RA-RESISTENTES
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BACTERIAS ULT

£éNzo existe antimicrobiano
para o qual a bactéria nao tenha

desenvolvido resisténcia.” Watanabe, 1971
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UMA
GUERRA
QUASE
PERDIDA

A descoberta da penicilina e de
outras drogas, naturais ou sin-
téticas, fez a humanidade acredi-
tar que tinha armas definitivas
para vencer a ‘guerra’ contra as
bactérias causadoras de doencas.
Mas elas vém reagindo de modo
surpreendente. A cada momento
surgem bactérias mais resisten-
tes a drogas, algumas guase
invulneraveis, tornando-se uma
grave ameaca a saade humana.
Para enfrentar as superbactérias,
& preciso conhecer a fundo as
origens e os mecanismos envol-

vidos nessa poderosa resisténcia.

Edmar Chartone de Souza
Deparricimento de Biologia CGeral,

{Universidade Fedeval de Minas Gerais
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0 APARECIMENTO dle resisténcia a anti-
hidticos ¢ outras drogas antimicrobia-
nas foi, ¢ ¢ provavelmente continuard a
ser um dos grandes problemas da me-
dicina, porque & causada pelo que hi de
mais natural e essencial para a origem e
evolucio nio so das bactérias, mas de
todos os seres vivos: “Mutacio esponti

ned ¢ recombinagio de genes (reprodu

caold, que criam variabilidade gendtica
sobre a gqual atua a selecio natural, dan-
do vantagem aos mais aptos.” As drogas
atuam como agentes seletivos, favore-
cendo as raras bactérias resistenies pre-
sentes na populacdo de um determina-
do ambiente.

Entre os fatores que favorecem a se-
lecio e a disseminagio de genes de re-
sisténcia aos antmicrobianos, esiio: o
uso abusivo das drogfs (em hospitais e
consultdrios), a vendd livre, a exposicio
das bactérias a outros agentes seletivos
LTI O MErcirio b, 025 ['!ILI(_'il.,‘]'!'|I.'.‘\ T
deprimidos (como os que 1em Aids e os
rransplantados) e o uso de antibidticos
em ragio animal, além da facilidade e
velocidade dos meios de transporte

A situagio € preccupante porgue,
apesar do esforgo cientifico para desco
brir drogas e modificar as ja existentes,
usando modernas tecnologias, chega-se
ao fim do século e do milénio com di-
ficuldades para encontrar novos anti-
bigticos. As penicilinas ji estio na sexta
Rt‘ril('fl(_'r. b b (,'t""j!l('l.‘r['.li'lﬂnii.‘- ni i|l|L|T|.;I e
As gL onas na [EerCeira. -"l.ll:,'l'lt ILII."-"-CI'I_
velhas ¢ conhecidas bactérias causado-
Il (,!l;_" e MOTICHS, ."i'lll'!ll']:‘i!},l]t'l_t._']]ll..,' {If)!l'lil!:t-
clas, estiao se tornando resistentes s dro-
gas mais indicadas para combaté-las.

A resisténcia aparece porque o ge
noma bacteriano ¢ extremamente dind-
THRRECY, {_"II'I.IH':II"!'E Pegueno o t'(,'i'r['ll:-ill'l'lill'l'l.
Em geral, as atividades essenciais de
uma bacténa sio‘codificadas por um s
CTOMOSSOMO, € 45 NAC-ES5CNCiais, Como
a defesa contra drogas ¢ a transferéncia
génica, que levam i recombinacio, sio

codificadas por elementos moveis

MICROBIOLOGIA

(plasmidios, transposons e integrons),

que ndo fazem parte do cromossomo.

Codificar uma atividade significa conter

e expressar — a informacio necessiria
para que esta se realize. Gracas a biologia
T J]{'l'lll.’][. ER5A5 eslraluras € suas atne-
dades sio hoje mais bem conhecidas.

tt'l'l MTICSSCHTION hil('ll.'l'l.lf'lf)}i \-'I.-'I'Il SEN-
do seqienciados, com énfase para os
clementos mdvels ou mobilizadores
Muitos genes de resisténcia, principal-
mente 08 situados em plasmidios ¢ trans-
posons, foram clonados e seqgiiencia-
dos, entre eles os gue codificam enzi-
mas, como transferases ¢ betalactama-
ses, gue alteram ou degradam drogas.
Foram encontrados, porexemplo, cerca
de 20 mutantes para um s& gene gue
codifica uma certa betalactamase (tais
enzimas degradam antibioticos betala-
ctimicos, como a penicilinal. 1sso indica
que serd muite dificil obter substincias
que inibam a atuacio dessa enzima. Essa
alta variabilidade € observada também
1M Guiras enzimas.

