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Resumo

Os antibioticos B-lactamicos, pertencentes ao grupo dos antibidticos antiparietais sao,
simultaneamente, a familia mais numerosa de antibacterianos e a mais utilizada na préatica
clinica, actuando por inibicdo da Ultima etapa da sintese da parede celular bacteriana,
nomeadamente na fase parietal da biossintese do peptidoglicano. Apos a descoberta da
penicilina, em 1928, verificou-se um desenvolvimento exponencial de novos compostos
capazes de combater as doengas infecciosas que se revelavam, ndo raras vezes, fatais.
Contudo, este desenvolvimento foi acompanhado pelo surgimento, a um ritmo ainda mais
acelerado, de novos mecanismos de resisténcia por parte das bactérias que representam,
actualmente, um elevado foco de apreensdo temendo-se, a curto prazo, um cenario de
inexisténcia de moléculas eficazes no combate a infec¢fes, mesmo aquelas consideradas

relativamente corriqueiras e triviais.

Ao longo desta monografia pretende-se apurar o actual panorama do armamento
terapéutico no que diz respeito a sua eficécia, ao flagelo das resisténcias e as potenciais

solugdes alternativas com novos compostos que se revelam promissores.

Palavras-chave: antibidticos, antiparietais, B-lactdmicos, resisténcia, PB-lactamases,

peptidoglicano.



Abstract

B-lactam antibiotics, which belong to the group of antiparietal antibiotics are,
simultaneously, the largest family of antibacterial agents and the most widely used in
clinical practice, acting by inhibition of the last step of bacterial cell wall synthesis,
particularly in the parietal phase of peptidoglycan biosynthesis. After the discovery of
penicillin, in 1928, there was an exponential development of new compounds capable of
fighting infectious diseases that were usually fatal. However, this development was
followed by the emergence, at an even faster pace, of new resistance mechanisms by
bacteria, representing a high level of apprehension and, in the short term, fears of a lack
of effective molecules in the fight against infections, even those considered relatively

commonplace and trivial.

Throughout this monograph it is intended to investigate the current panorama of
therapeutic armaments with regard to their effectiveness, the scourge of resistances and

the potential alternative solutions with new compounds that are proving promising.

Keywords: antibiotics, antiparietal, B-lactams, resistance, p-lactamases, peptidoglycan.
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Novos antibidticos antiparietais

l. Introducéo

Em 1928, Alexander Fleming comecou uma série de experiéncias com culturas de
Staphylococcus aureus. Numa placa de Petri descoberta, junto a uma janela, Fleming
repara na presenca de um fungo contaminante junto do qual as colonias de S. aureus néo
estavam a crescer (Figura 1). Ao isolar o fungo, constatou que este pertencia a espécie
Penicillium notatum e que, atraveés da excrecdo de uma substancia designada, pelo
préprio, de penicilina, possuia actividade bactericida. Estava descoberto o primeiro
antibidtico, definido como uma substancia natural produzida por um microorganismo,
munida de propriedades antibacterianas, inibindo o crescimento celular ou originando a

sua morte (Tan e Tatsumura, 2015).

Figura 1: Cultura original que culminou na descoberta da penicilina. Na parte superior
da figura é possivel observar o crescimento do fungo Penicillium notatum, junto do qual
0 crescimento de Staphylococcus aureus foi suprimido, enquanto na parte inferior séo

observadas coldnias estafilococicas normais (retirado de Fleming, 1944).

A utilizacdo terapéutica da penicilina em grande escala apenas foi possivel na década de
40, com a crescente procura no contexto da Il Guerra Mundial. Os resultados foram
extremamente satisfatorios e surgiu a sensacao ilusoria de que as doencas infecciosas se

extinguiriam. Sem demora, constatou-se que essa sensacdo era manifestamente
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precipitada, visto que as bactérias ndao tardaram a desenvolver mecanismos de resisténcia
a este e a outros antibidticos que se lhe seguiram (Sousa et al., 2016; Tan e Tatsumura,
2015).

Com o uso massivo em infeccGes comuns e triviais, e com apenas alguns anos decorridos,
cerca de 50% das estirpes de S. aureus eram ja desprovidas de susceptibilidade a
penicilina (Alanis, 2005). Estes nimeros aumentam para mais de 80% volvida uma
década (Sousa et al., 2016). Mesmo com o surgimento de novos antibioticos,
nomeadamente com a introducao da meticilina, em 1959, ndo tardam a surgir relatos de
estirpes com resisténcias adquiridas, denominadas S. aureus resistentes a meticilina
(MRSA, do inglés “Methicillin-resistant Staphylococcus aureus™) (Alanis, 2005;
Moellering, 2012). Durante as décadas seguintes foi possivel vislumbrar diversos
acontecimentos alarmantes para a comunidade, como o surgimento de bactérias multi-
resistentes (MDR, do inglés “Multidrug resistance”), a transferéncia plasmidica de
resisténcias entre diferentes espécies de bactérias, o aparecimento de Escherichia coli
resistente a ampicilina (B-lactamase TEM-1), estirpes de Gram negativo produtoras de -
lactamases de espectro alargado (ESBLs, do inglés “Extended-spectrum f[-lactamases”),
AmpC e carbapenemases ou, j& neste milénio, a identificacdo de S. aureus resistentes a
vancomicina (Sousa et al., 2016). As estirpes de Gram negativo MDR tornam-se
especialmente preocupantes para a satde publica pois ndo sé adquirem resisténcias mais
rapidamente do que as estirpes de Gram positivo, como existe um menor
desenvolvimento de novos antibidticos a si destinados, temendo-se a auséncia de

cobertura terapéutica em cerca de 10 a 20 anos (Kumarasamy et al., 2010).

Como se verifica na Figura 2, 0 uso abusivo de antibidticos, ndo s6 na préatica clinica mas
também na agro-pecuéria, onde estes sdo usados no tratamento de doencas e como
promotores de crescimento, origina uma pressao selectiva que favorece o crescimento de
estirpes resistentes (Alanis, 2005; Sousa et al., 2016). Ao administrar antibidticos, as
bactérias mais susceptiveis, a maioria das quais sapréfitas normalmente presentes no
organismo, sdo eliminadas, seleccionando apenas as que sdo capazes de sobreviver
independentemente da presencga de antibioticos e colonizando o individuo com estirpes
resistentes aos mesmos (Alanis, 2005). Ao serem eliminados inalterados pelo Homem e

também em detritos industriais, os antibidticos vdo causar um stress ambiental que
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favorece a propagacéo de resisténcias entre bactérias dos solos e dos meios aquaticos que,

por sua vez, terdo impacto nas infecgdes humanas (Sousa et al., 2016).

v
-
— @
|.
. ~ . 0s animais desenvolvem bactérias
Os antibioticos sao utilizados resistentes a antibidticos nos seus
em animais produtores de intestinos

alimentos e no cultivo

A resisténcia a antibiéticos *'1

ocorre quando a bactéria sofre | as bactérias resistentes a antibigticos
alteracoes e se torna resistente aos | __2tngem os humanos através da

L alimentacdo, do ambiente (agua, solo,
antibioticos usados no tratamento | ar) ou através do contacto directo
entre estes e 05 animais

0s antibidticos s30 administrados
ao doente, o que pode resultar no

desenvolvimento de bactérias das infeccoes por si causadas.
resistentes no seu intestino

mgE
As bactérias resistentes a

0 doente desloca-se a0 antibiéticos propagam-se a outros As bactérias resistentes a
hospital ou 3 clinica doentes devido a instalagbes com antibigticos proliferam no
ma higienizacao publico em geral

Figura 2: Proliferacdo da resisténcia a antibidticos (adaptado de World Health

Organization, 2015).

No entanto, o aumento globalmente observado da resisténcia a antibiéticos ndo pode ser
explicado apenas com o uso moderno dos mesmos em humanos, envolvendo também
uma interac¢do complexa num ecossistema que compreende comunidades microbianas,
antibidticos e genes de resisténcia a antibioticos. Surge, assim, o novo paradigma de que
a maioria dos genes de resisténcia a antibiéticos devem, agora, ser considerados genes

que existem naturalmente na natureza (Rolain et al., 2012).

Os antibacterianos sdo considerados agentes etiotropicos, ndo se destinando a influenciar
quaisquer actividades bioldgicas do organismo humano, mas sim do organismo infectante
(Sousa et al., 2016). Assim, a terapia antibacteriana distingue dois mecanismos de ac¢ao

dos antibidticos: os bacteriostaticos, que inibem o desenvolvimento da bactéria
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mantendo-a na sua fase estaciondria de crescimento, e os bactericidas, que resultam

efectivamente em morte celular (Bernatova et al., 2013; Ocampo et al., 2014).

Os diferentes grupos de antibidticos podem ainda ser divididos de acordo com o alvo
especifico ou preferencial onde desempenham a sua ac¢éo na bactéria, nomeadamente: 1)
inibicdo da sintese ou do transporte de precursores da parede celular; 1) interferéncia na
sintese da membrana citoplasmatica; I11) blogueio da sintese proteica; 1V) alteracdo da
sintese de &cidos nucleicos; e V) inibicdo das vias metabdlicas (Calvo e Martinez-
Martinez, 2009).

Esta monografia cinge-se a dados bibliograficos do periodo compreendido entre 1987 e
2016, com a excepcao de um artigo original de Alexander Fleming, datado de 1944, e vai
incidir, essencialmente, nos antibi6ticos que actuam na parede celular bacteriana,
nomeadamente na fase parietal da biossintese do peptidoglicano, designados antibioticos

antiparietais e extremamente utilizados na prética clinica.
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I. A ceélula bacteriana
1. Composicao e estrutura da parede celular

A célula bacteriana (Figura 3) deve manter uma pressdo osmdtica positiva de modo a
possibilitar o seu crescimento e divisdo. Esta pressdo pode ser de grande magnitude,
originando um stress mecanico que é controlado em virtualmente todas as bactérias
através da parede celular, um exosqueleto rigido que rodeia a membrana citoplasmatica
(Desmarais et al., 2013). Esta é responsavel pela forma e integridade anatomofisiologica
da célula e também pelo diferente comportamento das bactérias face aos antibioticos e a
coloracdo de Gram. A sobrevivéncia das bactérias nos ambientes hipoténicos a que
normalmente estdo sujeitas, sobretudo as de Gram positivo, detentoras de uma elevada
pressdo osmatica interna, so € possivel devido a presenca da parede celular, que impede

a lise da celula (Sousa et al., 2016).

Membrana nuclear

v N \

Nucleo

Membrana celular /

Mitocondria i
Aparelho de Golgi Parede celular

Figura 3: Célula eucariota (esquerda) e célula procariota (direita) (adaptado de Fuerst,
2010).

Independentemente da grande diversidade de formas e tamanhos ao longo do dominio
bacteriano a parede celular é, universalmente, composta por peptidoglicano, uma rede

macromolecular de cadeias de agucar com ligacbes cruzadas a pequenos peptidos
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(Desmarais et al., 2013). Alguns autores sugerem que o peptidoglicano, em bactérias de
Gram positivo, tem consisténcia equivalente a betdo armado. Os antibidticos antiparietais,
inibidores da biossintese desta macromolécula, fragilizam a parede provocando lise
celular em ambientes hipotonicos. Por outro lado, bactérias sem parede celular mas com
baixa osmolaridade interna sdo naturalmente viaveis, exibindo resisténcia intrinseca aos

antibioticos antiparietais (Sousa et al., 2016).

O peptidoglicano (também designado mucopeptideo), retratado na Figura 4, consiste
numa sucessao de aminoacgucares N-acetilglicosamina (NAG) e acido N-acetilmuramico
(NAM), unidos por ligacdes B-1,4 (NAG-[B-1,4]-NAM), mediadas pela transglicolase
(TG). A cada NAM esté ligado um pentapeptideo e sdo estabelecidas ligacdes peptidicas
(cross-linking) entre o0 3° aminoé&cido (L-lisina) de uma cadeia com o 4° aminoéacido (D-
alanina) da cadeia vizinha, mediadas por duas carboxitranspeptidases, a carboxipeptidase
(CP) e a transpeptidase (TP) (Meroueh et al., 2006; Sousa et al., 2016). A ligacdo
glicosidica B-1,4 entre NAG e NAM do peptidoglicano bacteriano pode ser degradada
pela lisozima. Esta enzima estéa presente em todos os fluidos do organismo humano, como
0 soro sanguineo, lagrimas, saliva, leite humano e muco, catalisando a hidrélise da ligacédo
B-1,4 e desempenhando, assim, um papel importante no sistema de defesa inato do
hospedeiro (Pushkaran et al., 2015).

O NAG ® L-Ala
- @ NAM D-Glu
| B L-lys
T D-Ala
m

Figura 4: Macromolécula de peptidoglicano. NAG: N-acetilglicosamina; NAM: acido
N-acetilmuramico; L-Ala: L-alanina; D-Glu: D-glutamico; L-Lys: L-lisina; D-Ala: D-

alanina (adaptado de Lovering et al., 2012).
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2. Diferentes tipos de parede celular

A diferente composicdo da parede celular entre bactérias de Gram positivo e Gram
negativo estd na base do seu diferente comportamento face a coloragdo de Gram (Figura
5) e reflecte-se na respectiva ultra-estrutura e no modo de accdo dos antibidticos. As
bactérias de Gram positivo ndo possuem lipideos na sua parede, adquirindo a cor roxa do
corante primario (cristal violeta) e ndo sofrendo descoloracdo com alcool ou acetona. Por
outro lado, a parede das bactérias de Gram negativo € rica em lipideos, ndo resistindo a
descoloracdo e adquirindo, posteriormente, a cor vermelha do corante secundario (fucsina

ou safranina) (Beveridge, 1999; Sousa et al., 2016).

