Tipo da acdo Referéncias
- . Ensaio de . . LEMOINE et
N-metilpiperazina ABC Cdrl Fluconazol suscetibilidade Sinergismo al., 2004,
CsPdrbp,
. Cacdrlp, - - e TANABE et
Unnarmicina A/ C ABC cgCdrip e Fluconazol  Quimiossensibilidade Sinergismo al., 2007.
CgPdhlp
. ABC ZHANG et al.,
Tetrandrina (CDR) Cdrlp Fluconazol 2009
Candida glabrata Clorgilina ABC CaCdrlp Fluconazol Quimiossensibilidade  Sinergismo HgLI\ZAOElSZ et
Clorgilina : Sinergismo
milbemicina A4e Anfotericin (Fluconazol);
o aB, Ensaio de Antagonismo  NAGAYOSHI
carbonil cianeto 3- ABC Cdrl e Cdr2 o . .
o fluconazol, suscetibilidade (micafungica etal., 2017.
clorofenilhidrazona .
e e anfotericina
micafugina. B)
_ . Ensaio de Sinergismo LEMOINE et
N-metilpiperazina ABC - Fluconazol suscetibilidade al., 2004,
. Fluconazol .
Cand|d_a . Tetradina - Cdrl e Mdrl ou Ens_au_o_de *Sinergismo ZHAC etal.,
parapsilosis voricinazol suscetibilidade 2019.

*(-) Sem determinacdo; *Apresenta forte efeito sinérgico; Antagonismo, termo utilizado para referi a um efeito sinérgico reduzido.
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Continuacao da tabela 3: Inibidores e substratos da bomba de efluxos fungicos

Espécie Inibidor Familia Transportador Substrato Ensaio Tipode acdo  Referéncias
Sacch_aromyces Isonitrila ABC Cdrl e Cdre Fluconazol - Antagonismo NIIMI etal,
cerevisae 2005

- . Ensaio de . . LEMOINE et
N-metilpiperazina ABC Cdr Fluconazol suscetibilidade Sinergismo al., 2004,
. . Cicloheximi _ - . . YAMAMOTO
Milbemicinas ABC Pdr5p da Quimiossensibilidade  Sinergismo et al., 2005,
Pdr5p,
CaCdrip, LAMPING et
CaCdr2p, al., 2007:
Unnarmicina C ABC CgCadrl, Fluconazol  Quimiossensibilidade  Sinergismo NIIK/II ot a’l
CgPdhlp, 2005 h
CkAbclpe
CneMdrlp.

*(-) Sem determinacdo; *Apresenta forte efeito sinérgico; Antagonismo, termo utilizado para referi a um efeito sinérgico reduzido.

103



Tabela 4: Compostos isolados de fontes vegetais como inibidores da bomba de efluxo em bactérias e fungos.

Parte da planta

Espécies vegetais utilizada e tipo de Compostos Bomba Micro-organismos Referéncias
extrato
. . Folhas (extrato Flavoné_id_es (sarotrina- Staphylococcus aureus e
Alkanna orientalis L 5,7,4’-trihidroxi-3, 6, 8- NorA ! - BARNER et al., 2013.
metanolico) . . Mycobacterium smegmatis.
trimetoxiflanova)

Ammannia spp. - 4-hidroxi-o-tetralona Yojl Escherichia coli DWIVEDI et al., 2014.
Chalconas (4’-hidroxi-
3-4-dimetoxi-chalcona,

: 3’-hidroxi-3-acetato, 4- .
Arrabidae Flores ge_xtrato metoXi-chalcona, 3°,4’-  NorA e MepA Staphylococcus aureus. REZENDE-JUNIOR et
abrachypoda etanolico) ) . ; al., 2020.

hidroxi. 3,4,4’-
trimetoxi-chalcona e
3,4-dimetoxi-chalcona)
Acidos cafeoilquinicos Candidg al.bican_s,

.. . Partes aéreas (extrato L. N Escherichia coli, FIAMEGOS et al.,
Artemisia absinthium (acido 4°, 5°-O- NorA

Seco) . a0 Staphylococcus aureus e 2011.

dicafeoilquinico) i
Enterococcus faecalis.
Berberina (5’-metoxi- Maltiplas

Berberisa etnensis Folhas (extrato) hidnocarpina-D e bombas de Staphylococcus aureus. MUSU%E;: letal,

feoforbeto) efluxo '

. Ferruginol, 5-

Chamaecyparis Cones (extrato de epipisiferol e NorA Staphylococcus aureus. SMITH et al., 2007.

lawsoniana

hexano)

formosandxido

*(-) Sem determinagdo; Os compostos isolados foram obtidos das partes aéreas das plantas através de diferentes métodos de aplicagdo, utilizando liquidos
extratores com as amostradas trituradas e imersas em recipientes durante um determinado periodo. Ap6s o liquido foi concentrado no evaporador rotatério. O
6leo essencial foi obtido das folhas por destilagdo de arraste a vapor. Por fim, foi realizada uma prospeccao para identificar e isolar os compostos bioativos.
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Continuacao da tabela 4. Compostos isolados de fontes vegetais como inibidores da bomba de efluxo em bactérias e fungos.

Parte da planta

Espécies vegetais utilizada e tipo de Compostos Bomba Micro-organismos Referéncias
extrato
Chenonodium LIMAVERDE et al.,
pocC Folhas (6leo essencial) a-terpineno TetK Staphylococcus aureus. 2017; UDVARDY et
ambrosioides
al., 2015.
Flavanone: 2°,4°-
Raizes e partes aéreas dihidroxi-5’(1°",1°>’- . . PERALTA etal.,
Deleaelegans (extracio) dimetilalil)-6- Cdrle Cdr2 Candida albicans 2012,
prenilpinocembrina
Eucalyptus grandis Folhas (6leo essencial) a-pINENo, p-climeno, - Klebsiella pneuminia e SEWANU et al., 2015.
1,8-cineol e a-teroineol. Staphylococcus aureus.
Ferulas zowitsiana Ralzgs (composto Acido galpamco NorA Staphylococcus aureus. BAZZAZ et al., 2010.
isolado) (cumarina)
Hol_arrhena . - Alcaldides: conessina  MexAB-OprM Pseudomonas aeruginosa SIRIYONG et
antidysenterica al.,2017.
Lupinus argenteus Folhas secas e moidas Isoflavina (6,7,4’- NorA Staphylococcus aureus. MOREL et al., 2003.
(extrato de hexano) trimetoxiisoflavona)
mtr;'grirﬁz Folhas (6leo essencial) a-bisabolol TetK e NorA Staphylococcus aureus. CRUZ et al., 2020.

*(-) Sem determinacgdo; Os compostos isolados foram obtidos das partes aéreas das plantas através de diferentes métodos de aplicagdo, utilizando liquidos
extratores com as amostradas trituradas e imersas em recipientes durante um determinado periodo. Ap6s o liquido foi concentrado no evaporador rotatério. O
6leo essencial foi obtido das folhas por destilagdo de arraste a vapor. Por fim, foi realizada uma prospeccéo para identificar e isolar os compostos bioativos.
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Continuacao da tabela 4. Compostos isolados de fontes vegetais como inibidores da bomba de efluxo em bactérias e fungos.