Em resumao, sabe-se que wima bactéria
[OmA-5e 'I‘L‘h'ih[{‘]ﬂl'.', FJ('H' I'Illl'li.l{i.lti A ACA-
L] lIl:' Ht‘nt‘h CTOA l.‘-i?it‘]l]lj{" W HLl [':II'L'HIS.‘T'I.L'H
de genes extracromossomicos, quando
passa a dificultar ou impedir o encontro
da droga com seu ‘alvo' dentro — ou no
envoltdrio — da prapria bacéna, 1sso po-
de ocorrer por alteragio, substituicio ou
superproducio do alvo, pormodificacio
ou inativacio da droga por enzimas ¢
por inibigio da permeabilidade ¢ fluxo
da droga (diversas sio ‘bombeadas’ para
fora logo apos entrarem na bactéria)

Embora a maneira efetiva de comba-
[T @ TesisSIEncia sef evilar O uso excessi-
vo das drogas, para reduzir a selecio de
bactérias resistentes, a biologia molecu-
lar pode ser muito Gtil ao permitir a in-
versio dos métodos comuns de obten-
cio de antimicrobianos. Nessa inversio,
seriam identificados de inicio os alvos
do medicamento ou os fatores envolvi-
dos em sua entrada na célula, e s6 de-

pois sintetizadas as drogas adequadas.
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MICROBIOLOGIA

A RESISTENCIA TEM
A IDADE DAS DROGAS
A penicilina, descoberta em 1928 pelo
médico inglés Alexander Fleming (1881-
1955), e a sulla, oldida em 1933 pelo qui-
mico alemio Gerhard Domagk (1895-
1964), 50 passaram a ser largamente
usadas no inicio dos anos 40, em plena
Segunda Guerra. Essas drogas geraram
um otimismo exagerado: pela primeira
vz, 3 medicina tinha armas tio podero-
sas (Chalas magicas’) para combater
agentes infecciosos, Alé entio, o sistema
imunoldgico defendia sozinho o orga-
nismo, Estima-se que, antes da era dos
antibiGticos, oito em cada 10 casos de in-
fecgio grave levavam 4 morte.
Entretanto, e infelizmente, os primei-
ros relatos de resisténcia bacteriana sur-
giram junto com o0s antimicrobianos
tque incluem antibidticos, sintetizados
por seres vivos, e produtos sintéticos ou
semi-sintéticos). A bactéria  Stapbploco-
CEMS aurens, na época o principal agen-
te de infeccio hospitalar da Inglaterra,
logo apresentou resisténcia 3 penicilina.
Outros antibidticos (estreplomicing, clo-
ranfenicol, tetraciclina) foram lancados,
e de novo ocorreu resisiéncia, em S ai-
rews & outras bactérias, Os geneticistas
tentaram explicar a ongem do problema,
obvia hoje mas polémica na ¢poca, su-
gerindo que a droga eliminava as bac-

térias sensiveis e selecionava os raros
mutantes naturais resistentes, que for-
mavam nova populacio (figura 1)

A medida que novas drogas eram
usadas, dos anos 40 até os dias atuais, a

Encia aumentou em bactérias Gram-

resi
positivas e Gram-negativas — esses dois
grandes grupos @m caracteristicas dis-
tintas e foram diferenciados pelo médi-
co dinamarqués Hans Christizan Gram
(1853-1938). O aumento da resisténcia
rem levado pesquisadores e indistrias 3
husca de drogas novas e mais ativas,
com investimentos crescentes, Mas, co-
mo ¢ cada vezr mais rmro descobrir fun-
gos ¢ bactérias que produzam novos
grupos de antibidticos, a prioridade
PasSs0W A Ser a sintese de novas Ll[’t]j.','.l.‘i,
ou o ‘rejuvenescimento’ (melhoria) das
ji existentes, aliggando-se as formulas
originais. Estio e uso hoje, além dos
ainda eficazes na formulacio original,
mais de 100 modernos antimicrobia-
nos: novas geracoes de  penicilinas,
cefalosporinas, quinolonas, aminogli-

cosidhios e outros,

O RETORNO

DE VELHAS BACTERIAS

Apesar de toda a tecnologia, ndo hi
motivo pama muito ofimismo. As portas
do século 21, bactérias tidas como ji

controladas estio voltando a causar

= Mutacdo
@ Bactéria sensivel
% Bactéria resistente

P

Antimicrobiano

. L

Figura 1. As bactérias sensiveis (em azul, ao se multiplicarem, d&o origem, por mutacao
espontanea (a0 acaso), a linhagens resistentes (em laranja), gue sobrevivem a droga e

formam novas populagies
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grandes problemas epidemioldgicos e
hospitalares (ver “Bactérias que preocu-
pam’), Por outro lado, alguns patogenos
— COme Seflococcns pogenes, agen-
te da febre reumidtica e outros males, e
Treponema palidum, agente da sifilis -
continuam sensiveis 4 droga de primeira
escolha, a penicilina.

A situacio lembra uma corrida: os
antimicrobianos partiram na frente das
bactérias, sofreram algumas ultrapassa-
gens, voltaram eventualmente 3 dianteira,
mias estio ficando para eis neste fim de
século, O mais grave ¢ que, hoje, o de-
senvolvimento de resisténeia, por cenas
bactérias patogénicas, incluindo  algu-
mas ‘velhas conhecidas’, ¢ mais ripido
que a capacidade da inddstria para pro-
duzir novas drogas. Além disso, surgi-
ram novos pardggenos oportunisias, em
sua maioria mulbirresistentes, e ‘“velhos
genes de resisténcia foram transferidos

para novas bacrérias,

A IMINENCIA DE UM DESASTRE
Entre as ‘velhas’ bactérias que voltam a
se tornar perigosas destaca-se S, aurens
um poderoso agente de infecgdo hospi-
talar. Algumas linhagens (novas popu-
lagies) isoladas em hospitais, chamadas
de methicillin (ou multiple) resistant 8.
aureus (IMRSA), sio mnunes a woxdas as
drogas disponiveis, excelo & vancomi-
cina, o que significa risco iminente par
a humanidade. A situagio ¢ ainda mais
critica porque alguns enterococos, apa-
rentados dessa bactéria, fa adquiriram
resisténcia i vancomicina em casos cli-
nicos, € o gene dessa resisténcia — conti-
do em um plasmidio B (de resisténeia) —
i foi transterido, em laboratério, para 5.
aurens. Felizmente, o plasmidio R trans-
ferido mostrou-se instivel e nio se fixou
na bactéria receptora.

