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RESUMO

E cada vez mais importante o foco sobre a batalha contra a resisténcia bacteriana
aos antibioticos. A utilizacdo indiscriminada dessas drogas pesa numa balanca ja
desequilibrada entre cepas resistentes as medicacOes disponiveis e 0 processo
dificil e lento da criacdo de novos antibioticos. Para amenizar esses efeitos, é
mandatério que os antibidticos atuais sejam capazes de se manterem com 0
menor perfil de resisténcia possivel. A racionalizacdo na prescricdo tem papel
preponderante nessa meta, pois 0 uso incorreto pode acarretar na selecdo dos
mecanismos de defesa bacterianos. O contexto atual, durante a pandemia do
SARS-CoV-2, no qual diversas drogas foram utilizadas na tentativa de
reposicionar sua fungdo para o combate viral, entrou como um fator complicador
a mais para o uso racional dos antimicrobianos. Ao utilizar a Azitromicina pelo seu
efeito imunomodulador dentro de uma patologia que é essencialmente viral, abre-
se as portas para o aumento da resisténcia bacteriana a essa medica¢ao e sua
classe medicamentosa. H4 plausabilidade para afirmar que o uso indiscriminado
desse antibiético, independentemente de sua funcdo buscada, aumenta a
possibilidade de selecéo de bactérias resistentes.

A Azitromicina é um composto semissintético descoberto na década de 1950,
baseado na estrutura da eritromicina, a droga original da classe, e compartilha
com ela seus mecanismos de acao e tem seu foco principal na inibicdo da sintese
proteica bacteriana através da ligacdo com a subunidade 23S ribossémica. Tem
seus meios de resisténcia bem descritos e sdo importantes para entender os
motivos de selecdo bacteriana e podem influenciar na busca de novas drogas mais
efetivas.



ABSTRACT

It is increasingly important to focus on the battle against bacterial resistance to
antibiotics. The indiscriminate use of these drugs weighs on an already unbalanced
equilibrium between strains resistant to the available medications and the difficult
and slow process of creating new antibiotics. To mitigate these effects, it is
mandatory that current antibiotics are able to maintain the lowest resistance profile
possible. The rationalization in the prescription has a predominant role in this goal,
because the incorrect use can lead to selecting bacterial defense mechanisms.
The current context, during the SARS-CoV-2 pandemic, in which several drugs
were used in an attempt to reposition its function for the viral fight, became an
additional complicating factor for the rational use of antimicrobials. When using
Azithromycin for its immunomodulatory effect within a pathology that is essentially
viral, the doors are opened for the increase of bacterial resistance to this
medication and its drug class. There is plausibility to state that the indiscriminate
use of this antibiotic, regardless of its intended function, increases the possibility
of selecting resistant bacteria.

Azithromycin is a semi-synthetic compound discovered in the 1950s, based on the
structure of erythromycin, the original drug of the class, and shares with it its
mechanisms of action and has its main focus on inhibiting bacterial protein
synthesis by binding to the 23S subunit ribosomal. Its means of resistance are well
described and are important to understand the reasons for bacterial selection and
can influence the search for new, more effective drugs.
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Introducao

No contexto epidemioldgico atual, a pandemia do SARS-CoV-2, diversas terapias
estdo sendo testadas e empiricamente recomendadas, com a urgéncia que a situacao
proporciona. A complexidade no tratamento direto das doencas virais ja é largamente
conhecida ao longo de décadas, mas pela primeira vez o mundo enfrentou a
necessidade de encontrar imediatamente um farmaco curasse, tratasse ou pelo
menos diminuisse sua poténcia de disseminacdo. Dada a dificuldade e a demora no
desenvolvimento de um novo medicamento, a solu¢cdo mais buscada foi a estratégia
de Reposicionamento de Medicamentos, buscando drogas que originalmente atuam
no tratamento de patologias de outras areas, com perfil de seguranca e
farmacodinamica ja conhecidos, para serem parte do combate a COVID-19. Nessa
linha, diversas classes foram mais largamente testadas, desde antirretrovirais,

passando por corticoides, antimalaricos, antiparasitarios e antibioticos. [1-3;29]

Porém, junto a COVID-19, a sociedade permanecesse convivendo com outros riscos
ja conhecidos previamente a pandemia atual, em especial o crescente e perigoso
aumento do uso indiscriminado de antibiéticos e, com isso, o crescimento de

mecanismos de resisténcia bacteriana. [3-4]

Dentro da longa lista de tentativas de enfrentamento do SARS-COV-2, um dos
medicamentos mais largamente prescritos foi a Azitromicina, droga pertencente a
classe dos Macrolideos, grupo conhecido desde a década de 50 e com varios
integrantes frequentemente utilizados na pratica clinica, todos derivados
semissintéticos da Eritromicina. Sua utilizacdo se baseia na tentativa de inibir a
replicacéo viral e atuar como imunomodulador, diminuindo a gravidade dos casos da
COVID-19. [4-5]

Assim, para melhor entendimento sobre a utilizagdo, eficacia e riscos no uso
indiscriminado da Azitromicina, esse trabalho se propde a analisar mecanismos de
acdo da droga, os meios de resisténcia bacteriana ao farmaco e o estado atual do

perfil de resisténcia bacteriano a esse medicamento.