Parte da planta
utilizada e tipo de
extrato

Espécies vegetais

Compostos

Bomba

Micro-organismos

Referéncias

Momordica

) Partes aéreas
balsamina

Balsaminol Ae F
(cucurbita-5,24-dieno-
3B,7B,23(R), 29-tetraol
e cucurbita-5,24-dieno-

3B, 7B, 23(R)-triol) e
balsaminagenina A e B
(cucurbita-5,23(E)-
dieno-3p,7B,25,29-
tetraol e 25-
metoxicucurbita-
5,23(E)-dieno-3p,7p,29-
triol), balsaminoside A
(25-metoxicucurbita-
5,23(E)-dieno-3p3-ol-7-
O-B-D-alopirasideo)

NorA

Staphylococcus aureus.

RAMALHETE et al.,
2011.

Scutellaria
baicalensis

Flavona (baicalein-
5,6, 7-trihidroxiflavona)

NorA

Salmonella enteritidis e
Staphylococcus aureus

LEE etal., 2015;
CHAN et al., 2011.

Fruto (extrato

Terminalia chebula . -
hidroalcodlico)

Galotanino (1,2,6-tri-O-
galoil-B-D-
glucopiranose)

Escheriachia coli.

BAG;
CHATTOPADHYAYA,
2014; BAG;
BHATTACHARYYA;
CHATTOPADHYAYA,
2013.

*(-) Sem determinagdo; Os compostos isolados foram obtidos das partes aéreas das plantas através de diferentes métodos de aplicagdo, utilizando liquidos
extratores com as amostradas trituradas e imersas em recipientes durante um determinado periodo. Ap6s o liquido foi concentrado no evaporador rotatorio. O
6leo essencial foi obtido das folhas por destilagdo de arraste a vapor. Por fim, foi realizada uma prospeccao para identificar e isolar os compostos bioativos.
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Continuacao da tabela 4. Compostos isolados de fontes vegetais como inibidores da bomba de efluxo em bactérias e fungos.

Parte da planta

Espécies vegetais utilizada e tipo de Compostos Bomba Micro-organismos Referéncias
extrato
. . Folhas (extrato Staphylococcus aureus e
Vernonia adoensis

o Alcaldide (-) - : MABHIZA et al., 2016.
etanolico) Pseudomonas aeruginosa

*(-) Sem determinacédo; Os compostos isolados foram obtidos das partes aéreas das plantas através de diferentes métodos de aplicacao, utilizando liquidos extratores com as
amostradas trituradas e imersas em recipientes durante um determinado periodo. Apds o liquido foi concentrado no evaporador rotatério. O dleo essencial foi obtido das
folhas por destilacdo de arraste a vapor. Por fim, foi realizada uma prospecgéo para identificar e isolar os compostos bioativos.

Tabela 5: Exemplos de inibidores e substratos da bomba de efluxo em alguns representantes eucariotes e células cancerosas.

Eucariotos Inibidor Substrato Transportador Referéncias
Candidaalbicans Melbemicinas Fluconazol Cdrl LEE et al., 2001.
Candida spp. Haloperidol e prometazina F_Iuconazol € Cdrle Cdr2 BRILHANTE et al., 2016.

itraconazol

Flavonoides (quercetinae  Alcaldides de vinca

Células cancerigenas . P-gp BANSAL et al., 2009.
tangeretina) e taxanos
Octaarginina Taxol P-gp DUBIKOVSKAYA et al., 2008.
Verapamil Docetaxel P-gp NOBILI et al., 2006.
?]/lrus da imunodeficiéncia Cetaconazol Saquinavir - KHALIQ et al., 2000.
umana
Quinazolinonas Ritonavir - WATKINS et al.,2004.

*(-) Sem determinacao.
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As proteinas desta familia foram estruturalmente caracterizadas por conterem
uma Unica cadeia polipeptidica com cerca de 400 a 600 aminoacidos identificados e em
alguns casos podem apresentar de 12 a 14 hélices transmembranares, inclusive dois
dominios no citoplasma, um dominios amino e outro carboxila-terminal (ABRAMSON
et al.,, 2004; SEIER-JR, 2000). Mecanicamente, os transportadores presentes nesta
familia foram categorizados em: 1) uniporteres: definida pelo transporte de uma Unica
molécula impulsionado apenas pelo gradiente de substrato; 2) simportadores: duas ou
mais moléculas sdo transportadas no mesmo sentido, usando a forga motriz como fonte
de energia; e 3) antipdrteres: duas ou mais moléculas sdo transportadas em sentidos
opostos na membrana plasmatica, ou seja, enquanto uma molécula entra na célula a
outra sai simultaneamente (LAW et al., 2008; KUMAR; SCHWEIZER, 2005; SAIER
2001).

Nos ultimos anos foram descobertos varios sistemas de efluxos em bactérias que
apresentam relevancia clinica hospitalar e que séo codificadas cromossomicamente pela
familia MFS, implicando na resisténcia as drogas. As principais bombas desta familia
sdo NorA, NorB (cromossdmico) e QacA (plasmideo) em Staphylococcus aureus,
PmrA em Streptococcus pneumoniae, MdfA de Escherichia coli (SUN, et. al., 2014;
PIDDOCK, 2006) e LfrA de Mycobacterium smegmatis (VAN BAMBEKE; BALZI;
TULKENS, 2000). O papel desempenhado por este conjunto de bombas em organismos
vivos contribui para o transporte e liberacdo de antibidticos como macrolideos,
lincosamidas, cetolideos e estreptograminas no meio extracelular (FYFE et al., 2016).

Segundo De Rossi et al. (2006) uma maneira adaptativa que contribui para a
sobrevivéncia da bactéria Staphylococcus aureus em ambientes hospitalares é o sistema
QacA que carrega a capacidade de atribuir resisténcia as varias substancias organicas
toxicas catidnicas, incluindo corantes intercalantes (brometo de etidio), e a uma série de
anti-sépticos e desinfetantes, como cetrimida, cloreto de benzalcénio e clorexina,
produtos utilizados para a higienizacdo em locais de saude publica e residenciais.

No seqlienciamento génico, a proteina NorA foi caracterizada por apresentar 388
aminoéacidos, dos quais 45% sdo hidrofébicos com peso molecular de 42.265 Da e 12
dominios transmembranares. Esta proteina foi descoberta pela primeira vez em isolados
clinicos de Staphylococcus aureus resistente a quinolonas, meticilina, anti-sépticos e
desinfetantes (COSTA et al., 2019; KUMAR et al., 2016; PUTMAN; VAN VEEN;
KONINGS, 2000). De acordo com Deng et al. (2012) e Ding et al. (2008), a regulacdo

da expressdo desta proteina ainda ndo foi bem elucidada, embora outros estudos
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comprovem que o gene NorA esteja sob o controle dos reguladores transcricionais
MgrA, sistema ArlRS e NorG.

Pesquisas realizadas por Marchi e colaboradores (2015) caracterizaram 0s
gendtipos de NorA e QaC pelo método de Microarray, usando como reporter
metabdlico o corante violeta de tetrazdlio que ao ser aplicado a informacéo é registrada
por uma camara CCD e armazenada no computador para anélise cinética comparativa.
Os pesquisadores acima confinaram os dados importantes em teste de suscetibilidade
em ensaios de efluxo de brometo de etidio. Seus resultados sugerem a identificacdo de
novos alvos como cloridrato de guanidina ou 8-hidroxiquinolina para as bombas QacA
e QacC, enquanto as cepas de Staphylococcus aureus contendo transportador QacB
mostraram aumento da suscetibilidade a tioridazina, amitriptilina e orfenadrina. De
acordo com Costa et al. (2019), este e outros estudos relatam sideroforos e acido
fusarico como substratos para NorA.