O Laboratdrio de Genética de Micro-
organismos, da Universidade Federal de
Minas Gerais, com mais de 20 anos de
experiéncia em mutacio e transferéncia
génica bacteriana, vem. pesquisando a

possivel presenca de genes mutantes
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AS BACTERIAS

QUE PREOCUPAM

RESISTENCIA A ANTIMICROBIANOS

Todos, com excecao da vancomicina

Vancomicing, aminoglicosidios,
cefalosponnas, entremicina,
penicilinas, tetraciclina

Aminoglicesidios, isoniazida,
rifamicina, pirazinamida, entabutol

MICEOBIOLOGIA

ONDE E QUEM ELA ATACA

Hospitals, comunidade:
criangas a adultos

Hozpitaizs

Comunidade:
imunocomprometidos
(Adds) criancas e adultos

 Streptococcus.

U Aminoglicosidios, penicilina, Hospitalar, comunidade:
pnaumaniae cefalosparinas, cloranfenicol, Aids, criangas,
efitromicina, tetraciclina, trimatoprim idosos & adultos sios
Haemophilus Cloranfenicol, penicilina, Meningite, pnaumonia Comunidade haspitalar
influenzae ; LR

tetraciclina, trimetoprim

Neisserla gonorrheae

Shigalia dysentariae
(e outras enterobactérnias)

Psaudomonas spp.

Bacteraldes spp.

{para resisténcia 4 vancomicina), sejam

espontinecs (sem causa aparente) ou
induzidos (por radiacio ultravioleta),
em linhagens multimesistentes isoladas
em hospitais e em wma linhagem pa-
drio sensivel a drogas (tese de mestra-
der de Valéria Pinheiro di Salvic), O obije-
tiver & alertar para o possivel surgimen-
o dessa resisténcia na clinica médica. Ji
foram detectados, por exemplo, mutan-
tes com cerca de cinco vezes o nivel de
reésisténcia da bactéria original, confir
mandeo os mres casos relatados no ex-
terior, e ambem a presenca de um halo
de inativacio da vancomicing, cm torno
das coltnias, maior nos mutantes obti-
dos que nas bactérias originais.

A presenca desse halo significa que a
hactéria, an ser incubada ¢ crescer em

wim meio de cultura salido, acrescido de

GENEATTTY a0 0E Tane

Gonorréia

(sexualmente transmitida)

Infecpies intestinais,
M diarréias & outras

Infeccio de feridas,

pneymonia, quelmados,
Sist@&mica e trato urinario

vancomicina, sintetiza e langa fora da
coltnia um produto que inativa o anti-
bittico, O problema € sério: o surgimen-
to na clinica médica de linhagens de 3.
arerens resistentes i vancomicing (e ja ha
relato preliminar desse tipo de resis-
téncia) significa um retrocesso 4 era preé-
antibidtica, pelo menos para essa bac-
téria. Infelizmente, o uso dessa droga

nos hospitais ¢ crescente e exagerado.

AS CAUSAS DE TANTA
RESISTEMNCIA

Estima-se que as bactérias tenham surgi-
do na Terra hd, cerca de 3,5 bhilhoes de
anos, em ambiente hostil: temperaturas
altissimas, radiaches ulraviolers © oos-
micas, tempestades e falta de nuotrien-
tes. Elas superaram udo ¢ evoluiram
para ocupar hoje todos os hibitats, aré

Abcessos internos, infecgbes
de feridas trauma abdeminal

aqueles de condigtes mais extremas.
Padem viver com oxigénio ou sem ele,
¢ algumas adaptam-se as doas situa-
poes. Umas (as fotossintelizadoras) usam
energia do Sol, como cianobactéras, e
outras (as quimiolitotroficas) a retiram
de rochas, como tiohacilos. Certas espé-
cies precisam de matdria orginica ja
pronta para seu metabolismo, outras
sio parasitas de outros seres vivos,
Embora tio diversificadas, as bacté-
rias surgiram e evoluiram com sucesso
por serem ‘pequenas, econdmicas e efi-
cientes'. Elas ndo ém — excetvando os
flagelos - as organelas presentes nas
células dos eucariotos (que ©m  nd-
cleo verdadeiro), mas podem realizar
as mesmas fungdes por contarem com
as enzimas apropriadas, Sua grande ca-
pacidade de adaptagio, que provavel-
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mente permitiv sua ‘cliciente” evolugio,
esid associada 3 estrutura gendmica, que
garante a troca ripida de genes dentro
de e entre as bactérias, usando para isso
elementos ndo-cromossomicos:; plasmi-
dios, transposons, integrons Cligura 2) ¢,
as vezes, a1¢ bacteridfagos. Estes dlti-
mos destroem as bactérins  hospedei-
ras, mas podem carregar ¢ espalhar
genes bacterianos,

A causa primdria da resisténcia a
drogas ¢ essa capacidade de adaptagio
ao novo ambiente Chostil), gracas a va-
riabilidade genética gerada por muta-
¢io e por mecanismos de transferéncia
de genes. Assim, ja que & dificil controlar
as causas da variabilidade, por serem tio
naturais e espontineas, deve-se pelo
menos tentar reduzir ou eliminar as van-
tagens dos variantes bacterianos noci-
vis ao homem.

