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RESUMO: A resisténcia antimicrobiana & uma
grande ameaca para o desenvolvimento humano,
pois afeta nossa capacidade de tratar diversas
infecgbes causadas por microrganismos. O desafio
das infecgbes nao trataveis pelos antimicrobianos
atualmente disponiveis ja €& uma realidade
e, portanto, entender quais os mecanismos
utilizados pelos microrganismos para contornar

o efeito desses medicamentos compreende uma

etapa importante para se desenvolver medidas
de controle e prevencdo do surgimento de novos
organismos resistentes. Dentre os mecanismos de
resisténcia, as alteragdes genéticas e epigenéticas
constituem eventos de adaptacdo multifatoriais
e inter relacionados. A vista disso, serdo
discutidos os principais mecanismos genéticos e
epigenéticos associados ao desenvolvimento de
resisténcia microbiana em bactérias e fungos.

PALAVRAS-CHAVE: resisténcia antimicrobiana.

Bactérias multirresistentes. Metilacdo de DNA.

GENETIC AND EPIGENETIC
MECHANISMS ASSOCIATED TO
ANTIMICROBIAL RESISTANCE
ABSTRACT: Antimicrobial resistance is a major
threat to human development as it affects our
ability to treat a range of infections caused by
microorganisms. The golden age of antibiotics has
passed, and the threat of untreatable antimicrobial
In this
sense, understanding how the microorganisms

resistant infections is now a reality.

resist antimicrobial treatment and regulate
gene expression in response to antibiotics is an
important step towards combating resistance. The
main mechanisms associated to the development
or antimicrobial resistance are those related
to genetic and epigenetic modifications. In this
chapter, we explore the genetic and epigenetic
mechanisms underlying resistance in bacteria and
fungi.

KEYWORDS: Antimicrobial Resistance. Multidrug-

Resistant Bacteria. DNA Methylation.
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11 INTRODUGAO

A resisténcia antimicrobiana (AMR, da sigla em inglés Antimicrobial Resistance) é
considerada um dos maiores desafios atuais dos sistemas de salde mundiais, surgindo
como uma consequéncia do uso indiscriminado de antibi6éticos (MEDIATI et al., 2021). A
utilizacdo de classes de antibiéticos equivocadas, sem indicacao, periodo de administragédo
e doses corretas, contribuem para a aceleragdo de adaptacdo e/ou desenvolvimento de
mecanismos de defesa dos microrganismos, fazendo com que o medicamento perca a
eficiéncia (SEKYERE; ASANTE, 2018).

Anualmente, as infeccbes causadas por microrganismos resistentes a antibiéticos
sdo responsaveis por cerca de 700 mil mortes e, estima-se que até 2050 mais de 10 milhdes
de pessoas venham a 6bito por complicacbes associadas a resisténcia antimicrobiana
(URUEN et al., 2121). Esta situagdo se torna ainda mais preocupante em fungdo do
surgimento das bactérias resistentes a multiplos antimicrobianos MDR (da sigla em inglés
Multi-Drug Resistant), as superbactérias, que causam infeccbes que ndo apresentam
tratamento medicamentoso eficaz (FODOR et al., 2020).

Nesse sentido, o uso indiscriminado de antibidticos no tratamento das infec¢des
relacionadas a assisténcia em saude pode agravar ainda mais os problemas associados
a resisténcia antimicrobiana. O desenvolvimento de AMR é um processo complexo e
multifatorial, apresentando envolvimento de mecanismos bioquimicos, moleculares e
epigenéticos. O entendimento sobre tais mecanismos de sobrevivéncia pode auxiliar tanto
0 manejo dessas doencas infecciosas, quanto subsidiar novas estratégias de combate a
estas infecgdes.

21 MECANISMOS GENETICOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

2.1 Mecanismos genéticos de resisténcia bacteriana

Do ponto de vista genético, bactérias podem apresentar resisténcia antimicrobiana
intrinseca, adaptativa ou adquirida. No caso da resisténcia intrinseca, ndo ha o
envolvimento de troca ou modificacdo de elementos genéticos (FODOR et al., 2020).
Os principais mecanismos de resisténcia intrinseca incluem: (i) presenca de bombas de
efluxo nédo-especificas, que bombeiam antibi6ticos e outras substancias tdxicas para fora
da célula bacteriana; (ii) falta de permeabilidade da membrana externa, que impede a
entrada do antibidtico e/ou seu acumulo dentro da célula bacteriana; ou (iii) falta de sitios
especificos de interagdo com antibiético, impedindo que o farmaco se una as moléculas
alvo para desencadear a morte celular ou inibigao do crescimento bacteriano (MORRISON;
ZEMBOWER, 2020).