As bombas de efluxo presentes neste grupo séo codificadas cromossomicamente
e através da analise gendmica foi possivel fazer a identificacdo outros genes presentes
em Staphylococcus aureus como NorA, NorB, NorC, MdeA, SdrM e Tet38 que podem
conferir resisténcias a quinolonas, tetraciclina e outros compostos, mas até o presente
momento pouco se descobriu sobre 0s seus substratos naturais e suas contribuicdes nos
organismos (SCHINDLER et al., 2015; FLOYD et al., 2010; DING et al., 2008). Nesta
mesma espécie foi possivel confirmar que as bombas de efluxos NorB e NorC atribuem
resisténcias aos antibioticos, principalmente a moxifloxacina e esparfloxacina. Dois
sistemas sdo controlados pelo regulador transcricional (MgrA), que ao sofrer mutagédo
na seqliéncia genética bacteriana pode ocasionar o surgimento de fenétipos resistentes
as quinolonas (TROUNG-BOLDUC; STRAHILEVITZ; HOOPER, 2006).

Kwak e colaboradores (2013), pesquisaram a associacdo de superexpressdo de
NorB na resisténcia a fluroquinolonas em 115 isolados clinicos de cepas
Staphylococcus aureus, comprovando que as 62 cepas foram consideradas resistentes a
ciprofloxacina e continham mutacGes S84L de gyrA e S80F parC, enquanto as outras
53 cepas eram sensiveis ao mesmo antibiotico. Em Conclusdo, 0 aumento da expressao
de NorB pode atribuir resisténcia a ciprofloxacina em cepas MRSA (Methicillin-
resistant Staphylococcus aureus). Outras pesquisas mencionam a capacidade do
Staphylococcus aureus colonizar a pele na presencga dos acidos graxos antibacterianos e

gue pode ser considerado como substrato natural de Tet38, codificadas por plasmideos,
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contribuindo para a resisténcia e sobrevivéncia bacteriana em hospedeiro humano e
animal (TROUNG-BOLDUC et al., 2014).

O MdfA é um protétipo de transportador secundario do tipo Mdr,
estruturalmente composto por ser caracterizado com cerca 410 aminoacidos, 12
segmentos transmembranares e dois dominios citoplasmaticos N e C, cuja fonte de
energia e proveniente dos protons (ADLER; BIBI, 2002). Este transportador ocasiona a
diminuicdo da resisténcia a espectinomicina, mas caso aconteca uma modificacdo
estrutural no primeiro segmento transmembranar devido a presenca de uma molécula
com carga negativa isso prejudicara o sinal transmitido pela membrana plasmatica para
o reconhecimento de diversas substancias que entram nas células bacterianas (E. coli)
como 0s compostos tdxicos, incluindo os catibnicos, neutros, zwitteribnicos e
monovalentes (YARDENI; ZOMOT; BIBI, 2018; SIGAL et al., 2006; PUTMAM et al.,
2000). Em Salmonella enterica este prototipo Mdr tem o papel de conferir resisténcia ao
cloranfenicol, doxorrubicina, norfloxacina e tetraciclina (KUMAR et al., 2016).

A LfrA foi originalmente descrita em bactérias pertencentes ao género
Micobacterium e foi comparada QacA em Staphylococcus aureus devido as funcdes
desempenhadas na resisténcia intrinseca aos antibiéticos (DE ROSSI et al., 2006),
como as quinolonas hidrofilicas (PUTMAN; VAN VEEN; KONINGS, 2000),
acriflavina, brometo de etidio e ciprofloxacina (SANDER et al., 2000). De acordo com
De Rossi et al. (2002) esta familia apresenta diferentes proteinas que confere
resisténcias as espécies de Micobacterium, tais como, Tev (tetraciclina), Tap putativa
(tetraciclina), Tap e P55 (aminoglicosideos e tetraciclina), enquanto, a EfpA ndo
apresenta nenhum fenotipo que contribua para a resisténcia neste género. A tabela 6

mostra as principais bombas de efluxos bacterianas desta familia.

5.5.2 Familia de extrusdo de multidroga e de compostos toxicos

A familia MATE (multidrug and toxic compound extrusion family) esta presente
em todos 0s organismos vivos, principalmente em bactérias por ser considerado um
anti-transportador de cations. O transportador MATE utiliza como fonte de energia os
gradientes eletroquimico de fons H* ou Na+ para transportar varias substincias
indesejadas através da membrana, como corantes (LI; et al 2019; NIE et al., 2016;
TAKANASHI, K. et al.,, 2014), aminoglicosideos e fluroquinolonas hidrofilicas
(PUTMAN et al., 2000).
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Tabela 6: Principais bombas de efluxos da Superfamilia Grande Facilitador.

Espécies Bomba de efluxo Referéncias
Acinetobacter baumannii SmvA LI; NIKAIDO, 2009.
Bacillus subtilis Bmr e Blt SUN; DENG; YAN, 2014.

L e - OWENS JR et al., 2008; LEBEL;
Clostridium difficile Cme BOUTTIER: LAMBERT 2004,
Clostridium saccharolyticum Tet (40) KAZIMIERCZAK et al., 2008.

KUMAR et al., 2016;
HOLDSWORTH; LAW, 2013;

EmrB, EmrD e MAfA, £ ymAN et al., 2012; TANABE et

Escherichia coli

MdtM e QacA al., 2009; YIN et al., 2006; DE
ROSSI et al., 2006.
Enterococcus faecium EmfA NISHIOKA et al., 2009.
Lactococeus lactis LmrP NAIR et al., 2016; SCHAEDLER;
VEEN, 2010.
Mycobacterium avium LfrA PUTMAN; VAN VEEN;

KONINGS, 2000

SCHINDLER et al., 2015; SUN,
DENG, YAN, 2014; FLOYD etal.,
2010; DING et al., 2008.

NorA, NorB, NorC, MdeA,

Staphylococcus aureus SdrM, Tet38 e QacA

Staphylococcus multophilia Smalt0032 CROSSMAN et al., 2008.
Streptococcus pneumoniae PmrA PIDDOCK, 2006.
Vibrio cholerae VceCAB WOOLLEY et al., 2005.
Xanthomonas albilineans AlbF BOSTOCK et al., 2006.

De acordo com Borges-Walmsley e colaboradores (2003), pouco se descobriu
sobre esta familia em termos estruturais, funces, resisténcia e semelhanca ancestral
com as demais familias de transportadores. Esta classe de transportadores possui uma
variacdo de 450, 550 ou até 700 residuos de aminoacidos, com 9 ou 12 hélices
transmembranares em dois dominios um amino e outro carboxila-terminal (PIDOOCK,
2006; KUMAR; SCHWEIZER, 2005; BORGES-WALMSLEY et al., 2003). Seus
principais representantes estdo listados na tabela 7.

Estudos relatam que as bactérias Vibrio cholerae, Vibrio parahaemolyticus e
Neisseria gonorrhoeae tem como transportador NorM , ou seja, um tipo de antiportador
que é impulsionado pelo ion sodio para liberacdo de diferentes substancias indesejadas,
assim como, os transportadores DinF de Pyrococus furious e Bacillus halodurans que
dependem do H+ (RADCHENKO et al., 2015; SONG et al., 2014; LU et al., 2013; HE
et al., 2010).
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Tabela 7: Listagem das principais bombas de efluxos da familia extrusdo de multidroga
e de compostos toxicos.