Histéria dos Macrolideos

A classe dos macrolideos foi inaugurada em 1952, a partir da comercializacado da
Eritromicina. Esta droga foi descoberta em 1949, quando o pesquisador Abelardo B.
Aguilar enviou amostras de solo de lloilo, nas Filipinas, para a empresa farmacéutica
americana Eli Lilly, e J. M. McGuire e sua equipe isolaram o composto inicialmente
chamado de lloticina, a partir da bactéria Saccharospolyspora erythraea (na época,
Streptomyces erythreus), encontrados no material do terreno. A estrutura béasica de
todos os macrolideos € composta por um anel de lactona (macrociclico), ligados a um
acucar e um amino-agucar Desde entdo, iniciou-se o processo de sintetizacdo e
remodelamento deste composto para criacdo de novas drogas, dando origem aos

outros farmacos da classe, como a Claritromicina e a Azitromicina. [6;7]

A Azitromicina é um composto semissintético, baseado na estrutura molecular da
Eritromicina, com a incorporacdo de um atomo de nitrogénio no anel macrociclico.
[6;8] Foi criada no inicio dos anos 1980 pela PLIVA, empresa farmacéutica croata
(entdo lugoslavia), licenciada e distribuida globalmente pela americana Pfizer, tendo
sua aprovacdo para uso clinico em 1988. A partir de 2005 teve sua protecdo de
patente encerrada, estando incluida na Lista de Medicacfes Essenciais da OMS. [9]
Além disso, os pesquisadores Arthur E. Girard e Gene Michael Bright pela Pfizer e
Slobodan Djokic e Gabrijela Kobrehel pela PLIVA, receberam a honraria “Herois da
Quimica”, dado pela Sociedade Americana de Quimica, por terem promovido
melhorias no bem estar humano na area da saude, pela descoberta da Azitromicina.
[10]
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Figura 1. Eritromicina Figura 2. Azitromicina



Sintese Proteica e Mecanismo de Ac¢éo

A Azitromicina compartilha o mecanismo de acdo com os outros macrolideos, tendo
por caracteristica predominante serem bacteriostaticos, pois atuam na inibicdo da
sintese proteica bacteriana, impedindo sua replicagédo, ndo causando destrui¢ao direta
das bactérias. [8;11;12]

A sintese proteica, tanto nos organismos eucariontes quanto procariontes, € realizada
através da transcricdo do DNA, que possui a programacao genética para a formacgéo
das unidades proteicas. Esse processo é realizado nos ribossomos, organela formada
por RNA e proteinas, podendo variar de tamanho e conformacédo entre os diferentes
niveis de estrutura celular. [13] Os ribossomos bacterianos tem tamanho de 70S
(unidade de Svedberg — medida realizada indiretamente através do tempo de
sedimentacdo apoés centrifugado), sendo dividido em 2 subunidades - 30S e 50S,
enguanto os ribossomos dos mamiferos séo 80S, formados pelas subunidades 40S e
60S. [13;14] O tamanho final dos ribossomos néo € diretamente igual & soma das
subunidades, pois esta sdo estruturas tridimensionais, com angulacdes entre si,
conferindo diferentes tempos de sedimentacgéo. [13] Essa diferenca de tamanho entre
as estruturas ribossébmicas eucariontes e procariontes confere seletividade
fundamental para a atuacdo dos antibidticos, pois essas drogas devem conferir
quimiotoxicidade para os patdégenos de interesse, sem afetar também a estrutura
celular do hospedeiro. [14]

Para a producao proteica, sao utilizados RNAs diferentes em cada fase da sintese,
sendo eles oRNA mensageiro (RNAmM), o RNA transportador (RNAt) e o RNA
ribossémico (RNAr) — constituinte dos ribossomos. [13]

A formacé&o da cadeia peptidica se inicia com a subunidade ribossomal 30S se ligando
a um RNAm, produzido pela transcricdo do DNA, e a dois fatores de iniciacao (IF1 e
IF-3). Entdo, o RNAt iniciador ou RNAt ™et (N-formilmetionina) trazido pelo IF-2, se
junta ao complexo anterior. Apds essa etapa, a subunidade 50S substitui o IF-3 da
ligagéo inicial, liberando entdo os outros fatores de iniciagdo da unidade ribossomal