O uso abusive dos antimicrobianos
contribui para aumentar @ pressio sele-
tiva dessas drogas, criando ambientes
muito favoriveis s bactérias resistentes
(figura 3). Nos hospitais, por exemplo,
além da alta pressiao das drogas, hi certo
relaxamento na higiene (limpeza do
ambiente e das mios, uso de midscara e
luvas). Também favorecem o surgimen-
to da resisténcia a indicacio indiscrimi-
nada de drogas por médicos particula-

res, a automedicagio de pacientes, o
enorme uso desses produtos como adi-
tivo em ragio animal (principalmente
pard aumentar o pesol, a5 prescricoes
velerindrias ¢ o consumo de alimentos
animais ¢ vegetais ‘aditivados’,

Hi riscos ainda em certos produtos
da engenharia genética. A ‘tecnologia do
DNA recombinante’, que permite criar
Ofganismos trnsgénicos, quase sempre
usa como vetores (transportadores de
genes) pequenos plasmidios. Como em
geral estes contém genes de resisténcia
a drogas, o produto final pode ser conta-
minado. Finalmente, hi alguma pressio
seletiva natural de muitos antibidticos,
porgue virios seres vivos (fungos, bac-
térias e outros) os produzem e liberam
no ambiente. Quase todas as bactérias
Gr.l1il-m.*g:il:ixu.\i,nf‘am' exemplo, indepen-
dente de indugio, produzem pequenas
quantidades de betalactamases, alvez
como adaptacio 3 presenca no ambien-
e de betalactimicos (como a penicili-
nal, que inibem a sintese da parede da
célula bacteriana,

Acrescente-se ainda que um s6 géne-
ro de bactérias do solo, o Streponiyees,
produz mais de 50% dos antibicticos
disponiveis no mercado. Para compli-
car ainda mais, alguns fatores atuais aju-

dam a resisténcia a drogas, como a maior

imunodepressio (decorrente de Aids,
quimioterapia anticineer e maior fre-
giéncia de transplantes) e até os moder-

" nos meios de transporte, que facilitam a

disseminacio de agentes infecciosos.

MECANISMOS
GENETICO-BIOQUIMICOS

DE RESISTENCIA

A resisténcia bacteriana a drogas pode
ser tratada como cromosstmica ou plas-
midial, conforme a origem dos genes
responsdveis. Transposons e infegrons
nio sio considerados um terceiro tpo
por nao se replicarem de modo autdno-
mo (ndo sio replicons’). Os integrons
situam-se em geralsobre rransposons, Ja
estes podem estar anto em plasmidios
fuanto em cromossomos © transferem-
se para outro replicon com alta freqién-
cia. Os mecanismos de transferéneia de
genes de uma bacidénia para outra sio a
conjugacio, a transducio ¢ a transfor-
macio (figura 4.

PRIMEIRA ESTRATEGIA:
RESISTENCIA CROMOSSOMICA

Tudo o que evita ou dificulta o encontro
da droga com seu ‘alve’ gera maior ou
menor resisténcia. Os alvos sao em geral
proteinas, quase sempre enzimas im-

portantes para o metabolismo da célula

Cromossomo * DNA de fita dupla, em geral circular, que codifica caracteres essenciais:
resisténcia a drogas e outros, Genes cromossomicos podem ser transferidos para outra bactéria
por plasmidios, transposons e bacteriofagos.

Plasmidios R = DNA de fita dupla, quase sempre circular. Codificam caracteres nao-essenciais:
resisténcia a drogas e outros. Transferem genes proprios e cromossdmicos para outra bactéria,
e podem ser transferdos por outros meios.

Transposons * Segmentos de DNA de fita dupla, com extremidades repetidas e invertidas.
Codificam caracteres nac-essenciais. Nae sdo ‘Teplicons’ (nao autoduplicam). Altamente
méveis, transferem-se e ajudam a transferir genes de plasmidios e cromossomos.
Integrons = Segmentos de DMNA de fita dupla. Nao sao replicons’ (nao auteduplicam). Capturam
ou liberam ‘cassetes’ de genes de resisténcia, e tém promotor forte para expressa-los.

Bacteriofagos » Virls integrado ao cromossomo bacteriano, Eventualmente transferem genes
bacterianos, como os de resisténcia a drogas,

Figura 2. Nas bactérias, a troca rapida de genes & garantida por sua estrutura gendmica.
Além dos elementos acima, fragmentos livres de DNA (de cromossomo, plasmidio,
transposon e integron, ou presentes em bacteriofagos) também podem ser transferidos
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Falha da droga e aumento

do custo do tratamento

-

a®

Figura 3. Condiges gue favorecem a selecio e disseminagio de genes de resisténcia

aos antibacterianos

bacteriana (figura 5). Assim, quanto mais
especifico € estratégico para a oflula for
o alvo, mais eficaz serd a droga, Sabe-se
[ue @ resisténcin Cromossomica Surge
por mulacio espontines, que pode ser
a simples troca de um nucleotideo (uni-
dade bisica do DNA ou RNA) Mas a
mutacio ¢ muitas vezes letal, tormmando a
bactéria invidvel.