Espécies Bomba de efluxo Referéncias
Acinetobacter baumannii AbeM SU et al., 2005.
Bacteroides thetaiotaomicron BexA PIDOOCK, 2006; POOLE, 2005.
Brucella melitensis NorMl BRAIBANT, GUILLOTEAU;
ZYGMUNT, 2002.
PIDOOCK, 2006; POOLE, 2005;
Clostridium difficile CdeA DRIDI; TANKOVIC; PETIT,
2004.
Erwinia amylovora NorM BURSE; WEINGART;
ULLRICH, 2004.

. . . KUSAKIZAKO et al., 2019;
Escherichia coli DinF e NorM OMOTE et al..2006.
Haemophilus influenzae HmrM XU et al., 2003.
Neisseria spp NorM PIDOOCK, 2006; POOLE, 2005.
Neisseria gonorrhoeae NorM KUSAKIZAKO et al., 2019.
Pyrococcus furiosus DinF KUSAKIZAKO et al., 2019.
Pseudomonas aeruginosa PmpM PIDOOCK, 2006; POOLE, 2005;

HE et al., 2004.
Staphylococcus aureus MepA KAATZ; DEMARCO; SEO, 2006;
PIDOOCK, 2006; POOLE, 2005.
Vibrio parabaemolyticus YdhE e VmrA OMOTE et al'é%%(f’ CHEN etal,
KUSAKIZAKO et al., 2019;
Vibrio cholerae DinF, NorM, VcrM e VemA  PIDOOCK, 2006; POOLE, 2005;

HUDA et al., 2003.

Em 2005 foi investigado e descoberto pela primeira vez em mamiferos a toxina
humana MATE1/ SLC57A1 e ao decorrer dos avangos cientificos com base no
homologo bacteriano (NorM) conseguiram identificar a MATE2K/ SLC47A2 humana e
MATE em roedores (YONEZAWA; INUI, 2011). A NorM Vibrio parabaemolyticus e
hMATE1 humano, dependem da fontes de ions H+ ou Na + acoplados na membrana
para ajudar no transporte de drogas catidnicas (OMOTE et al., 2006). Kawasaki et al.
(2014) e Masuda et al. (2006), mencionam que transportador hMATE1/ SLC47A1
transporta substancias toxicas e drogas, que podem desempenhar um papel de liberacéo
de xenobioticos encontrados no rim e figado, e também expresso no musculo
esquelético, cérebro e coragéo.

As plantas, ao longo da evolugéo, conseguiram desenvolver um sistema de
protecdo adaptativa para lidar com os problemas de intoxicagdo celular causada pelo
acumulo de subténcias tdxicos, e tendo como principal contribuinte do transportador

MATEvegetal responsavel pela execucdo de diversas atividades fisiologicas que
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envolvem: no efluxo de xenobidticos, acimulo de metabdlitos secundarios, incluindo
alcaloides, flavondides, terpendides e derivados, lipidios da cuticula, monolignais,
translocacéo de ferro, desintoxicacdo de aluminio, sinalizacdo de horménios, por meio
de armazenamento nas organelas, vacuolos, vesicula ou liberacdo na membrana
plasmética (KUSAKIZAKO et al., 2019; LI et al., 2017; TAKANASHI; SHITAN;
YAZAKI, 2014; SHITAN, et al., 2014; SHOJI, 2014; MORIYAMA et al., 2008).

Estudos realizados por Shoji e colaboradores (2009), relatam a atividade de
apenas um dos genes, o NtMATEL, no vegetal. Esse gene foi identificado na espécie
Nicotina tabacum atuando em conjunto com os demais genes estruturais da raiz durante
0s processos de biossintese da nicotina, regulada pela cascata de jasmonato, além de
codificar outros transportadores desta familia. Foi observado que a atividade exercida
pelo gene, NtMATE1, no vegetal pode acidificar o citoplasma e impedir o
armazenamento de nicotina fornecida pelas leveduras (Saccharomyces cerevisae). O
Efeito gerado pela acdo deste gene resultou no transporte de metabolito alcaldides
contidos no citosol para o vacuolo em troca de protons. Segundo Morita et al. (2009), os
alcaldides sdo compostos nitrogenados que contribui para a defesa do vegetal contra
ataques de herbivoros. Nesta mesma espécie vegetal foi descoberto o transportador
indutivel jasmonato de tabaco, Nt-JAT1, membro da familia MATE e expresso em
diferentes partes no vegetal. A atividade de efluxo deste transporador de nicotina em
leveduras ocorre principalmente na membrana plasmatica e no vegetal desempenha um
papel semelhante a desintoxicacdo de compostos toxicos.

Estudos realizados a partir da seqiiéncia genémica da espécie Glycine max, um
tipo de soja cultivada e comercializada no mercado econdmico, foi possivel identificar
117 genes (GmMMATEL e GmMATE117) codificadores de transportadores MATE e 35
genes de outras espécies que demonstraram tolerancia ao aluminio (LIU et al.,2016).
Em contraste, Dong e colaboradores (2019) pesquisaram 0 genoma da espécie
Cajanus cajan, feijao boer, identificando 67 genes MATES, principalmente CcMATE
34 , 45 e CcMATE4 envolvidos transporte dos metabolitos, alcaldides e flavondides,
qguando regulados positivamente nas raizes e sob o estresse de aluminio, manganés e

zinco.

5.5.3 Pequena familia de resisténcia a multiplos medicamentos
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A familia SMR (small multidrug resistance) de efluxo é bem diversificada em
estrutura, funcdo e transportadores devido a quantidade de substancias liberadas no
meio extracelular como os corantes, cations e drogas. Isso acontece porque esta familia
também utiliza a energia proveniente da forca motriz do proton que ativa a bomba
presente na membrana plasmatica, alertando-a sobre a invasdo de certas substancias
carregadas e presentes no interior das células, formando uma protecdo através da
expulsdo das substancias indesejadas e conferindo resisténcia aos organismos
(KUMAR; SCHWEIZER, 2005; BORGES-WALMSLEY, MCKEEGAN;
WALMSLEY, 2003; PUTMAN et al., 2000).

Esta familia foi caracterizada originalmente em células bacterianas ao estudarem
a membrana plasmatica e sendo vulgarmente conhecida como pequenas proteinas de
efluxo secundéario, composta de aproximadamente 100 a 140 residuos de aminoacidos
que formam um complexo homo-oligomérico para a expulsdo de moléculas e confere
resisténcia as diferentes classes de antibioticos, antissépticos e compostos de aménia
quaternarios lipofilicos (QAC) (POULSEN; RATH; DEBER et al., 2009; BAY;
TUNER, 2009; BAY; ROMMENS; TUNER, 2008; PUTMAN et al., 2000).

Bay, Rommens e Tuner (2008), Rath e colaboradores (2006), e também Kumar e
Schweizer (2005), acreditavam que os membros desta familia eram unicamente
triméricas devido ao pequeno tamanho, mas com o0s avangos de suas pesquisas foi
descoberto a existéncia de outra estrutura oligomérica do tipo tetrdmerica. Suas
proteinas SMR foram caracterizada por 4 hélices transmembranares que se estendem na
membrana citoplasméatica com curvas hidrofilicas a hidrofébicas.