70S, agora ja completa. [8;12]

A unidade 70S ja estd completa, e possui 3 sitios de ligagéo (P, A e E), mas ainda

precisa passar por mais etapas para a producdo das proteinas. Um RNAt et retorna,
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entrando agora no sitio P, deixando o sitio A livre no segundo cdédon para que um
RNAt comum traga o proximo aminodacido a entrar na cadeia. Esse RNAt que ir4 se
ligar sera determinado pelos nucleotideos contidos no cédon do sitio A, e ira receber
a cadeia de polipeptideos do RNAt contido no sitio P, formando uma cadeia peptidil-
RNAt. Apds esse processo, o peptidil-RNAt que estava no sitio A se desloca para o
sitio P, no cédon seguinte para dar seguimento a transcricdo e o RNAt que cedeu a
cadeia anterior é translocado para o sitio E e sera eliminado na proxima sequéncia.
Esse processo € repetido diversas vezes, até que no sitio a encontre-se um codon
que ndo codifique aminoacidos (UAA é o mais comum nas bactérias) e um fator de
terminacéo (RF — release fator) catalise o processo de liberacédo da proteina. [8;12;15]

Farmacologia da Azitromicina

Os macrolideos atuam na inibicdo da sintese proteica, se ligando ao sitio 23S do
RNAr, préximo da peptidil-tranferase da subunidade 50S ribossémica. Esse barreira
impede que o peptidil-RNAr dé sequéncia na translocacao da cadeia peptidica e seja

liberada do sitio ribossémico. [15-16]

A Azitromicina se destaca dos outros integrantes do grupo nao pelo seu mecanismo
de acdo, que é semelhante aos outros da classe, mas pela sua capacidade em atuar
em novos microorganismos. A inclusdo do grupo amina no anel macrociclico, que
fornece a molécula maior potencial basico, possibilitou a essa droga melhor atuacéo
em meio &cido, além de também ter diminuido os efeitos adversos da classe. Essa
mudanca permite que a molécula atravesse mais rapidamente e de maneira mais
eficaz a membrana externa das bactérias, um mecanismo de protecao importante das

bactérias Gram-negativas. [15-18; 30]

Um dos grandes potenciais da Azitromicina é a excelente farmacocinética, com
concentracéo tecidual cerca de 100 vezes maior do que no plasma e 200 vezes maior
no espaco intracelular do que no espaco extracelular. Como h& grande concentracdo
em fagocitos e polimorfonucleares, ha entrega adequada aos locais de infeccao,
sendo liberado no espaco extracelular pela lise celular causada pelas bactérias. [8;12]
Também tem boa atuacdo em meio acido, se comparado ao restante da classe e
possui meia vida mais longa. Tem metabolizacdo muito pequena e nao deixa
metabdlitos ativos circulantes. Ao contrario do que se cogitava inicialmente, a baixa

concentracdo plasmatica da droga ndo se deve a alta excrecdo ou baixa
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biodisponibilidade, mas sim a alta distribuicdo para os tecidos. [8] A meia vida pode
alcancar 70h se realizada por via oral, ou 50h se via endovenosa, o0 que permite o
tratamento de algumas patologias com dose Unica ou com posologia simples. Apesar
da via oral ter maior tempo de meia vida, a absorcéo intestinal € baixa, atingindo
apenas 45% da dose, o que pode atuar como um motivo de falha terapéutica se
houver aproveitamento sub-6timo da droga. [12; 15; 16]

Mecanismos de Resisténcia

E cada vez maior a preocupagdo com o uso inadvertido e, muitas vezes,
desnecessario dos antibioticos, devido ao aumento do perfil de resisténcia bacteriana.
Esse é um problema de ordem global e tem promovido o surgimento de patégenos
multirresistentes, incompativel com a velocidade de criacdo e descoberta de novas
classes antibioticas efetivas. [19] S&o estimadas 10 milhdes de mortes ao ano a partir
de 2050, numero maior do que a mortalidade por cancer. [20] Nos ultimos 50 anos,
apenas 2 novas classes de antibiéticos foram introduzidas no mercado — a Linezolida
e a Daptomicina — ambas no inicio dos anos 2000. Além da diminui¢céo da descoberta
de classes, o desenvolvimento de novas drogas dentro das classes atuais também
ndo consegue acompanhar a demanda crescente. [21] Diversas razfes sao
apontadas neste uso indiscriminado de antibiéticos, como a dificuldade na correta
diferenciacao entre infeccbes bacterianas e virais, a falta de incentivo governamental
na criacao de iniciativas que promovam a educacao continuada para profissionais e
pacientes no uso racional de antibioticos e a dificuldade de fiscalizacdo de todos os
pontos comerciais no Brasil. Sdo 88.890 farmacias e drogarias privadas e 17.377
farmécias publicas registradas no pais no ano de 2020, de acordo com o Conselho
Federal de Farmacia. [21; 22]