/ B cristal violeta

B Lugol
/ [] Alcool ou acetona
. Safranina

Gram positivo

Gram negativo

s/
‘
(1)

Aplicacdo do cristal © Aplicacdo do lugol © Lavagem com alcool ou ° Aplicacdo da safranina
violeta (corante roxo) (fixador) acetona (descoloracdo) (corante secundario)

Figura 5: Procedimento da técnica de coloracdo de Gram (adaptado de

LaboratoryInfo.com, 2016).
i. Gram positivo

Reconhecidas, em tempos, como estruturas relativamente simples, as bactérias de Gram
positivo (Figura 6) podem apresentar diversas diferencas entre si, especialmente no que
diz respeito a renovacao da sua parede celular (Beveridge, 1999). A sua pressdo osmatica
interna € muito elevada (20 atmosferas) e qualquer perturbacdo na sua parede pode
originar a lise. Apesar de habitarem ambientes hipotonicos a lise celular ndo ocorre,

gracas ao peptidoglicano que, nestas bactérias, constitui cerca de 50 a 70% do peso seco
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da parede da célula, que possui um periplasma de reduzidas dimensdes entre si e a
membrana celular (Sousa et al., 2016). De um modo geral, a parede ndo confere
resisténcia a difusdo de macromoléculas em ambos os sentidos, ou seja, da mesma forma
que os antibidticos conseguem penetrar a célula também outras substancias, como as f3-
lactamases (enzimas hidroliticas dos p-lactdmicos), sdo excretadas para 0 meio

extracelular (Navarre e Schneewind, 1999; Sousa et al., 2016).

Figura 6: Parede celular de bactéria de Gram positivo. E visivel a espessa camada da

parede celular (PC), maioritariamente constituida por peptidoglicano, e a membrana
celular (MC) (microscopia electrdnica) (fotografia cedida pelo Prof. Doutor Jodo Carlos

Sousa).

A parede celular € ainda composta por acidos teicdicos, acidos teicurdnicos, acidos
lipoteicdicos, polissacarideos e modifica¢fes polissacaridicas (Navarre e Schneewind,
1999). Sabe-se que os acidos teicoicos atingem a superficie bacteriana, atravessando toda
a espessura da parede celular e funcionando como antigénios somaticos e como receptores
fagicos (Figura 7). A libertagdo de componentes bacterianos imunomodeladores, como

acidos teicoicos, &cidos lipoteicoicos e lipopolissacarideos (LPS), é induzida pelos
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antibioticos bactericidas, sobretudo os antiparietais, apds a lise bacteriana, podendo
desencadear uma cascata de reaccBes pro-inflamatorias no hospedeiro, associada a
mortalidade. Outro factor de viruléncia com relevancia clinica pode ser observado em
algumas estirpes de S. aureus que possuem, na superficie da sua parede celular, uma
camada externa polissacaridica que facilita a sua aderéncia a préteses ou ao tecido
cardiaco, formando biofilmes e diminuindo, assim, a eficacia terapéutica dos antibiéticos

e a acgdo do sistema imunitario do hospedeiro (Sousa et al., 2016).
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Figura 7: llustracdo da parede celular de bactéria de Gram positivo. PBP: Proteina de

ligacdo a penicilina (adaptado de Microbeonline.com, 2015).

O processo de multiplicagdo destas bactérias é realizado de forma assexuada, por cisdo
binaria (Figura 8), ocorrendo um crescimento longitudinal da célula até que esta se divide

ameio, em duas células filhas, com o contetdo gendémico idéntico, sendo a parede celular
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constituida por fragmentos da parede original e por novos fragmentos entretanto
sintetizados (Angert, 2005; Sousa et al., 2016).

Figura 8: Divisdo celular de bactéria de Gram positivo, a esquerda (microscopia
electronica). Esquematizacdo da divisdo celular com a parede celular em crescimento,
constituida por fragmentos da parede original (a verde) alternados com fragmentos
entretanto sintetizados (a preto), do lado direito (fotografia e imagem cedidas pelo Prof.

Doutor Jodo Carlos Sousa).

ii. Gram negativo

A parede celular das bactérias de Gram negativo (Figura 9) é mais complexa do que a
parede das bactérias de Gram positivo, nomeadamente quanto a sua composi¢ao quimica
e ultra-estrutura, estando sujeita a uma pressdo osmotica interna bastante inferior, situada
entre 1 a 10 atmosferas (Sousa et al., 2016). Apesar disso, sdo mais uniformes no que diz
respeito ao seu formato estrutural. Possuem uma membrana externa (OM, do inglés
“Outer membrane”) sobreposta a uma fina camada de peptidoglicano (cerca de 10% do
peso seco da parede celular). Confinado entre a OM e a membrana citoplasmatica
encontra-se 0 espago periplasmatico, que contém o periplasma, uma matriz concentrada

com consisténcia de gel (Beveridge, 1999).

10
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Figura 9: Parede celular de bactéria de Gram negativo. Além da membrana externa (OM)
justaposta a uma fina camada de peptidoglicano (PG) € ainda possivel observar, no espaco
entre este e a membrana celular (MC), o periplasma, com dimensdes consideraveis

(microscopia electrénica) (fotografia cedida pelo Prof. Doutor Jodo Carlos Sousa).

A OM ¢ considerada a camada mais externa da parede das bactérias Gram negativo
(apesar de possuirem LPS no folheto externo) separando, assim, o periplasma do meio
extracelular. Tendo em conta que a bactéria necessita de difusdo para obter nutrientes e
para eliminar desperdicios do seu metabolismo conclui-se, facilmente, que a OM deve ser
porosa para determinadas substancias e deve possuir a capacidade de transportar outras.
Contudo, ndo deve ser demasiado porosa, de modo a que substancias existentes no
periplasma e vitais para a sua sobrevivéncia sejam retidas (Beveridge, 1999). Além disso,
actua como um factor limitante a entrada de antibioticos e protege a bactéria da accao de
substancias de defesa inatas ao hospedeiro infectado, tais como a lisozima, B-lisinas,
proteinas dos leucdcitos, sais biliares e enzimas digestivas, o que ndo sucede nas bactérias
de Gram positivo sendo, por isso, considerada um factor de viruléncia (Sousa et al., 2016).

Parte do potencial patogénico de uma grande variedade de bactérias de Gram negativo
depende da sua capacidade de libertar os ja referidos factores de viruléncia junto dos seus
tecidos alvo. As vesiculas da membrana externa (OMVs, do inglés “Outer membrane

11
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vesicles™), presentes na Figura 10, sdo um desses factores, consistindo huma espécie de
pequenas réplicas dinamicas da composicdo da membrana externa que se libertam para o
meio ambiente, contendo LPS, proteinas porinas (OMPs, do inglés “Outer membrane
proteins”), fosfolipideos e constituintes essenciais do espaco periplasmatico, como o
acido desoxirribonucleico (ADN), acido ribonucleico (ARN), toxinas e enzimas
degradativas de antibioticos, tais como as B-lactamases. Estas vesiculas possuem a
capacidade de disseminar 0s genes de resisténcia aos antibioticos para outras bactérias
anteriormente susceptiveis, tendo em conta a sua aptidao para se fundir com uma grande
variedade de paredes celulares de Gram negativo e, assim, libertar o seu contetdo no

espaco periplasmatico das mesmas (Beveridge, 1999).

Figura 10: Formacéo e libertacdo de OMVs a partir da membrana externa de bactérias

de Gram negativo (microscopia electrénica) (adaptado de Beveridge, 1999).

Os LPS constituem as moléculas mais caracteristicas das bactérias de Gram negativo e a
principal endotoxina bacteriana. Consistem em moléculas anfifilicas, com uma
extremidade polissacaridica (hidréfila) e com lipideo A (extremidade hidréfoba).
Possuem uma distribuicdo assimétrica e localizam-se unicamente no folheto externo da
membrana externa, encontrando-se ancorados na mesma através do lipideo A, estando a
regido hidrofila projectada para o exterior da célula, contribuindo para a sua carga
electronegativa (Sousa et al., 2016). Sdo uma barreira eficaz contra a penetragéo de
compostos hidrofobicos como antibioticos, detergentes e sais biliares. Sabe-se que é
constituido por 3 regides: polissacarideo O, nucleo polissacarideo e lipideo A (Sousa et
al., 2016; Zhang et al., 2013).

12



Novos antibidticos antiparietais

Tém sido isoladas mutantes com LPS incompleto, com auséncia da cadeia O ou, por
vezes, com auséncia da cadeia O e de grande parte no ndcleo polissacarideo em
simultaneo, designadas mutantes rugosas. Esta perda parcial arrasta consigo a perda de
proteinas da membrana externa, visto que o LPS estabelece ligacdes hidrofobicas com as
mesmas. E geralmente aceite que esta perda é compensada com fosfolipideos do folheto
interno ou da membrana celular formando-se, assim, zonas com bicamadas fosfolipidicas
(Sousa et al., 2016).

Os LPS (Figura 11) tém sido responsabilizados pelas manifestacdes clinicas que ocorrem
nas infeccdes por bacilos de Gram negativo, como febre, inflamacéo e choque séptico.
Participam ainda na activacdo de macrofagos e linfocitos, activacdo do sistema do
complemento, do sistema gerador de cininas e sobre o sistema intrinseco da coagulacdo
sanguinea, provocando coagulacdes intravasculares disseminadas por activacdo
aumentada do factor XII. Comportam-se, portanto, como superantigénios, causando uma
resposta imune exacerbada, que funciona contra o hospedeiro. Alguns autores sugerem
que infecgbes conhecidas por evidenciarem este fendmeno devem ser tratadas
previamente com anti-inflamatérios de modo a atenuar a resposta imune originada por

antibioticos bacterioliticos. (Sousa et al., 2016).

Responséveis por conferir permeabilidade selectiva ao influxo de nutrientes e ao efluxo
de detritos da célula bacteriana estdo as OMPs (Choong e Yung-Hung, 2016). Consistem
em canais de difusdo ndo especificos que desempenham um papel importante na
integridade da membrana externa e no transporte de moléculas (como antibiéticos), para
além de participarem na patogénese das infeccGes. A perda destas porinas em algumas
estirpes bacterianas esta, geralmente, associada ao aumento da concentracdo minima
inibitéria (CMI) (Sousa et al., 2016). A difusdo de antibioticos através da membrana
externa ocorre, essencialmente, por dois processos: via hidrofila (através de OMPS) e via
hidréfoba (através de bicamadas fosfolipidicas). Existe ainda uma 3% via onde 0s
antibidticos policationicos autopromovem a sua penetracdo, denominada “self-

promoted”, sendo esta mais rara (Hancock e Bell, 1989).
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Figura 11: llustracdo da parede celular de bactéria de Gram negativo. LPS:
Lipopolissacarideo; OMP: Canal de porina; PBP: Proteina de ligacdo a penicilina; OM:
Membrana externa; MC: Membrana celular (adaptado de Microbeonline.com, 2015).

Nestas bactérias o processo de divisdo também ocorre por cisdao binaria, envolvendo a

formacdo de um estrangulamento na regido mediana da célula (Figura 12), originando

igualmente duas células filhas geneticamente iguais a célula mae (Sousa et al., 2016).

Figura 12: Divisdo celular de bactéria de Gram negativo (microscopia electronica)

(fotografia cedida pelo Prof. Doutor Jodo Carlos Sousa).
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iii. Bacilos alcool-acido-resistentes

Os bacilos alcool-acido-resistentes (b.a.a.r.) como, por exemplo, as do género
Mycobacterium spp. (Figura 13), apresentam algumas particularidades na sua parede
celular. Esta é bastante compacta, sobretudo devido a presenca de lipideos de alto peso

molecular (acidos micolicos), o que a torna impermeavel a diversos compostos e que

justifica vérias das peculiaridades observadas nestas espécies bacterianas (Sousa et al.,
2016).

Figura 13: Parede celular de b.a.a.r.. MC: Membrana celular; PG: Peptidoglicano; AG:
Arabinogalactano; AM: Acidos micélicos (microscopia electronica) (fotografia cedida

pelo Prof. Doutor Jodo Carlos Sousa).

Os lipideos presentes neste tipo de parede celular (Figura 14) impossibilitam a coloracdo
de Gram, fazendo com que estas bactérias apenas possam ser observadas a microscopia
Optica com recurso a uma coloragdo mais energetica, a coloragéo de Ziehl-Neelsen (Sousa
etal., 2016).
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Figura 14: llustracdo da parede celular de bacilos alcool-acido-resistentes. OMP: Canal

de porina (adaptado de Brown et al., 2015).
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I11.  Mecanismo de acc¢éo dos antibidticos p-lactamicos

Os antibioticos B-lactamicos sdo conhecidos como antibioticos antiparietais, pois levam
a cabo a sua accdo na fase parietal da biossintese do peptidoglicano que, como referido
anteriormente, € o principal constituinte da parede celular bacteriana. A integridade desta
é essencial para manter a forma celular nos ambientes hostis a que é sujeita, sendo a
estabilidade osmotica da célula bacteriana assegurada por pequenas cadeias lineares de
aminoacgucares NAG e NAM produzidas no citoplasma da bactéria e transportadas,
através da membrana celular, até ao periplasma bacteriano, onde sdo incorporadas no
peptidoglicano em zonas especificas criadas pelas autolisinas bacterianas. Este processo
de substituicdo de fragmentos antigos por fragmentos mais recentes ocorre de forma
coordenada na auséncia de antibiéticos antiparietais devido a accdo, em conjunto, das
autolisinas, TPs, TGs e CPs situadas no folheto externo da membrana celular bacteriana,
essenciais para conferir rigidez a parede celular (Drawz e Bonomo, 2010; Sousa et al.,
2016).