As 250 proteinas presentes na familia SMR, estdo entre as mais estudas quando
comparada com as demais superfamilias, e suas informacdes gendmicas foram
armazenadas Genbank do NCBI (National Center for Biotechnology Information). A
familia foi realocada em trés subclasses devido as diferencas fenotipicas e por atribuicéo
filogénica: 1) pequenas bombas multidrogas (Small multidrug pumps- SMP), 2)
supressor de proteinas mutagcdo GroEL (GroEl mutation protein suppressor-SUG) e 3)
subclasses de resisténcias multidrogas pequenas emparelhadas (subclass of small multi-
drug resistance paired-PSMR). Cada subclasse pode conferir resisténcia a uma ampla
classe de drogas, como os [-lactimicos, cefalosporina, cetilpiridinio,
cetildimetilaménio, etidio, QAC e inibidores de diidrofolato (BAY; TURNER, 2011;
BAY; TUNER, 2009; BAY; ROMMENS; TUNER, 2008), inclusive transportar
aminoglicosideos (KERMANI et al., 2020).
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Em obras publicadas foram descritas e identificadas as principais bombas de
efluxo da familia SMR que foram sintetizadas na tabela 8. Lytvynenko e colaboradores
(2016) afirmam que a bomba EmrE de Escherichia coli é a mais representativa desta
familia, devido a capacidade de transportar aminoglicésideos, compostos catidnicos
quaternérios (QCCs), desinfetantes e biocidas (SALEH; BAY; TUNER, 2018) através
da membrana plasmatica para a obtencdo de prdtons. Outras pesquisas o identificam
como dimero, apresentando apenas um residuo glutamato (Glul4), inclusive 100
proteinas homologas conservadas (SHARONI et al., 2005), figura 6. Enquanto outros
estudos relatam o homodimero EmrE envolvendo o sitio putativo de glutamato e
residuos de monémeros (QAZI; TURNER, 2018).

Tabela 8: Principais bombas de efluxos da pequena familia de resisténcia a multiplos
medicamentos.

Espécies Bomba de efluxo Referéncias

SRINIVASAN; RAJAMOHAN,;

Acinetobacter baumannii AbeS GEBREYES, 20009.

Bacillus subtilis EbrAB MASAOKA et al., 2000.

CHARALOMBOUS et al.,2008;
EmrE, MdtJl, Smr, QacA, HIGASHI et al., 2008; ROTEM,;
QacB, QacG e QacH SCHULDINER, 2004; RUSSELL,
2004

Escherichia coli

BLACK et al., 2014;

Micobacterium tuberculosis TBsmr CHARALOMBOUS et al..2008
Pseudomonas aeruginosa EmrE LI; POOLE; NIKAIDO, 2003.
Serratia marcescens SsmE MINATO et al., 2008.
Staphylococcus aureus SepA NARUI et al., 2002.

Lloris-Garcera et al. (2012) [253] e Poget et al. (2010) [254] estudaram a
orientacdo do dimero EmrE através de estudos bioquimicos, cristalografia electronica e
raios X, que mostraram divergéncia em relacdo ao sentido paralelo e antiparalelo dos
dois protomers analisados. No decurso dos estudos topoldgicos, provou-se que o dimero
tem um duplo sentido na membrana citoplasmatica de E. coli, ou seja, um sentido
antiparalelo do dimero € mais estavel do que o paralelo devido a forma funcional que
apresenta as projeccfes, Cin ou Cout, atribuindo ou ndo resisténcia ao brometo de
etideo (EtBr) quando expresso em niveis altos ou baixos. Em conclusao, a orientacdo do
dimero EmrE continua a ser motivo de debate entre os investigadores devido aos
resultados diferenciados ou incompativeis e também porque demonstram a capacidade

de produzir conjuntos homodimeros paralelos ou heterodimeros antiparalelos quando
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expressos isoladamente, incluindo a conversdo do sentido do dimero paralelo para o
antiparalelo atraves do aquecimento da proteina quando solubilizado em detergente para

adquirir a forma estavel e activa.

Figura 6: Sequéncia de aminoacidos EmrE em Escherichia coli.
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Fonte: Bay; Rommens; Turner, 2008.

Outro sistema, EmrEPae, € codificado cromossomicamente e pode ser o
responsavel pela resisténcia intrinseca dos organismos aos compostos indesejados como
o brometo de etidio, acriflavina e aos aminoglicosideos, além de apresentar semelhanca
com EmrE de Escherichia coli e também recentemente relatada em
Pseudomonas aeruginosa (LI et. al., 2003). A proteina EmrE tem se tornado um
marcador em estudos cientificos para caracterizar os membros desconhecidos das
subclasses SMP como TB-Smr e PSMR como EbrA e EbrB de Bacillus subtilis (BAY;
TURNER, 2011).

Braga e colaboradores (2011) pesquisaram a importancia do transportador SMR
presente no genoma da espécie Enterococcus faecalis, aplicando méetodos de ensaio de
efluxo de brometo de etideo utilizando cepas de V583 para compreender o
envolvimento do gene QacZ que pode ou ndo conferir resisténcia aos biocidas. Seus

resultados demonstram que cepas EF-SAVEL apresentou uma CIM de 8 mg/L a cloreto
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de benzalcénio, 4 e 16 mg/L a clorexidina e brometo de etideo. Em concluséo,
comprovaram que gene possui tolerancia a compostos de amonia quartanario cloreto de
benzalconio, mas ndo ao brometo de etidio. Finalizando que Enterococcus faecalis
apresenta mecanismo de resisténcia aos biocidas.

Uma nova bomba de efluxo (AbeS) desta familia foi descoberta por Srinivasan,
Rajamohan e Gebreyes (2009) em Acinetobacter baumanii. Foi constatado que o gene
AbeS nesta espécie bacteriana pode atribuir resisténcia as diferentes classes de antibioticos,
detergentes e corantes. Enquanto Matter et al. (2008), fizeram os primeiros relados dos
genes Sul2 de resisténcia a sulfonamida, StrA a estreptomicina ¢ o B-lactama blagog.1 em
Actinibacillus porcitonsillarum. Ganas e colaboradores (2007), estudaram o gene nepAB
como responsavel pelo catabolismo da nicotina em Arthrobacter nicotinovorans. Em
conclusdo, foi afirmado que a bomba NepAB funcionar como uma vélvula metabdlica para
metilamina, produzido nos processos biossinteticos da nicotina.

Recentemente, outra pesquisa mencionou o papel da proteina SUgE nos processos
de biodegracdo e biorremediagdo do tributilestanho (TBT) usado pela industria e designado
como um poluente ambiental marinho devido a sua alta toxicidade. Hassan (2017) [256]
em seus estudos identificou no mar Mediterraneo uma bactéria alcaliferas que ajuda na
degradacdo em mais de 90% deste composto, Stenotrophonoma chelatiphaga, através do
gene SugE, que faz a transformacdo do TBT em 50% de dibutilestanho e 35% de
monobutilestanho (DBT e MBT). No seqiienciamento do genoma desta espécie foi possivel
identificar um agrupamento cromossémico em um fragmento de 315 bp com cerca de 104
aminoacidos, aonde ficou comprovado em 97% de semelhanca homologa com o gene Av27-
suge de Aeromonas molluscorum que esta envolvido no processo degradacdo deste
composto. Em concluséo, esta bactéria tem a capacidade de utilizar o TBT como fonte de
carbono para crescimento em meios com 7% de salinidade e 9,7% pH.