Os mecanismos de resisténcia bacterianos contra os macrolideos, incluindo a
Azitromicina, podem atuar diretamente na acao direta contra sintese proteica, na
inativacdo da molécula ou ao dificultar o acesso do antibiético ao sitio efetor. [8; 12;
23]

A principal acdo bacteriana contra os macrolideos é pela alteracdo do alvo efetor
dessa classe nos ribossomos. As bactérias, atraves do gene erm, realizam processo

de demetilagdo do nucleotideo adenina da subunidade 23S, mudando sua
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conformacado e impedindo que o macrolideo se ligue ao ribossomo e interrompa a

translocacdo da cadeia peptidica. [15-16; 23-27]

Outras alteracbes bacterianas responsaveis por aumentar a resisténcia aos
macrolideos sdo as bombas de efluxo, alteracdo de permeabilidade de membrana e
a inativacdo enzimatica (mecanismo que ndo afeta a Azitromicina). Os estafilococos
e estreptococos apresentam producdo de proteinas responsaveis pelo efluxo dos
macrolideos para fora do citoplasma, diminuindo a concentracédo efetiva do antibiotico
em espaco intracelular e assim impedindo a acao efetiva. Bactérias Gram negativas
podem apresentar diferentes porinas em sua membrana celular que impedem a
entrada da Azitromicina para o0 espaco citoplasmatico, sendo esse um mecanismo

menos comum. [23-27]

Esses mecanismos de resisténcia podem envolver os plasmideos, estruturas
extracromossomais, com moléculas de DNA independentes do cromossomo
bacteriano que ndo carregam informacdes genéticas essenciais a homeostasia

bacteriana, mas que podem conferir vantagens evolutivas. [28]

As bactérias possuem mecanismos de defesa intrinsecos, quando ela possui
caracteristicas estruturais ou quimio-enziméticas que garantam que a acdo do
farmaco ndo sera efetiva, ou adquiridas, a partir de novas muta¢des, recombinacao

genética ou transmissao de material genético. [28]

O uso amplo de antibiéticos pode atuar na selecéo de cepas bacterianas que possuem
caracteristica genética ha muito tempo, mas que por ndo fornecerem vantagens
adaptativas, ndo se proliferavam nas linhagens seguintes. Com a atuacdo da droga
apenas nas linhas sensiveis, a transmisséo hereditaria do caracter resistente ira se
destacar nas geracfes seguintes, criando uma populacéo resistente ao medicamento
sem, necessariamente, criar um novo mecanismo de defesa. Também pode ocorrer a
transmissao entre bactérias diferentes, sejam espécies distintas ou, por vezes, até
entre bactérias vivas e mortas. Esse mecanismo de adquirir novas informacdes
genéticas se dao por 3 vias principais: a transformagéo (incorporacdo de DNA
exdgeno provenientes do meio externo), a conjugacao (pela passagem de plasmideos
entre bactérias pelo contato direto entre elas) e a transducgéo (virus bacteridfagos

carregam material genético entre células bacterianas diferentes). [21; 25; 29]
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CONCLUSAO

Dada a plausabilidade bioquimica, farmacoldgica e evolutiva dos processos que
envolvem a criacdo de novos mecanismos de resisténcia ou entdo da sua
concentracdo e selecdo apresentadas neste texto, € possivel afirmar que o uso
irracional de antibiéticos, seja por espectro além do necessério ou por indicacbes

indevidas, eleva a prevaléncia de microorganismos resistentes aos medicamentos.

S&o0 poucos os estudos analisando o perfil de resisténcia dos microorganismos aos
macrolideos, em especial a azitromicina, apesar de seus mecanismos ja bem
estabelecidos e a importancia cada vez mais presente, tanto no Brasil quanto no
restante do mundo. Grande parte dos estudos sdo conduzidos utilizando a
eritromicina, que apesar de ter estrutura muito similar a Azitromicina, apresenta

resultados diferentes in vitro e in vivo.

Os mecanismos de resisténcia aos macrolideos atuam na acéo basica da molécula,
alterando seu sitio efetor, bem como impedindo que o medicamento entre na célula
bacteriana ou permaneca no seu interior. O estabelecimento destes mecanismos sao
importantes para buscar meios de contornas as barreiras medicamentosas. A selecao
artificial de bactérias com sensibilidade parcial ou completa aos antibiéticos prescritos
criam condicdes ideais para novas mutagdes e a transmissao de caracteres genéticos
entre bactérias por contiguidade e através das gerac¢des. O conhecimento genético
das bactérias, tanto no seu DNA nuclear, quanto da fisiologia da transmissdo dos

caracteres possibilita entender
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