Os antibioticos antiparietais reconhecem as enzimas TPs, TGs e CPs como alvos sendo
estas, por esse motivo, denominadas proteinas de ligacao a penicilina (PBPs, do inglés
“Penicillin-binding proteins”). Quando ligados as PBPs (Figura 15), os B-lactamicos
impedem a formacdo e maturacdo do peptidoglicano por acetilagdo do grupo serina
existente no centro activo do dominio TP das PBPs. Como a desacetilacdo ocorre de
forma lenta, a inactivacdo dos PBPs € virtualmente irreversivel, sendo suficiente para

impedir a proliferacdo bacteriana (Sousa et al., 2016).

transpeptidase (PBP)

Figura 15: Interaccdo entre o antibidtico B-lactdmico e a transpeptidase, originado um

complexo estavel e inactivo (retirado de Sousa et al., 2016).
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A molécula B-lactimica é estruturalmente semelhante a por¢do D-alanil-D-alanina do
pentapeptideo NAM (Figura 16), induzindo em erro as PBPs, que se ligam ao antibidtico
B-lactamico como se este fosse uma porgéo de peptidoglicano, formando um complexo
estavel que demite as PBPs da sua funcdo de realizar reaccGes de transpeptidacéo, para
além de descoordenar a sua ac¢cdo com as autolisinas, comprometendo e aumentando a

permeabilidade, originando a lise celular. (Drawz e Bonomo, 2010).

5 /\O H H "GDOH

Penicilina D-alanil-D-alanina

Figura 16: A analogia entre os antibioticos p-lactamicos (penicilina) e a D-alanil-D-
alanina (D-Ala-D-Ala) (adaptado de Zeng e Lin, 2013).

Esta accdo bacteriostactica, que consiste na interrupcdo da sintese da parede celular,
ocorre porque as PBPs possuem uma maior afinidade para o dominio TP (e, em parte,
para o0 dominio CP) dos B-lactdmicos em detrimento do seu substrato natural (D-alanina).
No entanto, sabe-se que estes antibioticos também possuem uma ac¢édo bacteriolitica por
activacdo do sistema autolitico, através da libertacdo para o exterior celular de acidos
lipoteicOicos responsaveis por inibir as autolisinas presentes na parede celular das
bactérias de Gram positivo e exacerbando, assim, a ac¢do das mesmas, originando a morte

celular (Sousa et al., 2016; van Langevelde et al., 1998).

Como salientado anteriormente, os alvos dos antibiéticos B-lactdmicos séo as PBPs
situadas no folheto externo na membrana celular. De modo a alcangé-las, estes
antibidticos necessitam de atravessar a parede celular bacteriana que, como referido,

difere bastante entre as bactérias de Gram positivo e as bactérias de Gram negativo, sendo
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essa travessia significativamente mais complexa nas ultimas, dada a presenca da

membrana externa que pode representar uma barreira de permeabilidade.

1. Proteinas de ligacdo a penicilina

As enzimas envolvidas na fase parietal da biossintese do peptidoglicano sdo as TPs, TGs
e CPs, designadas PBPs e situadas no folheto da membrana celular bacteriana. As PBPs
variam entre as diferentes bactérias e, para além de participarem na biossintese da parede
celular durante o crescimento bacteriano, também desempenham outras func¢des, como a
contribuicdo na formacao de septos parietais durante a divisdo celular, por ciséo binaria,
e também na septacdo especifica do processo esporulativo nas bactérias dos géneros
Bacillus e Clostridium. Admite-se que as p-lactamases bacterianas, maioritariamente com
serina no seu centro activo, consistam em emanacdes das PBPs, destacando-se o facto de
que a PBP tp47 de Treponema pallidum apresenta a dupla funcdo de intervir na
biossintese da parede celular e de actuar como B-lactamase contra a penicilina (Sousa et
al., 2016). Alias, esta capacidade da PBP tp47 de Treponema pallidum para exibir
actividade como B-lactamase pode até ser considerada uma espécie de quinto mecanismo

de resisténcia aos antibioticos B-lactamicos (Cha et al., 2004).

Por convencdo, as PBPs sdo denominadas com algarismos, organizados por ordem
decrescente dos respectivos pesos moleculares (por exemplo, PBP1a: 92 KDa; PBP 2: 66
KDa; PBP3: 60 KDa), sendo que cada espécie possui as suas PBPs especificas, passiveis
de visualizacdo por separacdo electroforética, em SDS-PAGE. Enquanto a maioria das
PBPs possuem um anico dominio de ligagdo a penicilina (PB, do inglés “Penicillin
Binding”) com actividade de TP (catalisando a formagdo de pontes peptidicas que fazem
a unido entre diferentes cadeias de glicanos do peptidoglicano), existem outras PBPs que
ndo s6 possuem um dominio PB, como também um dominio ndo PB (n-PB) com
actividade de glicosiltransferase (catalisando o crescimento de cadeias de glicanos no
peptidoglicano), denominadas PBPs bi-funcionais (por exemplo, a PBP2 nativa de S.
aureus). Assim, é seguro dizer-se que a sintese da cadeia NAG-NAM do peptidoglicano
ocorre no dominio TG das PBPs, enquanto as ligagcbes peptidicas que ligam o
peptidoglicano ocorrem no dominio TP das mesmas, mono ou bi-funcionais. Existem

ainda PBPs com actividade de CP que removem o ultimo radical D-alanina da cadeia
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pentaglicinica do precursor do peptidoglicano durante a biossintese da sua fase parietal.
Estas diferentes PBPs podem cooperar entre si, como se observa nas estirpes de MRSA
onde o PBP2a, sem dominio de glicosiltransferase, necessita da ac¢do de TG do PBP2
residente para obter resisténcia a meticilina. Alguns antibioticos demonstram uma
elevada afinidade para diversas PBPs, 0 que pode originar uma multiplicidade de efeitos
sobre a célula bacteriana (por exemplo, a cefotaxima possui grande afinidade para PBP1a
e PBP3 aumentando, assim, a sua eficacia). Assim, a associacdo dos antibioticos B-
lactdmicos a algumas (ou mesmo todas) PBPs, da 1 a 3, é essencial para obter a inibicéo
do crescimento bacteriano e a respectiva autolise (Figura 17), visto que as PBPs de
elevado peso molecular parecem ser vitais para as fungfes microbianas (Sauvage et al.,
2008; Sousa et al., 2016).

Figura 17: Lise de bactéria de Gram positivo induzida pela penicilina G (microscopia

electronica) (fotografia cedida pelo Prof. Doutor Jodo Carlos Sousa).
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IV.  Evolucéo dos antibidticos p-lactamicos

O sucesso clinico do primeiro B-lactamico, a penicilina G (benzilpenicilina), iniciou a
demanda pelo desenvolvimento de derivados adicionais. Esta procura deu origem aos f3-
lactdmicos utilizados, actualmente, na pratica clinica (penicilinas, cefalosporinas de
estreito e largo espectro, monobactamos e carbapenemos) que, apesar de ndo constituirem
um grupo homogéneo possuem, sem excep¢do, um anel B-lactdmico (Figura 18)
altamente reactivo na sua estrutura, constituido por quatro atomos. Infelizmente, as
resisténcias aos B-lactdmicos mediadas por B-lactamases emergiram como uma ameagca
clinica significativa a estes antibioticos. Em resposta a este desafio, foram delineadas duas
estratégias que visam preservar a utilidade dos p-lactdmicos: I) descobrir ou desenhar
antibiodticos B-lactamicos capazes de escapar a inactivacdo enzimatica realizada pelas p-
lactamases; ou Il) inibir as B-lactamases de modo a que os B-lactamicos consigam

alcancar o seu alvo, nomeadamente, as PBPs (Drawz e Bonomo, 2010).

NH
O

Figura 18: Estrutura quimica do anel p-lactdmico, centro farmacol6gico dos antibioticos
B-lactamicos (adaptado de Southgate, 1994).

Existem quatro mecanismos principais que conferem, as bactérias, resisténcia contra 0s
antibioticos p-lactdmicos: 1) a ja referida producdo de B-lactamases, que constitui o
mecanismo de resisténcia mais importante em bactérias de Gram negativo; II)
modificagdo das PBPs, o que pode diminuir a afinidade para os B-lactamicos e,
consequentemente, aumentar a resisténcia a estes agentes; I11) diminuicdo da expresséo
de OMPs, impermeabilizando a membrana externa; e 1V) expressédo de bombas de efluxo,
capazes de expulsar uma vasta gama de substratos do periplasma para o exterior da célula
bacteriana, diminuido a susceptibilidade das bactérias, principalmente as MDR de Gram

negativo (Drawz e Bonomo, 2010).
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1. Penicilinas

A descoberta da penicilina G (ou benzilpenicilina) modificou, por completo, o panorama
das doengas infecciosas, fazendo diminuir abruptamente a incidéncia de mortalidade
associada a diversas infeccdes como pneumonias, sifilis e gonorreia. E constituida por
um anel B-lactamico com trés atomos de carbono e um de nitrogénio (azeto), fundido com
um anel tiazolidina, contendo uma cadeia lateral (R) com repercussdoes na sua
farmacocinética e farmacodindmica (Figura 19). Exemplo disso sdo algumas das
limitacGes apresentadas, como o reduzido espectro de actividade, a hidrdlise pela acidez
do estdbmago (limitante da sua utilizacéo oral), a rapida eliminacdo da corrente sanguinea
(por excrecdo urindria), a susceptibilidade as B-lactamases e a possibilidade de, em alguns
doentes, desencadear fendmenos de hipersensibilidade (Sousa et al., 2016).
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Figura 19: Estrutura quimica da penicilina G (adaptado de Perez-Inestrosa et al., 2005).

i. Penicilinas naturais

Os sais hidrossoluveis de penicilinas naturais (penicilina G ou benzilpenicilina) podem
ser administrados por via intramuscular ou, em alternativa, por via intravenosa,
permitindo a obtencdo de concentra¢fes sanguineas mais elevadas. Contudo, dada a
rapida excrecdo da penicilina G, houve necessidade de recorrer a processos que
retardassem a sua eliminagdo por via renal. A adicdo de certas aminas a benzilpenicilina
da lugar a complexos insoluveis que se utilizam na terapéutica para retardar a absorcéo,
apos administracao intramuscular, tais como os formados com a procaina, com clemizol
ou com benzatina. Apés a administragdo das penicilinas insoluveis, as concentragdes de
penicilina G no sangue sdo baixas mas mantidas por mais tempo, sendo utilizadas no

tratamento de infecgbes por microorganismos muito sensiveis, como S. pyogenes e
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Treponema pallidum, sendo que a concentracdo serica deve permanecer acima de 0,03

pg/ml, de modo a revelar eficacia (Sousa et al., 2016).

No entanto, desde a década de 50, a maioria das estirpes de S. aureus sao resistentes a
penicilina G, por hidrélise da ligacdo amida do anel B-lactiamico mediada por B-
lactamases (penicilinases) plasmidicas, como se verifica na Figura 20 (Silva e Lincopan,

2012). Foi, assim, imperativo a criagdo de alternativas terapéuticas.
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Figura 20: Modo de accio de uma serina-B-lactamase. E possivel observar a hidrélise da
ligacdo amida do anel B-lactdmico, induzindo a inactiva¢do do antibidtico (originando o

peniciloato inactivo) (adaptado de Silva e Lincopan, 2012).

ii. Penicilinas semi-sintéticas

O acontecimento precursor do desenvolvimento das penicilinas semi-sintéticas, um dos
grupos de antibiéticos mais utilizados na pratica clinica, foi a descoberta do &cido 6-
aminopenicilanico (6-APA), em destaque na Figura 21 (Rolinson e Geddes, 2007).
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Figura 21: Estrutura quimica do 6-APA. Obtido por ruptura da molécula da penicilina G

na posigdo 6-amino, através de amidases (adaptado de Perez-Inestrosa et al., 2005).
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Apds a obtencdo do 6-APA foi possivel introduzir, no seu grupo amina, novos radicais
que causam o impedimento estérico a volta da ligacdo amida do anel B-lactamico,
impedindo a sua hidrolise por B-lactamases estafilococicas, ao contrario do que ocorre
com a penicilina G. Este é o caso das isoxazolilpenicilinas (Figura 22), da meticilina e da
nafcilina, que exibem actividade contra estirpes de S. aureus produtoras de penicilinases
(Sousa et al., 2016).
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Figura 22: Estrutura quimica das isoxazolilpenicilinas (adaptado de Innovative Solution,
2010).