5.5.4 Superfamilia de divisdo celular de nodulagdo de resisténcia

Atualmente, as novas descobertas de transportadores tém despertado o interesse
dos pesquisadores, principalmente no que diz respeito ao papel da familia RND
(resistance nodulation division) encontrada nos trés dominios: Eukarya, Archeae e em
bactérias. Trata-se de um sistema tripartido que atravessa a membrana interna e externa
ligado pelo espago periplasmatico formando um ducto de saida para muitas substancias,
contribuindo assim para a resisténcia intrinseca dos patogenos e dificultando o

tratamento de infeccdes graves em ambientes hospitalares (CHACON-JEMENEZ;
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ROJAS-JIMENEZ, 2020; PUVANENDRAN; CECE; PICARD, 2017; DAURY et al.,
2016; BLANCO et al., 2016; NIKAIDO; TAKATSUKA, 2009; MOREIRA; SOUZA;
MORAES, 2004).

Segundo os relatos encontrados nas obras de Puvanendran, Cece e Picard
(2017), Kumar et al. (2008) e também Kumar e Schweizer (2005), o sistema tripartido
utiliza como fonte de energia a forca motriz dos protons para levar as moléculas para o
meio extracelular bacteriano como, por exemplo, os farmacos, biocidas, corantes,
detergentes, metais pesados e solventes.

Estudos posteriores caracterizaram estruturalmente as proteinas RND, mesmo
apresentando pequena semelhancga em alguns aspectos com as demais familias de efluxo
nos 12 segmentos transmembranares, diferem em relacdo a elas pela quantidade
abrangente de aminoacidos, ou seja, 1000 residuos identificados e dois grandes loops
periplasméaticos na proteina de membrana interna separados em dois segmentos
transmembranares (1 e 2) e (7 e 8), inclusive uma proteina de fusdo com dominio os N-
terminal e C-terminal (KUMAR; SCHWEIZER, 2005; BORGES-WALMSLEY;
McKEEGAN; WALMSLEY, 2003; PUTMAN; VAN VEEN; KONINGS, 2000).

Varias bombas de efluxos j& foram identificadas em bactérias Gram-negativas
como principal mecanismo para a elevada resisténcia as drogas: 1)
Pseudomonas aeruginosas/ bomba MexAB-OprM (fluoroquinolonas e carbapenémicos)
e também MexXY-OprM (aminoglicosideos e as cefalosporinas); 2) Escherichia coli/
bomba AcrAB-TolC (brometo de etidio e macrolideos) e MexAB-OprM (cinoxacina)
(DAURY et al., 2016; DEZIEL, 2011; POOLE, 2007; HANSEN et al., 2005).

Os sistemas encontrados nesta familia podem expulsar fluoroquinolonas,
cefalosporinas, tetraciclinas e cloranfenicol (DAURY et al.,2016; WEHMEIER et al.,
2009; POOLE, 2007). Outros estudos abordam a resisténcia a tigeciclina em
Acinetobacter baumanii por meio das bombas AdeABC, AdelJK e AdeFGH e também
em Klebsiella pneumoniae através das bombas AcrAB-TolC (YUHAN et al., 2016), e
MtrCDE para resisténcia aos p-lactamicos (BELLO; DINGLE, 2018). A tabela 9 lista
uma sintese das principais bombas pertencentes a esta familia.

As bombas tripartidas desta familia sdo constituidas por trés partes, como citado
inicialmente, para realizacdo de sua atividade de expulsdo de substancias indesejadas
como a bomba AcrAB-TolC em Escherichia coli, constituida pela proteina de
membrana externa (TolC) com cerca de 1,284 residuos formando um barril ou tunel

helicoidal de 100 A que ultrapassa o espaco periplasmatico se conectando por meio de
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um anel (AcrA) a membrana interna (AcrB), um antiportador de protons de 3.096
residuos. A bomba apresenta uma altura de 70 A (HAHN et al., 2013; SYMMONS et
al., 2009; GERKEN; MISRA, 2004). De acordo com Li e colaboradores (2015) este

sistema em Escherichia coli desempenha o importante papel de transportar as moléculas

para o exterior das células e impedindo a reentrada, mesmo havendo uma possibilidade

delas poderem ultrapassar a barreira de permeabilidade que oferece uma protecdo as

bactérias.

Tabela 9: Sintese das principais bombas de efluxos da superfamilia de diviséo celular

de nodulacéo de resisténcia.

Espécies

Bomba de efluxo

Referéncias

Acinetobacter baumannii

AdeABC, AdeDE,
AdeFGH, AdelJK e AdeM

PAGDEPANICHKIT;

TRIBUDDHARAT,

CHUANCHEN, 2016; HOU et al.,
2012; MARCHAND et al., 2004.

Agrobacterium tumefaciens

AmrABC

PENG; NESTER, 2001.

Burkholderia pseudomallei

AmerABC-OprA, BpeAB-
OprB e BpeEF-OprC

KUMAR et al., 2008; CHAN;

CHUA, 2005.

Campylobacter jejuni

CmeABC

LIN et al., 2005.

Escherichia coli

AcrAB-TolC, OgxABS e
MexAB-OprM

WEHMEIER et al., 2009;
HANSEN et al., 2005.

Klebsiella pneumoniae

AcrAB-tolC e MtrCDE

BELLO; DINGLE, 2018; YUHAN

etal., 2016.

Neisseria gonorrhoeae

FarAB e MtrCDE

LEE et al., 2006; LEE et al., 2003.

Pseudomonas aeruginosas

MexAB-OprM, MexEF-
OprN e MexXY-OprM

LAMARCHE; DEZIEL, 2011;
FETAR etal., 2011; MORITA et
al., 2006; EVANS; MATSUO et
al., 2004; EVANS; ADEWOYE;

POOLE, 2001.

Pseudomonas putida

SIpABC, TtgABC e TtgGHI

SUN et al., 2011; ROJAS et al
2003; TERAN et al., 2003.

Salmonella typhimurium

AcrAB e AcrEF

EAVES; RICCI; PIDDOCK, 2004,
OLLIVER etal., 2005; OLLIVER

et al., 2004.

Outros estudos

relatam que algumas bombas RND podem reduzir a

suscetibilidade a tigeciclina, por exemplo, em Pseudomonas aeruginosa/ MexXY-
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OprM e em Acinetobacter baumannii/ AdeABC (PELEG et al., 2007; RUZIN et al.,
2007; DEAN et al., 2003).

5.5.5 Superfamilia ligada a ATP cassete

Os transportadores de Cassete de ligagdo ATP (ABC) sdo proteinas de
membrana ubiquas composta por 52 subfamilias que medeiam a captacdo ou exportacao
de ions (SILVA et al., 2011; BORDIGNON; GROTE; SCHNEIDER, 2010), incluindo
acucares, aminoacidos, farmacos, polissacarideos e proteinas usando a energia derivada
da hidrélise de ATP (BLACK et al., 2014; KUMAR; SCHWEIZER, 2005). E
considerada uma superfamilia de origem antiga (De ROSSI; AINSA; RICCARDI,
2006), e encontrada em todas as células vivas e esporaticamente em bactérias, estando
presente na membrana plasmatica e organelas (CANNON et al., 2009; KUMAR;
SCHWEIZER, 2005).