A bactéria pode adquirir, apés a
mutagio, resisténcia cromossdmica pela
alteracio ou superproducio do alvo,
mas também por mudangas na sintese
de proteinas ligadas 4 permeahilidade
de seu envoltario, o que altera a entrada
(ativa ou passiva) e o acimulo da droga
dentro da célula (ou no espaco periplis-
mico, entre as membranas extema e
interna das bactérias Gram-negativas) e
assim impede ou dificulta o encontro
droga-alvo.

Como o genoma bacteriano € ‘pe-
queno e econdmico’, admite-se que uma
mutagio que altere o alvo ou a permea-
hiliclacle ajuda a bactéria na presenga da

MAID DE 1988

droga, mas ndo em sua auséncia — por-
que o gene orginal provavelmente co-
dificava uma fungio essencial ¢ agora
estl avariado, Os alvos das drogas beta-
lactimicas (penicilina, cefalosporina e
oulras), por exemplo, estio na membra-
na celular: sdo proteinas de ligacio das
penicilinas (PBP), enzimas que sinteti-
zam a fase final da parede bacteriana.
Para chegar a elas, tais drogas devem an-
tes atravessar os canais compostos por
porinas, proteinas da espessa membrana
externa das bactérias Gram-negativas, e
0 espago periplismico, onde ficam ar-
mazenadas as betalactamases (enzimas
produzidas por essas bactérias).

Assim, a alteragio das porinas cria
resisténcia a esses antibidticos, mas po-
de dificultar a entrada de outras molé-
culas, nulrientes essenciais ou ndo, alte-
rando o metabolismao da bactéria. Jd a al-
teragdo das PBP, também por mutagio
cromossmica, leva 3 resisténeia mas
pode prejudicar a sintese da parede
bacteriana (catalisada por elas).

MICROBIOLOGIA

Como a resisténeia  cromossdmica
depende de mutacio espontinea, even-
to raro, ela é dirigida quase sempre a
uma $6 droga e os genes sao transferidos
com freqiéncia relativamente baixa. Por
isso, seu impacto na clinica médica é
menor que o da resisténcia plasmidial.
No entanto, além do surgimento de Mi-
cobacterium tuberculosis multirresisten-
te por mutagio de genes cromossomi-
oos (hi hoje 1 bilhio de infectados, e a
tuberculose mata 3 milhdes/ano), foram
descobertos hi pouco novos processos
de resisténcia, como a ‘ativagio de genes
cripticos” (escondidos), que preccupam
e atestam o grande potencial de varia-
bilidade genética do genoma bacteriano,

Descobriu-se ainda que o ‘efluxe’ - o
‘hombeamento’ de drogas para fora da
célula — & um mecanismo de resisténcia
muito mais comum do que se pensava.
Codificado por genes situados em cro-
mossomos e plasmidios, o efluxo ocome
em diversas bactérias e com virias drogas
(antes, era conhecido apenas para tetra-
ciclina). Células cancerosas de mamife-
ros podem, apds sucessivos tratamen-
tos, usar processo parecido para impedir
o acimulo de produto quimioteripico
em seu interior, tormnando o ratamento
ineficaz.

A ativagio de genes cripticos se di
pela mutagio do promotor (segmento
de DINA ao qual a RNA polimerase se li-
Ba para transcrever um gene), ou pela
integracio de segmentos de insergio (15)
adiante do gene de resisténcia. Os IS sdo
segmentos de DNA, menores que os
FANSPOSONS, MAS COM 4 Mesma capa-
cidade de autotransferéncia para outros
replicons. O sistema € econdmico, pois
s0 funciona na presenga do indutor (a
droga).

Exemplos de genes cripticos, que
atestam o poder de defesa (e atagqued
das bactérias, sio o mar ¢ o sox-RS, Os
prodlutos do primeiro inibem, na pre-
senca de antimicrobianos, a acio dos
genes que codificam as porinas em bac-
térias Gram-negativas, gerando resistén-
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cia simulinea a vérias drogas (tetrci-
clina, cloranfenicol, salicilato ¢ outras),
Esse tipo de resisténcia cruzada parece
ser muito comum em algumas bactérias,
como Pseudomonas. O segundo gera re-
sisténcia ao superdxido (substincia que
participa do sistema imunoldgico). Comao
o mar, 0 s0x-RS reduz a expressio das
porinas e torna as bactérias simultanea-
mente resistentes a drogas e ao sistema
imune superoxido humano.

Nio se pode esquecer os estranhos
‘mutantes dependentes de drogas’, em-
bora sua importingia clinica ainda nio
tenha sido avaliada. Nesses casos, a
presenca da droga conserta um emo,
provocado geralmente por uma muta-
gio da proteina-alvo. Sem a droga, a
bactéria mormre. Tais mutantes sio en-
contrados com freqiéncia em  Escherd-
chict cofi (hactéria
exposta a4 drogas como rifamicinas e

intestinal  comum)

estreplomicinas,

Capsidio
wiral vazio

Finalmente, deve-se acrescentar, por
sua relevincia, gue bactérias sensiveis
podem receber, ‘de graga’, genes cro-
mossOmicos mutantes de bactérias ja
resistentes, através dos processos de
transferéncia, tomando-se ambém imu-
nes a uma ou mais drogas.