No entanto, e volvidos apenas dois anos apds a introducdo da meticilina na pratica clinica
surgem, no Reino Unido, os primeiros relatos de estirpes de MRSA resistentes a todos 0s
B-lactdmico conhecidos até entdo, estirpes essas que ndo tardaram a propagar-se pelo
mundo (Enright et al., 2002; Moellering, 2012). Ao contrario do que sucede na resisténcia
a penicilina, maioritariamente devida a producdo de pB-lactamases, a resisténcia a

meticilina tem origem na aquisi¢cdo de genes que codificam uma PBP Unica, designada
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PBP2a ou PBP2’, responsavel pela diminuicdo da afinidade da bactéria para os B-
lactdmicos e pela catélise da sintese de parede celular, mesmo na presenca de penicilinas
antiestafilococicas. Os genes que codificam a PBP2a sdo denominados mecA e, ao
contrario do que sucede nas PBPs de outras bactérias, que consistem em ADN nativo e
ADN proveniente de outras espécies naturalmente resistentes, sdo adquiridos de forma
inata (Moellering, 2012). Estudos mais recentes demonstram ainda que a resisténcia a
meticilina por parte das bactérias da familia Staphylococcaceae é conferida ndo sé por

mecA mas também pelos seus genes homaélogos, mecB e mecC (Becker et al., 2014).

A solucéo encontrada foi o recurso a vancomicina. Também descoberto na década de
1950, este antibidtico glicopéptideo foi, inicialmente, preterido face as penicilinas
consideradas, na altura, mais seguras e, possivelmente, mais eficazes. A vancomicina tem
sido um aliado importante no combate as infeccbes por MRSA nos altimos 50 anos
(Moellering, 2012). Ainda assim, e ap0s décadas de uso sistematico em ambiente
hospitalar, surgem as primeiras estirpes de S. aureus e de Enterococcus spp. resistentes a
este etiotropo. O aparecimento de estirpes de Enterococcus faecium resistentes a
vancomicina (VRE, do inglés “Vancomycin-resistant Enterococcus”) na década de 1980
e, mais recentemente, de estirpes de S. aureus resistentes a vancomicina (VRSA, do inglés
“Vancomycin-resistant Staphylococcus aureus”) despoletaram a necessidade de
introduzir novos antibi6ticos no armamento terapéutico (Sousa et al., 2016). De entre 0s
antibidticos mais recentemente introduzidos na pratica clinica destacam-se as
cefalosporinas de 52 geracéo, ceftarolina e ceftobiprole, e antibidticos nao B-lactamamicos
como a linezolida, daptomicina, tigeciclina e estreptograminas (Moellering, 2012; Sousa
etal., 2016).

Contudo, a utilidade da semi-sintese de penicilinas a partir do 6-APA ndo se resume a
obtengdo de penicilinas mais resistentes as B-lactamases bacterianas, mas também a
melhoria de outros pontos fracos da penicilina G. Por exemplo, a natureza anionica da
benzilpenicilina confere-lhe fraca actividade contra bactérias de Gram negativo, devido a
dificuldade em permear os canais porina existentes na membrana externa das mesmas.
Com a introducdo de um grupo amina na posicao 6 da molécula anionica da penicilina G
(gerando as aminopenicilinas) este problema foi ultrapassado, visto que a sua carga foi

neutralizada pelo grupo amina introduzido (Figura 23), originando uma molécula
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zwitterionica que facilmente permeia os canais porina das bactérias de Gram negativo.
Assim, em 1963, estava encontrado o primeiro -lactamico com actividade significativa
contra bacilos de Gram negativo, ao qual se deu o nome de ampicilina. A partir desta
molécula surgiram também, por sintese quimica, pro-farmacos (tais como hetacilina,
bacampicilina, pivampicilina e talampicilina) inactivos in vitro mas passiveis, in vivo, de
hidrdlise com libertacdo da ampicilina activa, apresentando melhor absorcéo oral e fraca
destruicdo da flora autéctone intestinal, o que conduz a menos efeitos secundarios a nivel

gastrointestinal (Sousa et al., 2016).
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Figura 23: Estrutura quimica da molécula anionica da penicilina G (A) e das
aminopenicilinas, ampicilina (B) e amoxicilina (C). A carga eléctrica neutra apresentada
por B e C facilita a difusdo através das OMPs (adaptado de Sousa et al., 2016).

Lamentavelmente, e apenas dois anos apos a introducdo da ampicilina na pratica clinica,
foi identificada uma estirpe de E. coli que lhe apresentava resisténcia devido a producao
de uma B-lactamase, designada TEM-1 (com origem no nome Temoniera, paciente grega
onde foi encontrada) (Samaha-Kfoury e Araj, 2003; Song et al., 2005). Apesar de
originalmente encontradas em E. coli, este tipo de pB-lactamase ndo tardou a propagar-se
para outras bactérias (Samaha-Kfoury e Araj, 2003). De modo a contornar este problema
de resisténcia bacteriana a industria criou associacGes de aminopenicilinas a compostos
que as protegem da hidrolise por parte das p-lactamases (Tabela 1), como o acido
clavulanico (1970), o sulbactam (1978) e o tazobactam (1980). Estes compostos, que
partilham uma estrutura similar a da penicilina, sdo inibidores das p-lactamases

aumentando, assim, a eficacia das aminopenicilinas (Drawz e Bonomo, 2010).
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Tabela 1: B-lactamases segundo a classificacdo de Ambler (adaptado de Toussaint e
Gallagher, 2015).

Tipo Classe Caracteristicas Exemplos
[-lactamases de A Hidrolisam a penicilina; Penicilase
espectro reduzido produzidas principalmente por | estafilocécica,
Enterobacteriacea TEM-1, TEM-
2, SHV-1
[-lactamases de A Hidrolisam B-lactamicos de SHV-2, CTX-
espectro alargado espectro reduzido e alargado | M-15, PER-1,
VEB-1
Serina-carbapenemases A Hidrolisam carbapenemos KPC-1, IMI-1,
SME-1
Metalo-p-lactamases B Hidrolisam carbapenemos VIM-1, IMP-
1, NDM-1
Cefalosporinases C Hidrolisam cefamicinas e AmpC, P99,
alguns oximino-p-lactdémicos; | ACT-1, CMY-
induziveis; mediadas 2, FOX-1,
cromossomicamente MIR-1
Enzimas do tipo OXA D Hidrolisam oxacilinas, Enzimas OXA
oximino-B-lactamicos e
carbapenemos; produzidas por
P. aeruginosa e A. baumannii

E de salientar que as aminopenicilinas ndo demonstram actividade em Pseudomonas
aeruginosa, pois esta apresenta um baixo ndmero e tipos particulares de canais porina.
Os avancos na area da quimica permitiram a introducéo, na posicao 6 da benzilpenicilina,
de um grupo carboxilo, ureido ou piperazina originando, respectivamente, as
carboxipenicilinas (carbenicilinas e ticarcilinas), as ureidopenicilinas (azlocilina e
mezlocilina) e a piperacilina, todas com razoavel actividade contra Pseudomonas spp.,
sendo comum, no entanto, a sua associagcdo com inibidores de p-lactamases, tal como
sucede nas penicilinas naturais e nas aminopenicilinas. J& a introducdo, na posicéo 6, de
um grupo metoxi deu origem a temocilina, que demonstra actividade contra bactérias de
Gram negativo produtoras de p-lactamases de largo espectro, mas sem actividade contra

P. aeruginosa (Sousa et al., 2016).
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2. Cefalosporinas

Questionando-se sobre o motivo pelo qual a febre tiféide era menos virulenta na sua
cidade, e apds diversas hipdteses descartadas, o italiano Giuseppe Brotzu decide, em
1945, analisar uma amostra de 4gua dos esgotos que drenavam para uma baia onde, apesar
de muitos jovens nadarem regularmente, ndo existiam relatos de febre tiféide associada
aos banhos. Como resultado, isola um fungo produtor de uma substancia eficaz contra
bactérias de Gram negativo (a Salmonella spp., como todas as bactérias da familia
Enterobacteriacea, € uma bactéria de Gram negativo), denominado Cephalosporium
acremonium (actualmente conhecido por Acremonium chysogenum). Contudo, nédo
dispunha de meios para continuar os seus estudos e decide enviar a cultura do fungo e

uma cdpia dos seus resultados para Oxford (Mufiiz et al., 2007).

O primeiro antibiotico a ser detectado, purificado por Burton e Abraham, foi designado
cefalosporina P. Esta s6 exibia actividade em bactérias de Gram positivo, ficando
excluida a hipotese de se tratar do mesmo composto originalmente descrito por Brotzu.
Contudo, na fase aquosa remanescente da extracgdo anterior encontrou-se uma nova
substancia. Esta foi denominada cefalosporina N (ou penicilina N, devido as semelhancas
estruturais), pois demonstrava-se activa contra bactérias de Gram negativo (além de
alguma actividade contra bactérias de Gram positivo) consistindo, indubitavelmente, na
mesma substancia isolada por Brotzu (Abraham, 1987). Mais tarde, em 1953, durante a
realizacdo de estudos sobre a natureza quimica da cefalosporina, Guy Newton e Edward
Abraham descobrem, nos caldos de cultura de Cephalosporium acremonium, um segundo
antibidtico hidrofilico com alargado espectro de actividade, o qual designaram de
cefalosporina C. E através desta que se obtém o acido 7-aminocefalosporanico (7-ACA),
representado na Figura 24 e precursor de diversas cefalosporinas semi-sintéticas (Mufiiz
et al., 2007).
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Figura 24: Estrutura quimica do 7-ACA. Obtido através da cefalosporina C, por accao
de amidases (adaptado de Conti et al., 2015).

As cefalosporinas, ao contrério do que se verifica nas penicilinas, apresentam dois
radicais principais, R1 e Rz (Figura 25), permitindo a sintese de uma grande variedade de
moléculas com diferentes propriedades farmacocinéticas e espectros de actividade,
sucessivamente classificadas por geracoes e respectivas particularidades. Alteracdes no
radical R: influenciam, geralmente, o espectro de actividade antibacteriana, enquanto
alteracbes em R> intervém, maioritariamente, nas propriedades farmacocinéticas. Por
exemplo, a presenca de radicais inorganicos em R restringe certas cefalosporinas de 12
geracdo a um uso por via oral, enquanto a presenca de radicais organicos nessa mesma
posicdo permite que sejam usadas por via parentérica (Marshall e Blair, 1999; Sousa et
al., 2016). Além disso, o facto de a cefalosporina C apresentar uma toxicidade comparavel
a da penicilina mantendo, ainda assim, a capacidade de exercer a sua actividade na
presenca de B-lactamases estafilocOcicas tornava a sua exploragdo bastante desejavel
(Abraham, 1987).
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Figura 25: Estrutura quimica basica das cefalosporinas (em destaque os dois radicas R e

0 nucleo cephem) (adaptado de Harrison e Bratcher, 2008).
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i. Cefalosporinas de 12 geracao

A analogia com as penicilinas naturais era, por vezes, bastante frutifera na busca por
cefalosporinas com importancia clinica. Tendo em conta que a actividade da
benzilpenicilina era muito superior a verificada na penicilina N (pelo menos contra
bactérias de Gram positivo), era expectavel que a ligacdo ao 7-ACA por uma cadeia
lateral semelhante & encontrada na benzilpenicilina originasse cefalosporinas mais
activas. Adicionalmente, visto que a cefalosporina C era resistente a hidrolise por -
lactamases estafilocOcicas apesar de, na sua estrutura, possuir a mesma cadeia lateral N-
acil encontrada na penicilina N (susceptivel a hidrolise), era de esperar que a sua
estabilidade estivesse associada ao nucleo. Seria, entdo, provavel que as cefalosporinas,
independentemente das diferencas nas cadeias laterais, partilhassem esta caracteristica
(Abraham, 1987).

Essas expectativas confirmaram-se, na década de 1960, pela cefalotina, a primeira
cefalosporina com uso clinico extensivo. Seguiu-se a cefaloridina, onde o grupo acetoxi
da cefalotina, presente em C-3, foi substituido por um grupo piridina, mais estavel contra
esterases, com o0 objectivo de impedir a conversdo desta na menos activa
desacetilcefalotina. A cefaloridina também se revelou menos dolorosa que a cefalotina
quando administrada por via intramuscular. Contudo, estas vantagens acarretaram custos,
nomeadamente, uma menor resisténcia contra B-lactamases estafilococicas e uma
tendéncia para a nefrotoxicidade em doses elevadas. Ainda assim, a presenca de um grupo
estavel contra esterases em C-3 foi uma pratica comum nas cefalosporinas semi-sintéticas

subsequentes, como é o caso da cefazolina (Abraham, 1987; Marshall e Blair, 1999).