A principio, na regido periplasmatica, ocorre a formacdo do complexo proteina-
substrato (SBP-substrato) se referindo a unido de uma proteina de ligacdo (SBP) que
apresenta um sitio ativo e adaptado para conectar as moléculas chamadas de substrato
especifico sobre as quais ela atua (SONI; DUBEY; BHATNAGAR, 2020).
Estruturalmente, suas proteinas sdo compostas por duas metades similares, um dominio
transmembranar hidrofobica (TMD) organizado em 6 o-hélices que se ligam ao
dominio de ligacdo de nucleotideo hidrofilico (NBD) citoplasmético (PRASAD;
RAWAL, 2014; BORGES-WALMSLEY et al, 2003), figura 7. Apds a unido dos
dominios ocorre uma alteracdo na conformacdo devido a hidrélise de ATP, sinal
transmitido dos NBDs aos TMD e também seguida pela translocacéo ou efluxo da droga
até a redefinicdo do ciclo (PRASAD; RAWAL, 2014; ROSSI; AINSA; RICCARDI,
2006). Esta mudanga conformacional no interior ou exterior da célula acontece para que
se abra um conduite ou eletroduto entre os TMDs (MOUSSATOVA et al., 2008).
Embora essa unido acontega entre os dominios a fim de formarem um sitio, talvez ndo
seja suficiente para liberar substancias através da bicamada da membrana (PRASAD;
SHARMA; RAWAL, 2011).

Em estudos realizados pela analise da estrutura cristalina em
Staphylococcus aureus ABC Sav1866 foi possivel verificar que o meio transportador
homodimérico, apresenta duas subunidades semelhantes com regides TMDs N-terminal

conectado covalentemente e NBD C-terminal. E que a adicdo de ATP ndo causa
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prejuizos nos cristais de Sav 1266 cultivados em ADP que, por sua vez, pode se unir aos
nucleotideos (DAWSON; LOCHER, 2007). Na tabela 10 estdo listadas as principais

bombas ABC.

Figura 7: Representacdo do sistema ABC.
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Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 10: Sintese das principais bombas de efluxos da familia ABC.

Espécies Bomba de efluxo Referéncias
Bacillus subtilis YvcC STEINFELS et al., 2004.
Enterococcus faecalis EfrAB SHIADEH et a2|6023019; LEE etal,
. . FEYEREISEN et al., 2019;
Lactobacillus brevis HorA SAKAMOTO et al.. 2001.
] AGUSTIANDARI et al., 2008;
Lactococcus lactis LmrCD LUBELSKI et al.. 2004.
NISHINO: YAMAGUCHI, 2008;
Salmonella typhimurium MacAB NISHINO; LATIFI; GROISMAN,
2006.
Serratia marcescens SmdJdAB MATSUO et al., 2008.
StaphvlococeUs aureus AbcA YOSHIKAI etal., 2016;
Py Sav1866 VELAMAKANNI et al., 2008.
Staptococcus pReumoniae PartA, PatB, SP2073 e MARRER et al., 2006;
P P SP2075 ROBERTSON et al., 2005.
Stenotrophomonas maltophilia SmrA AL'HAMAD;%SQON; BURNIE,
Vibrio chlolera VcaM HUDA et al., 2003.

A glicoproteina — P (P-gp) possui peso molecular de 170 kDa e 1280

aminoacidos, sendo um dos primeiros membros ABC a ser exclusivamente estudado em

estrutura e funcéo, e tendo a primeira descricao feita por Juliano e Ling em 1976 em
células ovarianas de hamster chinés (MANO; PANDI, 2017; SEFKOVA; PODEDNE;

121



HUBACEK, 2004; MEALEY, 2004). Em eucarioto, P-gp foi descoberta por causa da
sua atribuicdo na resisténcia MDR em células cancerigenas (MANO; PANDI, 2017).
Sua funcéo esta relacionada a defesa dos organismos contra drogas, toxinas e agentes
xenobidticos, utilizados em produtos veterinarios e eliminados pela bile, urina e no
[imen intestinal (SCHRICKX; FINK-GREMMELS, 2008; TEH et al., 2007).

Os transportadores de membrana desta familia sdo relativamente mal
compreendidos em procariotos, todavia sdo importantes contribuintes para os fatores de
viruléncia e desempenham papéis na absorcdao de micronutrientes, inclusive na secrecdo
de toxinas e drogas (LUBELSKI et al., 2007; DAVIDSON; CHEN, 2004) como
macrolideos, lincosamidas, cetolideos e estreptograminas (FYFE et al., 2016) em
Streptococcus pneumoniae (DURMORT; BROWN, 2015) e Mycobacterium (SONI;
DUBEY; BHATNAGAR, 2020).

Na familia ABC, os genes drrA/B desempenham a funcdo de bomba na presenca
de doxorrubicina (drr) que codificam as protéicas, e foram identificados em
Mycobacterium leprae, Mycobacterium avium e Mycobacterium tuberculosis
contribuido no papel de viruléncia. A funcdo fisiologica desta proteina em
Mycobacterium tuberculosis estd envolvida no transporte de lipideos para o exterior da
célula (CHOUDHURI et al., 2002). No seqlienciamento do genoma desta bactéria foi
possivel identificar um agrupamento cromossémico em um fragmento de 50kb. A
leitura do fragmento comprovou a existéncia de 6 estruturas contendo trés OFR (drrA,
drrB e drrC) que codifica polipeptidios, uma ORF (mmpl7) que codifica um
transportador permease; uma ORF que codifica uma acil-CoA sintetase; e ORF final
(papAb5) que codifica uma proteina com funcdo ndo compreendidas (CAMACHO et al.,
2001).

5.5.6 Familia de efluxo de compostos antimicrobianos proteobacteriano

Recentemente, novos estudos elucidam a descoberta de uma nova classe de
transportadores de efluxo denominado, Compostos Antimicrobianos Proteobacteriano —
PACE (proteobacterial antimicrobia compound efflux family). Esta nova classe foi
caracterizada pelos pesquisadores como um tipo de transportador ativo e também
secundario devido ao requisito energético proveniente da forga motriz dos protons, além
de atribuir resisténcia especifica aos biocidas sintéticos como, por exemplo, acriflavina,

benzalconio, clorexidina, dequalinio e proflavina. Esta classe pode esta presente em
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patdgenos oportunistas, incluindo Acinetobacter baumannii uma bactéria Gram-
negativa, e em patdgenos humanos como Yersinia pestis (KABRA et al., 2019;
HASSAN et al., 2018; HASSAN et al., 2015).

Segundo Hassan et al. (2018) todas as proteinas desta familia sdo de pequenos
tamanhos e provavelmente funcionem como um tipo oligomérico, além de conter quatro
a-hélices transmembranares e organizadas em dois dominios de pares transmembranares
bacterianos (BTP), figura 8. Na familia PACE é possivel verificar em sua constituicao
estrutural um conjunto de residuos de aminoacidos bem conservados, entre 0s quais,
apresentam quatro residuos universais entre as proteinas, tais como: 4cido glutamico e
asparagina na transmembrana hélice 1 e 2, alanina no limite da membrana
periplasmatica da hélice 4 transmembranar e &cido aspartico no limite citoplasmatico da
hélice 4 transmembranar. Isso sugere que as proteinas PACE exibem uma forte
conservacao da sequéncia de aminodacidos, além de conterem dois dominios: um C-
terminal que reflete o envolvimento do préprio dominio em uma parte central do
mecanismo funcional, e outra o N-terminal que pode contribuir para o reconhecimento
de certos substratos, sugerindo que elas evoluiram por duplicacdo de uma proteina
ancestral composta por duas hélices transmembranares.