SEGUNDA ESTRATEGIA:
RESISTENCIA PLASMIDIAL
Em 1959, no Japio, foi descoberta uma
linhagem de Shigella (causadora de in-
fecgio intestinal) resistente a estrepto-
micina, cloranfenicol, tetraciclina e sul-
fa. Descobriu-se depois que resistia
ambém ao mercirio inorginico, e que
podia transferir essa resisténcia muiln-
pla, em alta freqiiéncia, para E cofi,
quando cultivadas juntas, tanto em wbo
de ensaio (in #re) quanio no intesting
de animais de laborawnio Cin pivo).
Tais achados fugiam aos padroes aré

entio observados na resisiéncia oro-

“ﬂw. bactéria com gene a

mossomica (em genl a uma 50 droga ¢
transferivel em baixa fregiéncia). Com
base no que ja se sabia sobre o plasmi-
dio F (de fentilidade), da linhagem K12
de E coli, que codificava sua propria
transferéncia, ' o5 japoneses propuse-
ram gue os quatro genes de resisténcia
da Shigella situavam-se em um so plas-
midio R, a que chamaram R100 (figura
6}, por serem transferidos em bloco para
a E. coli,

E interessante observar que desde o
achado desse primeiro plasmidio, que
confere resisténcia a quatro drogas e ao
mercirio, sabe-se que outras fontes de
pressio (além dos antimicrobianos) po-
dem selecionar genes de resisténcia. Em
nosso laboratdrio (tese de mestrado de
Yeda Nénia Sant’'Ana), observou-se que
26, entre 30 amostras de Safmonella ty-
phimurium isoladas de doentes, em Be-
lo Horizonte, eram imunes ao merci-
ric inorgdnico e a wvirdos antimicrobia-

Bactérin com A em ugar de a

o s
com B am lugar de b

Figura 4. Mecanismos de transferéncia de genes de resisténcia (A, B) e outros, situados no cromossomo, de uma bactéria para outra

3z
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CROMOSSOMO E PLASMIDIO

MNovobiocina
(DMA-girase » Sintese de

Quinolonas

{DMAgirase « Sintese de DNA,
permeabilidade)

Matronidazol (DMA)

RIBOSSOMOS

Aminoglicosidio

(Rib. 30 5 = Sintese protéica)
Tetraciclina

(Rilz, 30 5 » Sintese protéica)

Cloranfenicol
{Rib. 50 S = Sintese protéica)

Eritromicina y
(RiD. 50 S)y 3k | 1rod2im

(R, 50 S}y §int |utesca

Rifamicina
(RMA-polimerasas = Sintesa de mRMA)

Calalosporina
(PBF = Sintese de parede)

Figura 5. Alvos da acio de algumas drogas na célula bacteriana.

drogas

nos. Portanto, o problema da resisténcia
deve ser visto em um contexto ecoldgi-
oo mais abrangente. Nesse aspecto, sio
imporantes medidas como a do gover-
no brasileiro, que hi pouco retirou do
mercado cerca de 100 produtos que con-
tinham mercirio.

A eficiéncia da resisténcia plasmidial
e sel possivel impacto na sadde humana
ficaram evidentes quando se detectou
que, além de ser em geral multipla e
altamente transferivel, ela pode ser ‘pro-

miscua’, ou sefa, passar para bactérias
nio-aparentadas geneticamente. O qua-
dro complicou-se ainda mais ao se des-

cobrir que as agdes promovidas por ge-

nes de resisténcia plasmidial sio muito

mais efetivas que as da resisténcia cro-
mossimica, Isso acontece porgque a re-
sisténcia plasmicial baseia-se, quase sem-
pre, na sintese de enzimas ligadas 3 de-
composigao da droga (betalactamases,
que degradam betalactimicos); & sua
modificagio (transferases, que alteram
aminoglicosidios ¢ outros); ao efluxo
{proteina Tet, que transporta para fora a

MAID DE 1858

Imipanem
(PBP + Sinlese de parede)

PAREDE

Panicilina Aztreanam

(PBP = Sintese de parede) (PBP = Sintese de pareda)
Vancomicina

Cicloserina
Bacitracina

tetraciclina): 3 substituicio de enzimas
‘cromossimicas’ que ndo se ligam as
drogas (por dihidropteroato-sinterase,
que se liga s sulfas, e dihidrofolaio-re-
dutase, que se liga ao trimetoprim); &
protecio do alvo (metilase, que impede
macrolidios de atingir seu alvo nos -
bossomos); e 3 redugio quimica (mer-
curio-redutase, que atua sobre merci-
rio inorginicol.