No entanto, a l6gica da analogia estrutural e respectivas propriedades ndo se verificou
quando se tentou assemelhar as anteriores cefalosporinas C a penicilina V' (bem absorvida
intestinalmente). Foi a cefalexina, com um grupo D-a-aminobenzil na sua cadeia lateral
(como também se verifica na ampicilina) e um grupo metil em substituicdo do grupo
acetoximetil em C-3, a primeira a obter resultados clinicos, apresentando uma elevada
concentra¢do sanguinea quando administrada oralmente. Seguiram-se a cefradina e o

cefradoxilo (Figura 26). Estas cefalosporinas demonstravam grande actividade contra
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inimeras bactérias de Gram positivo, como estafilococos, para aléem de uma actividade

moderada contra algumas bactérias de Gram negativo (Abraham, 1987).
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Figura 26: Exemplos de cefalosporinas de 12 geracdo (adaptado de Perez-Inestrosa et al.,
2005).

ii. Cefalosporinas de 22 geracéo

Na decada de 1970, face a crescente necessidade de encontrar alternativas mais eficazes
perante infecgBes por bactérias de Gram negativo, foram sintetizadas novas
cefalosporinas com actividade contra bactérias que demonstravam resisténcia as suas
antecessoras (Abraham, 1987). Apesar de apresentarem uma menor actividade face a
bactérias de Gram positivo (tendéncia que, em geral, se vai verificando ao longo das
sucessivas geracdes), devido a menor afinidade para as suas PBPs, as cefalosporinas de
22 geracdo exibem grande diversidade de espectro de ac¢do antibacteriana sobre bactérias
de Gram negativo, 0 que se deve a estrutura quimica dos radicais Rz presentes nas diversas
moléculas. A presenca de grupos amina nesta posicao (cefaclor, cefeprozil) permite uma
melhor difusdo através dos canais porina na membrana externa bacteriana. Na posicdo 7-
a, a presenca de um grupo metoximino (C=NOCHs3), como se verifica na cefuroxima
(Figura 27), protege estericamente o anel B-lactdmico da degradacdo por p-lactamases
plasmidicas de estreito espectro (por exemplo, penicilases TEM-1). As cefamicinas
(cefoxitina e cefotetan) com um grupo o-metoxi na posi¢do 7-a apresentam, por isso, boa
actividade contra anaerobios estritos e contra Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs
(Abraham, 1987; Sousa et al., 2016).
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Figura 27: Protecgdo do anel B-lactamico da acg¢dao das B-lactamases por impedimento

estérico numa cefalosporina de 22 geracdo (cefuroxima) (adaptado de Sousa et al., 2016).

iii. Cefalosporinas de 32 geracéo

Diversos compostos, providos de um espectro de actividade mais alargado contra
bactérias de Gram negativo, foram sintetizados no final da década de 1970. Esta
caracteristica surgiu, provavelmente, devido a combinacdo de determinados factores, tais
como a elevada resisténcia a B-lactamases, a capacidade de penetrar o envelope celular e
a grande afinidade para enzimas alvo na membrana da célula. O aumento de actividade
contra bactérias de Gram negativo em algumas destas cefalosporinas (cefotaxima,
cefmenoxina, ceftizoxima e ceftazidima) pode ser atribuido a sua cadeia lateral N-acil,
produzida por engano durante a tentativa de sintese de 7-B-cetoacilaminocefalosporina
(Abraham, 1987). A introducédo da referida cadeia (grupo metoximino no carbono 7-f)
aumentou a resisténcia destas moléculas a algumas B-lactamases, excepto frente a ESBLS,
AmpC (cefalosporinase codificada cromossomicamente) e carbapenemases. As
cefalosporinas de 3?2 geracdo (Figura 28) sdo activas contra a maioria das estirpes de Gram
negativo resistentes as cefalosporinas de 12 e 22 geracdo, sendo que a ceftazidima e a
cefoperazona sdo as Unicas com actividade contra P. aeruginosa. O radical
metiltiotetrazol da cefoperazona (também presente na cefalosporina de 22 geragdo
cefamandol) causa o efeito dissulfiram quando esta é administrada a pacientes que
ingerem alcool. O antibidtico moxalactama (1-oxa-p-lactama) apresenta um atomo de
oxigenio em vez de enxofre no seu anel dihidrotiazina, a semelhanca das cefalosporinas,
o que Ihe confere actividade contra Pseudomonas spp. e Bacteroides fragilis. De salientar

que, apesar da baixa actividade contra bactérias de Gram positivo, as cefalosporinas de 3?
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geracdo (excepto ceftazidima) possuem actividade contra S. aureus susceptiveis a
meticilina (MSSA, do inglés “Methicillin-sensitive Staphylococcus aureus”) e que, a
maioria delas, sdo destinadas a administracdo parentérica, salvo algumas excepgoes,

administradas por via oral (Sousa et al., 2016).
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Figura 28: Exemplos de cefalosporinas de 3% geracao (adaptado de Sanders, 1993).

iv. Cefalosporinas de 42 geracao

As cefalosporinas de 42 geracdo possuem uma actividade antibacteriana comparavel as
cefalosporinas de 32 geracdo, actuando contra bactérias de Gram negativo mas sendo, no
entanto, mais estaveis a p-lactamases AmpC (Sousa et al., 2016). Para além de serem
compostos idnicos bipolares, a cefepime e a cefepirona apresentam, na posi¢do C-3, um
radical aménio quaternério carregado positivamente, tornando-as moléculas zwitterionica
(anfotéricas) e facilitando, assim, a sua difusdo através das OMPs na membrana externa
das bactérias de Gram negativo, conferindo-lhes boa actividade contra as mesmas,
incluindo P. aeruginosa. As cefalosporinas de 42 geracdo sdo usadas no tratamento de
infeccBes moderadas a severas, sendo antibidticos de uso exclusivamente hospitalar
(Fung-Tomc, 1997; Sousa et al., 2016).

Estudos in vitro indicam que o desenvolvimento de resisténcia a cefalosporinas de 42
geracdo € mais lento do que o verificado em cefalosporinas de 3?2 geragéo. Esta resisténcia
é, geralmente, uma combinacdo de hiperproducdo de B-lactamases cromossomais,
aquisicdo de ESBLs mediada por plasmideos e deficiéncias nas OMPs (Fung-Tomc,
1997). Tendo em conta que as cefalosporinas de 42 geracdo (Figura 29) partilham das
caracteristicas das oximinocefalosporinas de 2% e 3% geracdo, depreende-se que néo
escapam & hidrolise por ESBLs e carbapenemases. A semelhanca das outras
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cefalosporinas, também néo possuem actividade contra MRSA, Enterococcus spp. e
grande parte das bactérias de Gram positivo. O facto de ndo serem indutoras da producéo
de cefalosporinases (B-lactamases do tipo AmpC) permite que as cefalosporinas de 42
geracdo possuam melhor actividade contra as espécies que produzam naturalmente as
mesmas (apenas ndo actuam no caso de estirpes detentoras do gene blaAmpC

desreprimido ou em plasmideos)(Sousa et al., 2016).
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Figura 29: Exemplos de cefalosporinas de 42 geracédo (adaptado de Grayson et al., 2010).

v. Cefalosporinas de 52 geracao

Duas novas cefalosporinas foram, recentemente, introduzidas no armamento terapéutico:
ceftarolina e ceftobiprole (Figura 30). Estas apresentam uma grande afinidade para as
PBP2a de MRSA, sendo também mais activas que penicilina, cefotaxima e ceftriaxona
contra estirpes de Streptococcus pneumoniae MDR. (Moisan et al., 2010). A
responsabilidade pela actividade anti-MRSA deve-se ao anel 1,3-tiazol ligado ao nucleo
na posicdo 3 e ao grupo oximino em C7, sendo de destacar o alargado espectro de
actividade contra bactérias de Gram positivo quando comparadas com as restantes
cefalosporinas conhecidas (Laudano, 2011). Por outro lado, a actividade contra bactérias
de Gram negativo é semelhante a das oximinocefalosporinas de outras geragdes, sendo
inactivadas por B-lactamases plasmidicas de largo espectro e carbapenemases, para além
de ndo apresentarem actividade contra estirpes desreprimidas na producdo de f-
lactamases AmpC ou produtoras de AmpC plasmidicas. De modo a expandir a actividade
da ceftarolina contra estirpes de Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs encontra-se
actualmente em estudo a sua associacao ao avibactam, um inibidor de serina-pB-lactamases

sem estrutura 3-lactdmica (Sousa et al., 2016).
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Figura 30: Estrutura quimica da ceftarolina e do pro-farmaco ceftobiprole medocaril

(porcéo do pro-farmaco em destaque) (adaptado de Jones et al., 2016).

vi. Cefalosporinas em estudo

A emergéncia de resisténcias bacterianas em patogénicos comuns tem-se tornado um
assunto de extrema importancia na pratica clinica, especialmente em bactérias de Gram
negativo, como Enterobacteriaceae produtoras de ESBLS e P. aeruginosa, devido a
elevada morbilidade e mortalidade associadas a estas infecces. No entanto, a quantidade
de novos produtos antimicrobianos em desenvolvimento parece ser limitado. A nova
oximinocefalosporina em estudo, denominada ceftolozane, demonstra uma elevada
actividade contra P. aeruginosa MDR e Enterobacteriaceae produtoras de ESBLs ou
AmpC, principalmente quando associada ao tazobactam, um inibidor de B-lactamases que
potencia a sua acgao, sugerindo que se trata de uma potencial associacdo no combate a
infeccOes por bactérias de Gram negativo de dificil tratamento (Craig e Andes, 2013;
Miller et al., 2012). O ceftolozane demonstra ainda um baixo potencial para induzir
convulsdes, ao contrario do que se verifica com o FK518, o seu antecessor sintético que,
apesar de apresentar uma grande actividade anti-pseudomonas, também confere um
elevado potencial de induzir convulsdes em ratinhos. Assim, o ceftolozane (Figura 31)
possui um equilibrio ideal entre a actividade contra bactérias P. aeruginosa produtoras de
B-lactamases AmpC e, simultaneamente, o mais baixo potencial de indugdo de

convulsdes, mesmo quando comparado com ceftazidima e cefepime (Zhanel et al., 2014).
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Figura 31: Relacdo estrutura-actividade do cetfolozane, uma nova cefalosporina em
estudo (adaptado de Zhanel et al., 2014).

A aquisicdo de genes de ESBLs que induzem a inactivagao das oximinocefalosporinas da
28 4 5% geracdo originou uma grande utilizagdo terapéutica dos -lactdmicos
carbapenemos. Estes, por sua vez, conduziram a seleccdo de isolados clinicos bacterianos
produtores de B-lactamases carbapenemases (inactivadoras de praticamente todos os f-
lactdmicos). A solucéo tem passado pela criagdo de novos inibidores de B-lactamases com
uma estrutura quimica ndo B-lactamica (por exemplo, o ja referido avibactam) que serdo
utilizados na terapéutica em associacdo com as oximinocefalosporinas de 32 a 52 geracéo.
A associacdo de ceftazidima com avibactam revelou-se auspiciosa, revelando forte
actividade contra estirpes de K. pneumoniae produtoras de ESBLs e AmpC, sendo que
estirpes de P. aeruginosa produtoras de AmpC, resistentes a ceftazidima em monoterapia,
também manifestaram susceptibilidade a associacdo de ceftazidima com avibactam
(Sousa et al., 2016).

36



Novos antibidticos antiparietais

3. Monobactamicos

Os monobactamos (Figura 32) sdo uma nova classe de pB-lactamicos caracterizados por
apresentarem, na sua estrutura, um anel B-lactimico monociclico (em oposi¢do as
penicilinas e cefalosporinas, que apresentam uma estrutura biciclica). O dnico
monobactamo usado na terapéutica € o aztreonamo, que possui um acido sulfénico no
nitrogénio da posi¢do N-1 responsavel por activar o anel B-lactdmico e, assim, auxiliar na
acetilacdo das TPs responsaveis pela sintese da parede celular bacteriana. Apesar de ndo
demonstrar actividade contra bactérias de Gram positivo e anaerobias estritas, o
aztreonamo € bastante activo contra a maioria das bactéria de Gram negativo aerdbias,
incluindo P. aeruginosa, apresentando um espectro de actividade comparavel as
cefalosporinas de 32 geracdo e a gentamicina, sendo também resistentes a algumas -
lactamases, excepto a ESBLs (Hellinger e Brewer, 1999). Detem ainda a particularidade
de ser activo contra bactérias produtoras de metalocarbapenemases, também
denominadas metalo-B-lactamases (MBLs). Além dos monobactamos, também as
nocardicinas pertencem a classe dos B-lactdmicos monociclicos dotados de actividade
antibacteriana. Porém, ndo sdo utilizadas na terapéutica. Em estudo encontra-se a
associacdo do avibactam ao aztreonamo, para além da sintese de novas moléculas
estruturalmente semelhantes a este dltimo, como é o caso do monosulfactam
(presentemente designado BAL30072) que, quando associado ao meropenemo, apresenta
boa actividade contra P. aeruginosa, Burkolderia cepacia, Enterobacteriaceae
produtoras de MBLs e Acinetobacter spp. ndo produtoras de determinadas oxacilinases
(OXAs), nomeadamente a OXA-58 (Drawz et al., 2014; Sousa et al., 2016).
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Figura 32: Estrutura quimica do aztreonamo, o Unico monobactamo utilizado na
terapéutica, e do BAL30072 (adaptado de Drawz e Bonomo, 2010).
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4. Carbapenemos

Os carbapenemos fazem parte da “dltima linha de defesa” contra patogénicos MDR. Um
namero crescente de evidéncias sugere que os carbapenemos sao eficazes ndo so pelo seu
espectro alargado de actividade antibacteriana mas também pelos seus mdltiplos
mecanismos de inibicdo das B-lactamases. Meropenemo, imipenemo, ertapenemo e
doripenemo (Figura 33) s&o, ndo raras vezes, reservados as infeccdes por Gram negativo
de mais dificil tratamento, sendo também bastante eficazes contra bactérias de Gram
positivo (Drawz e Bonomo, 2010). Actuam como ‘“‘substratos lentos”, possuindo uma
grande afinidade para as TPs e CPs bacterianas responsaveis pela sintese da parede celular

baseada em peptidoglicano (Watkins et al., 2013).