Analise de transcriptdbmico possibilitou investigar a resposta regulatéria de
Acinetobacter baumannii através de ensaios de microarray de genoma completo, por
meio de um tratamento de inducdo de choques subinibitorios com a clorexidina na
concentragdo de 4pg/mL, regulando positivamente a transcricdo. Seus resultados
sugerem que os 22 e 35 genes analisados sdo responsaveis por gerar uma resposta a
clorexidina, afirmando que o envolvimento de uma proteina de efluxo € um contribuinte
para a resisténcia intrinseca nesta espécie bacteriana (HASSAN et al., 2013).

Estudos anteriores comprovaram o descobrimento da bomba de efluxo Acel em
A. baumannii, aonde o Unico substrato reconhecido era o biocida clorexidina por ser
considerado um composto de bisbiquanida que consiste em grupos proguanil terminais
separados pela porcdo 1,6-diaminohexano. Substancia amplamente usada em produtos
anti-inflamatorios, anti-sépticos, conservantes e desinfetantes aplicados na higienizacéo
de espacos publicos presentes nos ambientes industriais, recep¢cdes hospitalares, centros
cirurgicos e na medicina veterinaria (HASSAN et al., 2019; KAMPF, 2016; HASSAN
et al., 2013). Além disso, ocasionar o rompimento da membrana plasmatica bacteriana
seguida do extravasamento subsequente de certos componentes citoplasmaticos
(BOLLA et al., 2020).
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Figura 8: Sequéncia de aminoacidos conservados (coloridos de: vermelho: carga
negativa, azul: carga positiva, laranja: aromético e preto: outros) presentes na proteina
da familia PACE. Nas hélices, seqliéncias semelhantes estdo circuladas de roxo (1A e
1B) e verdes (2% e 2B).

Dominio BTP 1 Dominio BTP 2

Periplasma

Membrana
interna

Fonte: Adaptado de Hassan et al., 2018.

Liu e colaboradores (2018), investigaram a funcdo da proteina LTTR AceR
como um regulador transcricional do gene acel da bomba de efluxo em
Acinetobacter baumannii, sendo possivel evidenciar que o regulador é um ativador da
expressao do gene na presenca de clorexidina. Esse gene atribuir resisténcia adaptativa a
biocidas e pode codificar cerca de 150 residuos de aminodcidos de uma proteina
(HASSAN et al., 2015). De acordo com Maddocks e Oyston (2008), essa proteina pode
desempenhar importantes papéis na regulacdo dos genes como, por exemplo, fator de
viruléncia, metabolismo, quorum sensing e mortalidade, além de apresentar 330
residuos de aminoacidos que possuam uma conservacao estrutural nos N-terminal de
hélice-volta-hélice associado ao DNA e um dominio de ligacdo de co-indutor C-

terminal.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A nanoméaquina de efluxo esta presente em todos o0s organismos vivos (plantas,
animais e bactérias) e em todos eles desempenha um importante papel como
mecanismo de resisténcia intrinseco ou adquirido, atribuindo a capacidade de
expulsar uma vasta gama de substancia para fora da célula, entre elas
antibioticos e biocidas, resultando no aparecimento de agentes patogénicos

resistentes e multirresistentes.

Seis classes de superfamilias de bombas de efluxo foram identificadas (ABC,
MATE, MFS, PACE, SMR e RND), sendo a mais recente delas “Compostos
Antimicrobianos Proteobacteriano — PACE” evidenciada e caracterizada
somente no ano de 2015.

O recurso energético utilizado para transporte de moléculas pelo grupo ABC,
diferente das demais familias de efluxo que usam a for¢a motriz dos protons,
depende exclusivamente da degradacdo da adenosina trifosfato (ATP). Para as
células fangicas a aquisicdo de energia é advinda do processo de respiracdo
celular oriundo o metabolismo mitocondrial.

As bombas de efluxos estdo bem caracterizadas em bactérias Gram-negtivas
como, por exemplo, em Escherichia coli as bombas MdfA, EmrB e AcrAB-
TolC; em Neisseria gonorrhoeae a NorM; em Pseudomonas aeruginosa as
EmrE e MexAB-OprM; em Acinetobacter baumannii as Acel, AdeABC e
AbeS. Em Gram-positivos, como Staphylococcus aureus, foram encontradas as
NorA e B; e em Streptococcus pneumoniae a PmrA. Em células fingicas esse
sistema de efluxo é predominate em espécies pertencentes ao género Candida
possuindo transportadores do tipo Cdrlp, MdrlP e MIt1.

Os genes mef, msr, tet e entre outros codificadores das bombas atribuem
caracteristica especifica a cada familia, ou seja, na familia MFS podem conferir
resisténcia aos macrolideos, ciprofloxacina e brometo de etidio; na MATE aos
aminoglicosideos e fluoroguinolonas; na SMR aos aminoglicosideos,
fluoroquinolonas e compostos de aménia quartanarios; na RND as
cefalosporinas, tetraciclinas, tigeciclinas e biocidas; na ABC aos ions,
macrolideos, lincosamidas e estreptograminas; na PACE aos biocidas sintéticos

como acriflavina e clorexidina. Em eucarioto, representado pelos fungos, o
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efeito dos diversos genes pode atribuir resisténcia aos antifingicos como
fluconazol, miconazol e voriconazol.

Embora todas as familias estejam entrelacadas pela ancestralidade, os sistemas
RND presentes em bactérias Gram-negativas sao tripartidos e possuem maior
complexidade estrutural, visto que por estarem conectados as membranas
externa e interna, ultrapassam o espaco periplasmatico formando ductos de
saida para a liberacdo de substancias. Em contrapartida, as bactérias Gram-
positivas sdo desprovidas de membranas externas e, portanto, dificilmente terdo
este requintado tipo de sistema.

Investigagdo continua por novos inibidores encontrados e extraindos
diretamente da natureza pode ser uma estratégia eficaz para dribla a resisténcia
a multiplos farmacos, diminuindo o nivel de resisténcia intrinseca presente nos
micro-organismos e também de alterar a estrutura quimica da droga a fim de
evitar o seu efluxo.

Nesta revisdo foi possivel observar a importancia do sistema de bombas de
efluxo em diferentes micro-organismos e sua capacidade de se ligar a inUmeros
substratos, entre eles antibidticos e biocidas, atribuindo assim, fenotipo de
resisténcia para ativagdo da sua superexpressdo, o que confere um importante
mecanismo para a multirresisténcia.

Nos ultimos vintes anos muito se descobriu sobre as bombas e suas
superfamilias, mas novos enigmas continuam a aparecer. As novas descobertas
irdo contribuir para compreender os multiplos efeitos dos genes sobre as
bombas e como desenvolver alvos terapéuticos mais eficazes para barrar o
aumento exponencial dessa resisténcia.

Este estudo de revisdo de literatura resume sucintamente as principais
caracteristicas dos sistemas de efluxos presente em micro-organismo e sua
importancia nas diversas pesquisas cientificas de maneira que venha instigar
futuras investigacdes na area da medicina, microbiologia e biomedicina no
intuito de compreender a estrutura das bombas, o papel do gene na codificacédo e

de como inativa este mecanismo de resisténcia aos farmacos.
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