A resisténcia plasmidial ac mercirio
inorginico se dia por sua absorgio do
ambiente (proteina de transporte), segui-
da de reducio (por acio da enzima mer-

clirio-redutase) a Hg® (mercirio metd
lico) e volatilizacdo, pois se torna invii-
vel em meio liquido. Com base nisso, e
buscando um processo biotecnolgi-
oo de despoluigio de despejos indus-
triais, nosso laboratdrio (tese de mestrado
de Andréa M. A. Mascimenta), em inte-
gracio com o laboratdrio de biologia
molecular da Universidade de Brasilia,
clonou em 1985 os genes de resistén-
cia ao mercirio da linhagem BH100 da
E. cofi — primeira clonagem génica rea-

MICROBIOLOGIA

Sultonamid

(uwmataﬁa » Inibe a reaao)

MEMBRANA CITOPLASMATICA

Polimixina
Tirotricina

(D-ala, D-ala-mees + Sintese de parede)

Mos parénteses estdo os alvos especificos e as funcbes inibidas pelas

lizada na UTFMG.

Além de codificarem resisténcia
quase sempre miltipla e transferivel, os
plasmidios R tém outras caracteristicas
interessantes, Varam de mumanho e ni-
mero, ¢ diversos lipos podem coexistir
em uma mesma bactéria, desde que se-
jam compativeis. Sio conjugativos (quan-
do codificam sua propria trnsferéncia)
ou nAc-conjugativos, ¢ estes sio mobili-
zados pelos primeiros. Podem ainda es-
tar ou nac-integrados no cromossomo,
sendo capazes, no primeiro caso, de
transferir genes cromossomicos. Muitos

sio ‘promiscuos’, facilitando a dissemi-

nagio de genes de resisténcia para es-
pécies nag-aparentadas. Alguns aumen-
tam a freqliéncia de mutagio para resis-
iencia de genes cromossOmicos (caso
da E cofi BH 100, de nosso laboratdrio),
em relagio 4 estrepromicina (tese de
mestraco de Méircia O. de Paula e Carlos
Alberto B. Fernandes).

Os plasmidios R ambém podem co-
dificar, além de resisténcia, outras carac-
teristicas, entre elas producio de bac-
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teriocina (letal para outra bacténa) ¢ pa-
togenicidade (capacidade de produzir
doencal, Uma linhagem de 5. pypbima-
ritm estudada em nosso laboratdrio (fese
de doutorado de Yeda X, Sant’Ana) con-
tém um plasmidio conjugativo (cerca de
95 Kb) capaz de codificar ao mesmo

tempo essdas rés caracteristicas.

TERCEIRA ES'I:HATEG!A:
0S SUPERMOVEIS
TRANSPOSONS

Em 1974, descobriv-se que o dinamismo
e a eficiéncia dos plasmidios contavam
com a ajuda de elementos surpreen-
dentes: os ‘transposons’ (lgura 7). Seg-
mentos de DNA com grande mabilidade,
eles codificam a enzima transposase
Cresponsivel por sua ransfer®neia para
outros ‘replicons e a resisténcia a dro-
Bas, entre oulras caracleristicas, Os rans-
posons podem gerar variacoes genéti-
cas sem exigic a replicacio exata de ex-
tensos segmentos de DNA (como nos
processos de conjugacio, transforma-
¢do e transducdc). Eles sio ‘promis-

151
153
T
153
152

cuns’: criam as variagoes invadindo di-
versos sitios do DNA hospedeiro, mas
as vezes exageram, produzindo muta-
cies letais,

Antes dos transposons, (G haviam sido
descobertos em bactérias outros elemen-
tos mransponiveis {os 15), menores e
capazes de codificar apenas a propria
transferéncia (via transposase). E preciso
lembrar que a presenga de elementos
transponiveis havia sido proposta nos
anos 40 pela none-americana Barbara
McClintock (1902-1992), a0 estudar me-
canismos gendéticos ligndos 4 pigmen-
tagcio de espigas de milho. A hipdese
nao foi entendida na época, mas deu a
ela o prémio Nobel de Medicing em
1983,

Grande parte dos genes de resistén-
cia considerados plasmidiais ou cromos-
somicos estdd de fato sobre transpo-
sons e apresentam as propricdades
destes: disseminacio ripida dentro de
célula ou entre célula, A resisténcia ao
merciirio codificada pelo primeiro plas-
midio descoberto (R100), por exemplo,

C
L 5m

151

Tra

Figura 6. Mapa (simplificado) do R100, primeire plasmidio de resisténcia a drogas
descrito, com genes de transferéncia (Tra), de resisténcia (Cm, Sm, Su, He etc.) e de

outras fungoes plasmidiais

44

situa-se sobre o transposon 21 CTn 213,
que contém um integron, como foi ob-
servado recentemente,

Confirmando e justificando a grande
mabilidade de genes de resisténcia em
algumas situacoes, descobriv-se trans-
POSONS compostos, que contém varios
ransposons menores, cada um codifi-
ando sua resisténcia e mantendo sua
individualidade para se transpor para
outro replicon da mesma ou de outra
celula Cse conjugative), Sio ransposons
dentro de transposons, ou, em outras
palavras, problemas dentro de proble-
mas para 4 medicina. Talvez alguns dos
fransposons componentes contenham
outres ainda menores, ampliando as
passibilidades de selecio, emergéneia ¢

disseminacio de resisténcia.

INTEGRONS: A MAIS NOVA ARMA
E':-..“I'_I'L"I';i'k"il-.'b'_‘ i|l|L‘| COI 05 ""EinH]'I-()HI:'Inﬁ
compostos, as bactérias i tivessem re-
velado todo o seu potencial de variabi-
lidade genética, mas agora foram des-
cobertas os inlegrons’, scgmentos de
LMA de fita dupla que capruram ‘cas-
setes’ de genes de resisténcia do cito
plasma celular ¢ tém promotores fortes
para expressi-los. Os integrons codifi-
cam uma recombinase responsivel por
essi caplurd, A mesma enzima pode,
além de capturar genes de resisténcia,
liberi-los. Os integrons mais bem estu-
dados situam-se sobre transposons e
precisam, comao estes, integrar-se a um

replicon para se dividir e se disseminar.