COOH

Imipenemo

Ertapenemo Doripenemo

Figura 33: Exemplos de carbapenemos actualmente utilizados na terapéutica (adaptado

de Drawz e Bonomo, 2010).
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Estudos conduzidos nos primeiros carbapenemos demonstram que o &tomo de carbono
presente em C-1 (no lugar do &tomo de S) desempenha um papel importante na poténcia
e espectro dos mesmos, para além de influenciar a sua estabilidade contra as B-lactamases.
Sabe-se também que a poténcia e a estabilidade destes sdo auxiliadas pelo grupo
hidroxietil com configuracdo R, estrategicamente posicionado na cadeia lateral R> (C-8),
e pela configuracéo trans em C-5 e C-6. Carbapenemos com um grupo pirrolidina em Ry,
juntamente com outras aminas ciclicas, possuem um espectro antimicrobiano mais
alargado (Bonfiglio et al., 2002; Papp-Wallace et al., 2011).

Estes antibidticos apresentam um largo espectro de actividade devido a um vasto conjunto
de factores, tais como a sua excelente penetracdo através dos canais de porina especificos,
a sua boa estabilidade frente a diversas p-lactamases, o facto de se tratarem de moléculas
zwitterionicas e a capacidade que possuem de efectuar uma forte ligacdo a PBPs
essenciais. Resistem a hidrdlise por parte da maioria das p-lactamases da classe A, C e D
de Ambler sendo, no entanto, inactivadas por serino- e metalo-p-lactamases, designadas
carbapenemases (classe A e B de Ambler). Alids, a excepcdo do aztreonamo, nenhum
antibidtico B-lactdmico inibe as MBLSs, nem mesmo o0s novos inibidores de p-lactamases,
0 que constitui um problema global de salde publica. As MBLs estdo munidas da
capacidade de se disseminarem rapidamente para outras estirpes através de elementos
genéticos moveis, como se verificou com as estirpes de E. coli produtoras de NDM-1 (do

inglés New Dheli Metallocarbapenemases) (Sousa et al., 2016).

O imipenemo inactiva as PBPla, PBP1b e PBP2, demonstrando uma rapida accao
bacteriolitica em E. coli, sem prévia filamentacédo celular, dada a sua reduzida afinidade
para as PBP3 (tal como a ceftazidima). Assim, evita a libertacdo de endotoxinas (LPS)
em tratamentos por infeccdes de Gram negativo, ndo agravando a endotoxemia durante o
tratamento, como ja referido anteriormente (Sousa et al., 2016). Apesar do alargado
espectro de actividade contra bactérias aerdbias e anaerdbias de Gram positivo e negativo,
os carbapenemos nao apresentam actividade contra VRE, MRSA, Stenotrophomonas
maltophilia, Burkholderia cepacia e Clostridium difficile. Em P. aeruginosa a acc¢ao
difere, pois o ertapenemo ndo apresenta actividade contra esta estirpe, contrariamente ao

imipenemo, meropenemo e doripenemo. Este dltimo demonstra propriedades
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semelhantes as do meropenemo, apesar de a sua actividade in vitro contra P. aeruginosa

aparentar ser mais potente (Zhanel et al., 2007).

Novos carbapenemos estdo em vias de ser introduzidos na prética clinica com o objectivo
de serem utilizados isoladamente ou em associa¢do com inibidores de [B-lactamases,
encontrando-se nas fases finais de ensaios clinicos (Figura 34). E o caso do faropenemo,
do biapenemo (e do biapenemo associado ao vaborbactam), do razupenemo e do
imipenemo associado a MK-7655. O biapenemo é dotado de caracteristicas
farmacodindmicas capazes de o fazer atingir elevadas concentracbes nos pulmdes,
tornando-o uma boa escolha para o tratamento de infeccBes pulmonares (apresenta, no
entanto, as limitagdes dos carbapenemos contra as infecgdes por estirpes produtoras de
carbapenemases, estando em estudo a sua associa¢ao ao inibidor de P-lactamases
vaborbactam, de modo a aumentar o seu espectro de actividade). Também em fase de
estudo, o razupenemo é um metil-carbapenemo com novas caracteristicas ndo observadas
nos outros carbapenemos, revelando boa actividade contra MRSA e E. faecium, dada a
sua elevada afinidade para as PBP2a e PBP5 (perdeu, ainda assim, algumas
caracteristicas, como a actividade contra P. aeruginosa, parecendo também mais
vulneravel que o imipenemo ou ertapenemo contra bactérias desreprimidas na producéo
de AmpC) sendo, a semelhanca dos outros carbapenemos, susceptivel as carbapenemases
(Sousa et al., 2016; Watkins et al., 2013).

Em estudo encontra-se também o LK-157, um novo carbapenemo triciclico capaz de
restaurar a eficacia dos B-lactdmicos contra inumeras estirpes bacterianas de Gram
negativo produtoras de ESBLs da classe A de Ambler, excluindo cefotaximase (CTX-M)
e KPC (do inglés “Klebsiella pneumoniae carbapenemase”), bem como B-lactamases da

classe C, apresentando ainda uma absorcdo oral apreciavel (Watkins et al., 2013).
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Figura 34: Estrutura quimica de alguns dos carbapenemos em estudo, nomeadamente o
biapenemo e, com estrutura triciclica, 0 LK-157 (adaptado de Papp-Wallace et al., 2011).

Recentemente, constatou-se que os compostos do tipo captopril (utilizados como anti-
hipertensores) inibem véarias MBLs, incluindo a NDM-1. Estes compostos de tiol
possuem uma forte accdo quelante sobre os ides Zn**, presentes no centro activo das

MBLs inactivando, assim, as mesmas (Sousa et al., 2016).

5. Inibidores de p-lactamases com estrutura p-lactamica

De modo a contrariar a pouca eficacia terapéutica revelada pelas aminopenicilinas face a
hidrélise provocada pelas pB-lactamases produzidas por diversas espécies bacterianas, a
indUstria focou-se na pesquisa de compostos capazes de bloquear a accdo das mesmas.
Assim, foram criadas moléculas p-lactamicas desprovidas de actividade antimicrobiana,
mas com a peculiaridade de se ligarem quimicamente as B-lactamases, inibindo
irreversivelmente a sua accdo hidrolitica (Figura 35). O tratamento das infeccdes
utilizando a associagéo destes inibidores com aminopenicilinas ou cefalosporinas permite
que estas recuperem a sua actividade antibacteriana perante estirpes produtoras de
determinadas p-lactamases plasmidicas. Estas sdo bloqueadas pelo inibidor permitindo,
assim, que a penicilina ou cefalosporina usada em associa¢do permaneca apta para exercer
a sua actividade bactericida sobre a bactéria. O acido clavulénico, tal como outros
inibidores de p-lactamases posteriormente descobertos, como o sulbactam e o
tazobactam, possui uma estrutura quimica biciclica com um anel B-lactdmico e um anel

oxazolidinico (Sousa et al., 2016).
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Figura 35: Inibidores de [-lactamases com estrutura B-lactamica actualmente
comercializados: A) Acido clavulanico; B) Tazobactam; C) Sulbactam (retirado de Jones
etal., 2016).

O éacido clavulanico foi isolado a partir de Streptomyces clavuligerus, sendo um fraco
inibidor das PBPs mas actuando, por outro lado, como inibidor irreversivel de grande
parte das B-lactamases da classe A de Ambler. Ja o sulbactam e o tazobactam sao sulfonas
do acido penicilanico. O primeiro inibe B-lactamases da classe A de Ambler, com
excepcao de KPC e IRT (do inglés “Inhibitor-resistant TEM”), tendo fraco efeito nas -
lactamases da classe C e ndo demonstrando qualquer accdo nas da classe B nem na
maioria das de classe D. O tazobactam inibe as p-lactamases da classe A de Ambler e
ainda algumas da classe C e D. E importante destacar que nenhum dos inibidores com

estrutura B-lactamica inibe as carbapenemases. (Llarrull et al., 2010; Sousa et al., 2016).

Os inibidores de B-lactamases com estrutura B-lactdmica séo reconhecidos como
substratos pelas B-lactamases da bactéria, ligando-se covalente e irreversivelmente ao
grupo serina das mesmas (o que explica ndo inibirem B-lactamases da classe B, providas
de um ido zinco e n&do de serina no local activo). Em seguida, a B-lactamase origina a
abertura do anel B-lactdmico do inibidor, & qual ndo se segue a desacetilagdo. A

regeneragdo ciclica do anel B-lactdmico do inibidor necessitaria de muita energia e, por
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isso, ndo ocorre. Sdo, portanto, considerados inibidores suicidas. (Page, 2000; Sousa et

al., 2016).

Na prética clinica, o acido clavulanico tem sido associado a amoxicilina, ticarcilina e
cefoperazona. O tazobactam é habitualmente utilizado em associacdo com a piperacilina.
Ja o sulbactam é um caso particular, uma vez que a sua associacéo envolve uma ligacédo
covalente ao antibiotico B-lactamico ampicilina, originando a sultamicilina (Figura 36),
um pro-farmaco que é hidrolisado enzimaticamente no organismo humano libertanto,
posteriormente, as moléculas activas sulbactam e ampicilina (Llarrull et al., 2010; Sousa
et al., 2016). De salientar que o sulbactam, contrariamente ao que se verifica nos outros
inibidores com estrutura B-lactdmica, possui actividade intrinseca contra Acinetobacter

baumannii (Higgins et al., 2004).
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Figura 36: Estrutura quimica da sultamicilina (adaptado de Karaman, 2014).

A semelhanca do que se tem vindo a verificar nos antibiéticos, também os inibidores de
B-lactamases estdo a perder eficacia no tratamento de determinadas infec¢des. A titulo
ilustrativo, tém sido identificadas estirpes bacterianas com resisténcia aos inibidores de
B-lactamases por mutagdo em canais de porina que conduzem a uma reducdo da
incorporagdo do inibidor na célula bacteriana impedindo, assim, a sua actividade
inibitéria. Também sdo conhecidos casos em que a ineficacia do inibidor foi originada

por mutacGes nos genes bla das pB-lactamases (por exemplo, mutagcdes em blaTEM-1 que
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levam ao surgimento de pB-lactamases da classe A de Ambler néo inactivadas pelo &cido
clavulanico, como as IRT), tornando baixa a afinidade destas para a ligagdo ao inibidor.
A associagdo entre o acido clavulanico e a amoxicilina também ndo demonstra eficacia

quando as estirpes sdo hiperprodutoras de B-lactamases TEM-1 (Sousa et al., 2016).

6. Inibidores de p-lactamases sem estrutura p-lactamica

Apesar de ndo possuirem estrutura B-lactdmica, estes inibidores de p-lactamases também
auxiliam a acgéo dos antibioticos Pf-lactamicos em bactérias produtoras de -lactamases,
detendo a capacidade de acetilar covalentemente o alvo serina das mesmas,
nomeadamente as B-lactamases de classe A, C e algumas da classe D de Ambler. Os
inibidores de B-lactamases sem estrutura B-lactdmica possuem um espectro de actividade
superior ao dos inibidores com estrutura B-lactamica, 0 que 0s torna promissores no
controlo de infec¢Bes provocadas por bactérias de Gram negativo produtoras de ESBLS
que, por sua vez, se revelam cada vez mais dificeis de combater. Entre estes novos
compostos, ainda em estudo, destacam-se o ja referido avibactam, o relebactam (MK-
7655) e o vaborbactam (RPX7009) (Bush, 2015; Jones et al., 2016).

i. Avibactam

O avibactam ¢é um inibidor de [-lactamases pertencente a nova classe dos
diazabicicloctanos, ndo possuindo o tipico anel B-lactamico (Figura 37). Tal como se
verifica nos outros inibidores de B-lactamases, a actividade intrinseca do avibactam contra
bactérias é bastante reduzida. No entanto, a sua associagdo com ceftazidima inibe as f3-
lactamases de classe A (TEM, SHV, KPC e CTX-M), classe C e também algumas de
classe D (OXA) de Ambler. Combate ainda 0s mecanismos de resisténcia de
Pseudomonas spp. a cefalosporinas anti-pseudomonas, tanto as hiperprodutoras de -
lactamases AmpC cromossomais como as que expressam ESBLs adquiridas. Apesar de
serem inibidores reversiveis, possuem uma reduzida velocidade de desacetilacdo devido
as suas multiplas ligagdes de hidrogénio ao centro activo das B-lactamases, o que aumenta
0 seu tempo de residéncia e lhes confere a capacidade de inibir as mesmas por bastante
tempo, tornando assim possivel a actuacao dos antibioticos a si associados (Bush, 2015;
Jones et al., 2016; Toussaint e Gallagher, 2015).
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Figura 37: Estrutura quimica do avibactam (adaptado de Jones et al., 2016).

As relagdes estruturais entre B-lactamases e PBPs sugerem que o avibactam pode ligar-
se directamente a estes. Ensaios in vitro revelaram que o avibactam possui afinidade para
as PBP2 de E. coli, P. aeruginosa, Haemophilus influenzae e S. aureus, tal como para as
PBP3 de S. pneumoniae. O avibactam é também um fraco indutor de AmpC
cromossémicas, revelando um potencial de aplicacdo terapéutica bastante versatil no
campo das infeccBes causadas por bactérias de Gram negativo. No entanto, é incapaz de
inibir as MBLs, um tipo de -lactamase com capacidade para inactivar praticamente todos
os B-lactamicos e cuja prevaléncia tem vindo a aumentar de forma alarmante. Para além
da ja referida associacdo com a ceftazidima, também se encontra em estudo a associacdo
de avibactam com ceftarolina e aztreonamo (fase Il dos ensaios clinicos na Europa),
aumentando o espectro de actividade destes -lactamicos. A ceftazidima e a ceftarolina
sdo ineficazes contra estirpes bacterianas de Gram negativo produtoras de ESBLS e outras
B-lactamases recuperando, no entanto, a sua actividade antibacteriana quando associadas
ao avibactam. Ja os resultados obtidos in vitro e in vivo da associagdo de aztreonamo com
avibactam parecem solucionar um dos problemas mais alarmantes das infeccGes por
bactérias de Gram negativo MDR (por exemplo, A. baumannii e P. aeruginosa, excepto
as produtoras de OXAs da classe D), nomeadamente as co-produtoras de MBLs e ESBLS.
De salientar ainda que, como referido anteriormente, o avibactam é um inibidor reversivel
(Figura 38), ao contrario dos inibidores com estrutura p-lactdmica, que sdo considerados

inibidores suicidas (Sousa et al., 2016).
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Figura 38: A) Acetilagao de B-lactamase de classe A pelo mecanismo geral de inibicéo
de um inibidor de B-lactamases (neste caso, o &cido clavulanico); B) Mecanismo
hipotético de acetilagdo e regenera¢do do avibactam numa B-lactamase de classe A
(adaptado de Drawz et al., 2014).

ii. Relebactam

Estruturalmente semelhante ao avibactam, com a adi¢do de um anel piperidina na posi¢ao
2 do grupo carbonilo, o relabactam (Figura 39) ¢ um inibidor de B-lactamases em
desenvolvimento clinico, actualmente na fase Ill dos ensaios clinicos na Europa e nos
EUA. Tal como o avibactam, ¢ activo contra B-lactamases das classes A e C de Ambler,
incluindo ESBLs. A sua associacdo ao imipenemo demonstrou sinergismo na actividade
contra varias bactérias MDR, nomeadamente KPC e estirpes de P. aeruginosa produtoras
de AmpC. No entanto, esta associacdo ndo é eficaz contra MBLs de classe B ou
carbapenemases de classe D e ndo parece melhorar a actividade contra A. baumannii
(Jones et al., 2016; Toussaint e Gallagher, 2015).
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Figura 39: Estrutura quimica do relebactam (adaptado de Jones et al., 2016).

iii. VVaborbactam

Em contraste com o avibactam e o relebactam, que possuem uma estrutura
diazabicicloctana, o vaborbactam (Figura 40) é um novo inibidor de PB-lactamases
derivado do acido borico. A sua associacdo com o meropenemo encontra-se na fase Il
dos ensaios clinicos na Europa para o tratamento de infeccGes causadas por bactérias
Enterobacteriaceae resistentes a carbapenemos. Extensivamente em estudo encontra-se
também a sua associacdao com o biapenemo, demonstrando excelente actividade contra
estirpes de Enterobacteriaceae produtoras de carbapenemases de classe A, incluindo
KPC, bem como [B-lactamases de classe C. Porém, esta associacdo nao apresenta
actividade significativa contra MBLs e OXA-48 (Jones et al., 2016; Toussaint e
Gallagher, 2015).

Figura 40: Estrutura quimica do vaborbactam (adaptado de Jones et al., 2016).
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7. Outros inibidores de p-lactamases

Este grupo apresenta uma vasta pandplia de moléculas com capacidade para inibir -
lactamases bacterianas. A ciclobutanona ¢ uma molécula que mimetiza os antibioticos f3-
lactamicos, demonstrando uma acgdo inibitoria sobre as quatro classes de -lactamases,
principalmente sobre a classe C. Outras moléculas, como o ME1071 (derivado do acido
maleico), a aspergillomarasmina (Figura 41) e agentes quelantes tri e tetra-ciclicos do
acido acético encontram-se em estudo, apresentando boa capacidade inibitoria contra as
MBLs. Caso os resultados se revelem satisfatorios, estas moléculas poderdo representar
uma vantagem terapéutica essencial contra as bactérias resistentes a B-lactamicos por
producdo de MBLs, numa altura em que estas se disseminam globalmente a um ritmo
preocupante (as MBLs e as OXAs detém a capacidade de hidrolisar praticamente todos
os B-lactdmicos), estando cada vez mais associadas a infec¢Ges adquiridas no hospital ou
na comunidade. Nas condicdes actuais, o tratamento de infec¢Oes causadas por estirpes
produtoras de carbapenemases da classe B e C de Ambler requer o uso de antibioticos
com diferentes mecanismos de ac¢éo, como polimixinas, tigeciclina e fosfomicina (Sousa
etal., 2016).

HO_ O
0
H;CHZC CH,CH H
3 2 2 3 N OH
HO N
H
NaO,C CO,Na NH, o
O OH
ME1071 Aspergillomarasmina

Figura 41: Exemplos de outras moléculas inibidoras de p-lactamases, neste caso sem

estrutura B-lactamica (adaptado de Bush, 2015).
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V. Concluséao

Volvidas mais de 8 décadas ap0s a descoberta da penicilina G, os antibidticos p-
lactdmicos foram sofrendo, progressivamente, alteracfes estruturais ao longo das suas
sucessivas geracdes, em muito devido a manipulacdo empirica de diversos cientistas, de

modo a fazer face a evolucao dos mecanismos de resisténcia bacteriana.

No entanto, apos varias décadas de uso intensivo e abusivo de antibioticos, deparamo-nos
com surtos de resisténcia bacteriana, no minimo, alarmantes. A Organiza¢do Mundial da
Saude classifica este flagelo como uma “ameaga global” a satde publica, sugerindo que
o mundo caminha para uma “era pos-antibidtico”, em que pessoas morrem de infecgdes
comuns que sdo trataveis ha décadas. Este relatorio salienta ainda que, “a ndo ser que
medidas sejam tomadas para melhorar os esforgos de prevenir infeccdes e mudar a forma
como produzimos, prescrevemos e usamos antibiéticos, o mundo perderd uma das armas
da saude publica”, o que poderéa revelar-se extremamente funesto, facto corroborado pelos

dados presentes na Figura 42.
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Figura 42: Previséo de mortalidade anual atribuivel a resisténcia a antibioticos em 2050,
caso a actual politica de uso ndo seja alterada. Cerca de 10 milhdes de doentes morrerao,

anualmente, com infeccdes MDR (adaptado de O’Neill, 2014).
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Se entre as décadas de 40 e 60 mais de 20 novas classes de antibioticos foram introduzidas
no mercado, desde entdo apenas 2 novas classes reforgaram o armamento terapéutico. O
desenvolvimento de antibidticos analogos parecia suficiente até ha 10 ou 20 anos, mas
actualmente a situacdo nao é sustentavel, sobretudo entre as bactérias de Gram negativo
(Coates et al., 2011).

O surgimento vertiginoso de resisténcias bacterianas, particularmente no grupo dos
antibidticos B-lactamicos, o mais utilizado na pratica clinica, revela-se extremamente
assustador, nomeadamente com o aparecimento de bactérias resistentes a penicilina,
isoxazolilpenicilinas, meticilina e ampicilina, fruto da existéncia das mais diversas f-
lactamases (como as TEM, CTX-M, KPC, NDM, AmpC e OXA), algumas delas de largo
espectro, para além da transferéncia de resisténcias entre diferentes bactérias e do

irrompimento de estirpes MDR.

A titulo ilustrativo, em bactérias de Gram positivo, a aquisicdo de genes que codificam
PBPs alternativas, como a PBP2a, por parte das bactérias da familia Staphylococcaceae
confere-lhes resisténcia a todos os p-lactamicos conhecidos (com excepgdo das
cefalosporinas de 52 geracdo) por diminuicao da sua afinidade para com estes. Até mesmo
a vancomicina, um antibiotico glicopéptideo inicialmente utilizado com sucesso no
combate a estirpes MRSA, deixou de ter efeito nestas bactérias restando, actualmente,
apenas as cefalosporinas ceftarolina e ceftobiprole, para além de alguns antibidticos ndo

B-lactdmicos como a linezolida, a daptomicina, a tigecicilina e as estreptograminas.

Também as bactérias produtoras de MBLs representam um foco de preocupacdo, pois
possuem a capacidade de hidrolisar praticamente todos os antibidticos p-lactamicos, a
excepgdo do monobactdmico aztreonamo. No entanto, este ndo apresenta actividade
quando as referidas bactérias sdo simultaneamente produtoras de MBLs e ESBLS sendo
que, para estes casos, a sua associagdo com o inibidor de B-lactamases avibactam se
encontra em ensaios clinicos, demonstrando resultados promissores naquele que é um dos
problemas mais dramaticos das infec¢cdes por bactérias de Gram negativo MDR. Outras
moléculas inibidoras de MBLs, também sem estrutura 3-lactdmica, como a ME1071 e a
aspergillomarasmina, encontram-se presentemente em estudo. Actualmente, o tratamento

de infecgdes causadas por estirpes produtoras destas B-lactamases é realizado com o

50



Novos antibidticos antiparietais

recurso a antibidticos dotados de diferentes mecanismos de ac¢do, como polimixinas,

tigeciclina e fosfomicina.

A maioria dos antibidticos utilizados na préatica clinica foram descobertos a partir de
microorganismos cultivaveis do solo mas, actualmente, estdo a ser estudados
microorganismos do solo ndo cultivaveis em condicdes laboratoriais, de modo a produzir
novos antibidticos (Sousa et al., 2016). A solugdo ndo pode, porém, passar por uma busca
incessante de novos antibiodticos, mas antes por um esforco conjunto de cooperacao entre
industria, academia e forcas governantes, de modo implementar estratégias que atenuem
0s problemas evidenciados, assim como uma redefinicdo da percepcdo da comunidade
sobre os efeitos nefastos das resisténcias bacterianas e a criagdo de novas abordagens para
as controlar. Estratégias como a identificacdo de sinergismos entre os p-lactamicos ja
existentes e outras classes de antibi6ticos ou a obtencdo novos alvos terapéuticos, para
além da sintese quimica de novas moléculas inibidoras de B-lactamases, devem ser

seriamente escrutinadas.

Urge, entdo, adoptar medidas como melhores praticas de higiene, ndo utilizacdo de
antibiéticos como promotores de crescimento, contencdo nas prescricdes e proibicdo de
venda directa sem receita médica nas farmacias que, associadas a introducéo de alguns
dos novos farmacos em fase final de avaliacdo clinica, referenciados ao longo desta
monografia, se poderdo revelar vitais na tentativa de, pelo menos, adiar a era pos-

antibiotica.

51



Novos antibidticos antiparietais

VI. Bibliografia

Abraham, E. P. (1987). Cephalosporins 1945-1986. Drugs, 34 Suppl 2, pp. 1-14.

Alanis, A. J. (2005). Resistance to antibiotics: are we in the post-antibiotic era? Arch Med
Res, 36(6), pp. 697-705.

Angert, E. R. (2005). Alternatives to binary fission in bacteria. Nat Rev Microbiol, 3(3),
pp. 214-224.

Becker, K., Ballhausen, B., Kock, R. e Kriegeskorte, A. (2014). Methicillin resistance in
Staphylococcus isolates: the "mec alphabet” with specific consideration of mecC, a mec
homolog associated with zoonotic S. aureus lineages. Int J Med Microbiol, 304(7), pp.
794-804.

Bernatova, S., Samek, O., Pilat, Z., Sery, M., Jezek, J., Jakl, P., Siler, M., Krzyzanek, V.,
Zemanek, P., Hola, V., Dvorackova, M. e Ruzicka, F. (2013). Following the mechanisms
of bacteriostatic versus bactericidal action using Raman spectroscopy. Molecules, 18(11),
pp. 13188-13199.

Beveridge, T. J. (1999). Structures of Gram-Negative Cell Walls and Their Derived
Membrane Vesicles. J. Bacteriol, 181, pp. 4725-4733.

Bonfiglio, G., Russo, G. e Nicoletti, G. (2002). Recent developments in carbapenems.
Expert Opin Investig Drugs, 11(4), pp. 529-544.

Brown, L., Wolf, J. M., Prados-Rosales, R. e Casadevall, A. (2015). Through the wall:
extracellular vesicles in Gram-positive bacteria, mycobacteria and fungi. Nat Rev
Microbiol, 13(10), pp. 620-630.

Bush, K. (2015). A resurgence of beta-lactamase inhibitor combinations effective against
multidrug-resistant Gram-negative pathogens. Int J Antimicrob Agents, 46(5), pp. 483-
493.

Calvo, J. e Martinez-Martinez, L. (2009). Mecanismos de accion de los antimicrobianos.
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica, 27(1), pp. 44-52.

Cha, J. Y., Ishiwata, A. e Mobashery, S. (2004). A novel beta-lactamase activity from a
penicillin-binding protein of Treponema pallidum and why syphilis is still treatable with
penicillin. J Biol Chem, 279(15), pp. 14917-14921.

52



Novos antibidticos antiparietais

Choong, Y. S. e Yung-Hung, R. L. (2016). A general overview on outer membrane
protein (Omp) simulations. Journal of Computational Science, 17, pp. 285-291.