AFINAL, COMO SALVAR

0S ANTIMICROBIANOS?

Nio existe uma ‘receita’ simples para
resolver o problema da resisi®éncia bac-
teriana a drogas, em especial porgque ele
se origina nooque ha de mais essencial
no mundo vive: mutagio espontinea,
transferéncia e recombinacio de genes,
que geram variabilidade gendlica, sobre
a qual ateon e ama o meio ambiente ¢
autros processos evolulivos, criando es-

pecies que habitaram ou habitam a Terra.
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contém genes de resistencia (SYSHHE

Por issn, sio propostas agui varias
medidas, com bhase em boletins da Or-
ganizacio Mundial de Sadde (OMS), na
literatura cientifica e no conhecimento
pessoal, Tais agdes nio visam resolver,
mias remediar, o problema da resisténcia
hacteriana a drogas, e formam dois gru-
pos: ‘medidas tecnoldgicas’, que depen-
dem de pesguisas, e ‘medidas ecologi-
cas’, que reduzem a pressao dos anti-

microbianos no ambiente,

MEDIDAS TECNOLOGICAS

+ Estudar a fundo o problema, admitin-
do que os hospedeiros sao genetica-
mente diferentes quanto ao metabo-
lismo das drogas e quanto i resposta
aos agentes infecciosos.

+ Continuar a busca de novos antimi-
crobianos a partir de: (a) microrga-
nismos {embora os resultados atuais
com fungos e bactérias sejam desa
nimadores); (h) produtos animais e
vegelais; (c) identificacio dos alvos e
dos inibidores das drogas (usando
técnicas de biologia molecular); (d)
detoxificacio (desarme) de produtos
de comprovada acio antibacteriana,
mas téxica para o hospedeiro (como
a bacteriocing ). Nessa busca, deve-se
estar consciente de que, da deteccio
de nova droga até a chegada ao mer-
cado tém sido gastos em média 10 anos
{a um custo estimado entre US$ 200 e

‘CEmMINE maio oE 1598

-— Segmento determinante de resisténcia —

o: 0 ‘segmento determinante de resisténcia’
situados sobre transposons (Tn) compostos,
que mantém a capacidade de transpor em conjunto ou isoladamente

300 milhdes) e que as bactérias tém
respondido com resisténcia em pe-
riodo muito mais curto.

¢ Modificar ou ‘rejuvenescer’ drogas ja
existentes € protegé-las contra enzi-
mas inativadoral (o dcido clavulini-
co, por exemplo, liga-se 4 penicilina-
se e evita que ela desative a penicili-
nal, levando em conta o grande ni-
mero de mutantes para cada enzima.

« Inibir a rransferéncia génica por con-
jugacio (alguns dados preliminares
obtidos em nosso labortdrio sio ani-
madores).

o Obter vacinas, por técnicas conven-
cionais ¢ moleculares, para reduzir o

uso dos antimicrobianos.

MEDIDAS ECOLOGICAS

+  Admitir que a resisténeia bacteriana a
drogas € um sério problema de satde
publica, que veio para ficar, por ser
baseada na variabilidade genética na-
tural, causada por mutagio e recombi-
nagio (reproducio), seguida de sele-
¢io dos mais adaptados ao ambiente.
Iss0 estd de acordo com a regra bi-
sica da genética: F= G + A, onde F é
fendtipo (resisténcial), G € genotipo
(genes do individuo) e A € meio
ambiente. ;

» Adotar agdes que reduzam o uso dos
antimicrobianos em hospitais e ou-

tros locais, para evitar selegio de li-

MICROBIOLOGIA

nhagens resistentes e transferéncia
dos genes responsiveis para bacté-
rias (normais e patogénicas), no orga-
nismo humano e em outros ambien-
tes, Entre essas aches estio: (a) s6
usid-los se indispensavel, apds cuida-
doso diagndstico; (b)) realizar anti-
biogramas (para definir a acio das
drogas); (C) criar programas de vigi-
lincia hospitalar ¢ comunitaria, com
rotatividade de drogas; (d) estar aler-
ta Ccom antibiogramas) para esio-
ques de genes de resisténcia das mi-
crobiotas naturais (acrobias ¢ anac-
robias); (e) usar vacinas que aumen-
tem as defesas do organismo e redu-
zam a necessidade de drogas.
Conclui-se, diante do exposto, que
para proteger os antimicrobianos da re-
sisténcia, a longo prazo, é preciso re-
conhecer o poder gendmico das bac-
térias (seu ‘poder de fopo) e adotar
estralégia compativel, ou seja, diminuir
ao méiximo a pressio seletiva, que sem-
pre Favorece as bactérias resistentes. Co-
mo s¢ percebe, a guerra nito estd perdi-
da, mas resultados positivos 56 seério
obtidos com uma politica de satde pa-
blica bem definida, com a conscientiza-
¢io dos profissionais da drea ¢ com a
colaboragio da comunidade, que para
isso deve estar bem informacda,
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