Coates, A. R., Halls, G. e Hu, Y. (2011). Novel classes of antibiotics or more of the same?
Br J Pharmacol, 163(1), pp. 184-194.

Conti, G., Pollegioni, L. e Rosini, E. (2015). One-pot conversion of cephalosporin C by
using an optimized two-enzyme process. Catal. Sci. Technol., 5(3), pp. 1854-1863.

Craig, W. A. e Andes, D. R. (2013). In vivo activities of ceftolozane, a new cephalosporin,
with and without tazobactam against Pseudomonas aeruginosa and Enterobacteriaceae,
including strains with extended-spectrum beta-lactamases, in the thighs of neutropenic
mice. Antimicrob Agents Chemother, 57(4), pp. 1577-1582.

Desmarais, S. M., De Pedro, M. A., Cava, F. e Huang, K. C. (2013). Peptidoglycan at its
peaks: how chromatographic analyses can reveal bacterial cell wall structure and
assembly. Mol Microbiol, 89(1), pp. 1-13.

Drawz, S. M. e Bonomo, R. A. (2010). Three decades of beta-lactamase inhibitors. Clin
Microbiol Rev, 23(1), pp. 160-201.

Drawz, S. M., Papp-Wallace, K. M. e Bonomo, R. A. (2014). New beta-lactamase
inhibitors: a therapeutic renaissance in an MDR world. Antimicrob Agents Chemother,
58(4), pp. 1835-1846.

Enright, M. C., Robinson, D. A., Randle, G., Feil, E. J., Grundmann, H. e Spratt, B. G.
(2002). The evolutionary history of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA).
Proc Natl Acad Sci U S A, 99(11), pp. 7687-7692.

Fleming, A. (1944). THE DISCOVERY OF PENICILLIN. British Medical Bulletin, 2(1),
pp. 4-5.

Fuerst , J. A. (2010). Beyond Prokaryotes and Eukaryotes : Planctomycetes and Cell
Organization. Nature Education, 3(9), pp. 44.

Fung-Tomc, J. C. (1997). Fourth-generation cephalosporins. Clinical Microbiology
Newsletter, 19(17), pp. 129-136.

Grayson, M. L., Crowe, S. M., McCarthy, J. S., Mills, J., Mouton, J. W., Norrby, S. R.,
Paterson, D. L. e Pfaller, M. A. (2010). Cephalosporins and Related Drugs. In: CRC Press
(ed.) Kucers' The Use of Antibiotics Sixth Edition: A Clinical Review of Antibacterial,
Antifungal and Antiviral Drugs. pp. 257-458.

53



Novos antibidticos antiparietais

Hancock, R. E. W. e Bell, A. (1989). Antibiotic Uptake into Gram-Negative Bacteria.
Perspectives in Antiinfective Therapy. Vieweg. pp. 21-28.

Harrison, C. J. e Bratcher, D. (2008). Cephalosporins: a review. Pediatr Rev, 29(8), pp.
264-267; quiz 273.

Hellinger, W. C. e Brewer, N. S. (1999). Carbapenems and monobactams: imipenem,
meropenem, and aztreonam. Mayo Clin Proc, 74(4), pp. 420-434.

Higgins, P. G., Wisplinghoff, H., Stefanik, D. e Seifert, H. (2004). In vitro activities of
the beta-lactamase inhibitors clavulanic acid, sulbactam, and tazobactam alone or in
combination with beta-lactams against epidemiologically characterized multidrug-
resistant Acinetobacter baumannii strains. Antimicrob Agents Chemother, 48(5), pp.
1586-1592.

Innovative Solution. [Em linha]. Disponivel em
<http://www.innovativesolution.it/penicillinase-resistant_penicillins.htm>. [Consultado
em 27/09/2017].

Jones, J. A., Virga, K. G., Gumina, G. e Hevener, K. E. (2016). Recent Advances in the
Rational Design and Optimization of Antibacterial Agents. Medchemcomm, 7(9), pp.
1694-1715.

Karaman, R. (2014). Prodrugs Design Based on Inter- and Intramolecular Processes.
Prodrugs Design - A New Era. Nova Science Publishers, Inc., pp. 1-76.

Kumarasamy, K. K., Toleman, M. A., Walsh, T. R., Bagaria, J., Butt, F., Balakrishnan,
R., Chaudhary, U., Doumith, M., Giske, C. G., Irfan, S., Krishnan, P., Kumar, A. V.,
Maharjan, S., Mushtaq, S., Noorie, T., Paterson, D. L., Pearson, A., Perry, C., Pike, R.,
Rao, B., Ray, U., Sarma, J. B., Sharma, M., Sheridan, E., Thirunarayan, M. A., Turton,
J., Upadhyay, S., Warner, M., Welfare, W., Livermore, D. M. e Woodford, N. (2010).
Emergence of a new antibiotic resistance mechanism in India, Pakistan, and the UK: a
molecular, biological, and epidemiological study. Lancet Infect Dis, 10(9), pp. 597-602.

Laboratoryinfo.com. [Em linha]. Disponivel em <http://laboratoryinfo.com/gram-
staining-principle-procedure-interpretation-and-animation/>. [Consultado em
30/08/2017].

Laudano, J. B. (2011). Ceftaroline fosamil: a new broad-spectrum cephalosporin. J
Antimicrob Chemother, 66 Suppl 3, pp. iii11-18.

Llarrull, L. I., Testero, S. A., Fisher, J. F. e Mobashery, S. (2010). The future of the beta-
lactams. Curr Opin Microbiol, 13(5), pp. 551-557.

54



Novos antibidticos antiparietais

Lovering, A. L., Safadi, S. S. e Strynadka, N. C. (2012). Structural perspective of
peptidoglycan biosynthesis and assembly. Annu Rev Biochem, 81, pp. 451-478.

Marshall, W. F. e Blair, J. E. (1999). The cephalosporins. Mayo Clin Proc, 74(2), pp. 187-
195.

Meroueh, S. O., Bencze, K. Z., Hesek, D., Lee, M., Fisher, J. F., Stemmler, T. L. e
Mobashery, S. (2006). Three-dimensional structure of the bacterial cell wall
peptidoglycan. Proc Natl Acad Sci U S A, 103(12), pp. 4404-4409.

Microbeonline.com. [Em linha]. Disponivel em <http://microbeonline.com/gram-
staining-principle-procedure-results/>. [Consultado em 30/08/2017].

Miller, B., Hershberger, E., Benziger, D., Trinh, M. e Friedland, 1. (2012).
Pharmacokinetics and safety of intravenous ceftolozane-tazobactam in healthy adult
subjects following single and multiple ascending doses. Antimicrob Agents Chemother,
56(6), pp. 3086-3091.

Moellering, R. C., Jr. (2012). MRSA: the first half century. J Antimicrob Chemother,
67(1), pp. 4-11.

Moisan, H., Pruneau, M. e Malouin, F. (2010). Binding of ceftaroline to penicillin-
binding proteins of Staphylococcus aureus and Streptococcus pneumoniae. J Antimicrob
Chemother, 65(4), pp. 713-716.

Mufiiz, C. C., Zelaya, T. E. C., Esquivel, G. R. e Fernandez, F. J. (2007). Penicillin and
cephalosporin production: A historical perspective. Revista Latinoamericana de
Microbiologia, 49(3-4), pp. 88-98.

Navarre, W. W. e Schneewind, O. (1999). Surface proteins of gram-positive bacteria and
mechanisms of their targeting to the cell wall envelope. Microbiol Mol Biol Rev, 63(1),
pp. 174-229.

O’Neill, J. (2014). Tackling a Crisis for the Health and Wealth of Nations. Review on
Antimicrobial Resistance.

Ocampo, P. S., Lazar, V., Papp, B., Arnoldini, M., Abel zur Wiesch, P., Busa-Fekete, R.,
Fekete, G., Pal, C., Ackermann, M. e Bonhoeffer, S. (2014). Antagonism between
bacteriostatic and bactericidal antibiotics is prevalent. Antimicrob Agents Chemother,
58(8), pp. 4573-4582.

Page, M. G. (2000). b-Lactamase inhibitors. Drug Resist Updat, 3(2), pp. 109-125.

55



Novos antibidticos antiparietais

Papp-Wallace, K. M., Endimiani, A., Taracila, M. A. e Bonomo, R. A. (2011).
Carbapenems: past, present, and future. Antimicrob Agents Chemother, 55(11), pp. 4943-
4960.

Perez-Inestrosa, E., Suau, R., Montanez, M. |., Rodriguez, R., Mayorga, C., Torres, M. J.
e Blanca, M. (2005). Cephalosporin chemical reactivity and its immunological
implications. Curr Opin Allergy Clin Immunol, 5(4), pp. 323-330.

Pushkaran, A. C., Nataraj, N., Nair, N., Gotz, F., Biswas, R. e Mohan, C. G. (2015).
Understanding the Structure-Function Relationship of Lysozyme Resistance in
Staphylococcus aureus by Peptidoglycan O-Acetylation Using Molecular Docking,
Dynamics, and Lysis Assay. J Chem Inf Model, 55(4), pp. 760-770.

Rolain, J. M., Canton, R. e Cornaglia, G. (2012). Emergence of antibiotic resistance: need
for a new paradigm. Clin Microbiol Infect, 18(7), pp. 615-616.

Rolinson, G. N. e Geddes, A. M. (2007). The 50th anniversary of the discovery of 6-
aminopenicillanic acid (6-APA). Int J Antimicrob Agents, 29(1), pp. 3-8.

Samaha-Kfoury, J. N. e Araj, G. F. (2003). Recent developments in beta lactamases and
extended spectrum beta lactamases. BMJ, 327(7425), pp. 1209-1213.

Sanders, C. C. (1993). Cefepime: the next generation? Clin Infect Dis, 17(3), pp. 369-
379.

Sauvage, E., Kerff, F., Terrak, M., Ayala, J. A. e Charlier, P. (2008). The penicillin-
binding proteins: structure and role in peptidoglycan biosynthesis. FEMS Microbiol Rev,
32(2), pp. 234-258.

Silva, K. C. D. e Lincopan, N. (2012). Epidemiologia das betalactamases de espectro
estendido no Brasil: impacto clinico e implicacdes para o agronegécio. J Bras Patol Med
Lab, 48, pp. 91-99.

Song, J. S., Jeon, J. H., Lee, J. H., Jeong, S. H., Jeong, B. C., Kim, S. J.,, Lee, J. H. e Lee,
S. H. (2005). Molecular characterization of TEM-type beta-lactamases identified in cold-
seep sediments of Edison Seamount (south of Lihir Island, Papua New Guinea). J
Microbiol, 43(2), pp. 172-178.

Sousa, J. C., Machado, E., Novais, C., Peixe, L., Amorim, J. e Monteiro, N. (2016).
Antibioticos. Edigdes Universidade Fernando Pessoa.

56



Novos antibidticos antiparietais

Southgate, R. (1994). The synthesis of natural f-lactam antibiotics. Contemp. Org. Synth.,
1(6), pp. 417-431.

Tan, S. Y. e Tatsumura, Y. (2015). Alexander Fleming (1881-1955): Discoverer of
penicillin. Singapore Med J, 56(7), pp. 366-367.

Toussaint, K. A. e Gallagher, J. C. (2015). beta-lactam/beta-lactamase inhibitor
combinations: from then to now. Ann Pharmacother, 49(1), pp. 86-98.

van Langevelde, P., van Dissel, J. T., Ravensbergen, E., Appelmelk, B. J., Schrijver, I. A.
e Groeneveld, P. H. (1998). Antibiotic-induced release of lipoteichoic acid and
peptidoglycan from Staphylococcus aureus: quantitative measurements and biological
reactivities. Antimicrob Agents Chemother, 42(12), pp. 3073-3078.

Watkins, R. R., Papp-Wallace, K. M., Drawz, S. M. e Bonomo, R. A. (2013). Novel beta-
lactamase inhibitors: a therapeutic hope against the scourge of multidrug resistance. Front
Microbiol, 4, pp. 392.

World Health Organization. [Em linha]. Disponivel em
<http://www.who.int/campaigns/world-antibiotic-awareness-week/infographics/en/>.
[Consultado em 29/08/2017].

Zeng, X. e Lin, J. (2013). Beta-lactamase induction and cell wall metabolism in Gram-
negative bacteria. Front Microbiol, 4, pp. 128.

Zhanel, G. G., Chung, P., Adam, H., Zelenitsky, S., Denisuik, A., Schweizer, F., Lagace-
Wiens, P. R., Rubinstein, E., Gin, A. S., Walkty, A., Hoban, D. J., Lynch, J. P., 3rd e
Karlowsky, J. A. (2014). Ceftolozane/tazobactam: a novel cephalosporin/beta-lactamase
inhibitor combination with activity against multidrug-resistant gram-negative bacilli.
Drugs, 74(1), pp. 31-51.

Zhanel, G. G., Wiebe, R., Dilay, L., Thomson, K., Rubinstein, E., Hoban, D. J., Noreddin,
A. M. e Karlowsky, J. A. (2007). Comparative review of the carbapenems. Drugs, 67(7),
pp. 1027-1052.

Zhang, G., Meredith, T. C. e Kahne, D. (2013). On the essentiality of lipopolysaccharide
to Gram-negative bacteria. Curr Opin Microbiol, 16(6), pp. 779-785.

57