A resisténcia adaptativa refere-se a capacidade das bactérias se adaptarem
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e sobreviverem em condicbes de estresse por meio da alteracdo do seu padréo de
transcricdo em resposta as condicdes do meio (MEDIATI et al., 2020; FERNANDEZ;
HANCOCK, 2012). Este tipo de resisténcia € visto predominantemente no desenvolvimento
de células persistentes e biofilmes. As células persistentes constituem uma subpopulagcéo
de células que entram em um estado quiescente (estado de dorméncia), e param de
crescer ativamente, o que reduz a a¢do dos antibidticos em inibir as proteinas necessérias
para o crescimento bacteriano (LEWIS, 2010). Por outro lado, os biofilmes compreendem
uma comunidade de microrganismos presos a uma superficie e envoltos por uma matriz
polimérica. Essa organizacdo em aglomerados pode tornar as bactérias até 1000 vezes
mais resistentes a antibiéticos quando comparadas as suas formas isoladas (VAN ACKER,;
COENYE, 2016). Aléem disso, cerca de 1% das células que compdem os biofilmes séo
do tipo persistente, o que potencializa ainda mais a capacidade de sobrevivéncia destas
bactérias na presenca de antibioticos (SEKYERE; ASANTE, 2018).

Por fim, a resisténcia adquirida & o resultado de mutacdo génica intrinseca ou
aquisicdo de material genético exdgeno de resisténcia via transferéncia cromossémica
ou plasmidial (SEKYERE; ASANTE, 2018). De modo geral, os mecanismos moleculares
relacionados a este tipo de resisténcia bacteriana envolvem: (i) modificacdo/inativacao do
antibiotico; (ii) alteracdo do sitio de interagdo com o antibiético; (iii) aumento da taxa de
efluxo do antibiético; e (iv) reducéo da permeabilidade ao antibiético. Na maioria dos casos,
estes mecanismos podem acontecer de forma combinada, de modo a garantir um alto

indice de resisténcia contra um antibiético especifico (ARZANLOU et al., 2017).

Figura 1. Mecanismos de resisténcia a antibiéticos presentes em bactérias. Mecanismos de

resisténcia bacteriana evidenciando a inativacdo por enzimas, remogao dos antibi6ticos por

bombas de efluxo, reducéo da permeabilidade da membrana bacteriana e modificagcbes nos
sitios de interagdo com o antibiético.

Capitulo 16




Além disso, cada grupo de bactérias parece apresentar preferéncia por um
determinado tipo de sistema de oposicdo. Um exemplo claro consiste na diferenca de
mecanismo de resisténcia a penicilina entre bactérias gram-positivas e gram-negativas.
Em bactérias gram-negativas, o mecanismo de resisténcia ocorre predominantemente pela
producéo de enzimas B-lactamases, responséaveis pela degradacéo do anel B-lactamico
e consequente inativacdo do antibi6tico. Por outro lado, em bactérias gram-positivas, o
mecanismo de resisténcia envolve a modificagcdo de sitios de ligagéo a penicilina, impedindo
que esse antibibtico interaja com a célula (Tabela 1).

Mecanismo de resisténcia: Inativagédo por B-lactamase

Antibiéticos afetados Penicilinas; Cefalosporinas; B-lactamicos; Monobactamicos
Mediacao genética Cromossomos; plasmideos

b/aOXA’ b/aIMR b/aNDM’ bIaSME’ bIaDHA’ DIBCMY, b/aTEM’ b/aSHV’
Principais genes envolvidos bia\/IM, b2SPM, £aCTX, 2aCTX-M, GIM, eSHV, »aKPC,

b/aGES’ b/aCARBy b/aSCO, b/aLEN’ blaOK'D’ blaN DM

Enterobacteriaceae; Klebisiella pneumoniae; Pseudomonas
aeruginosa; Staphylococcus aureus

Bactérias resistentes

Mecanismo de resisténcia: Inativacdo enzimatica moduladora

Antibioticos afetados Macrolideos; Cloranfenicol; Lincosamidas; Aminoglicosideos
Mediacao genética Cromossomos; plasmideos

Principais genes envolvidos armA, rmtA, rmtB, rmtC, rmtD, npmaA, tetX

Bactérias resistentes Pseudomonas aeruginosa

Mecanismo de resisténcia: Reducdo da entrada na célula

Antibioticos afetados Quinolonas; B-lactamicos; Aminoglicosideos

Mediacao genética Cromossomos

gnrA; qnrB, qnrC e gnrS; gyrA; parC, gnrA, qnrB, qnrS,
aac(6’)-1b, OepA; ompC, mpK35, mpK36, carO

Pseudomonas aeruginosa; Bacteroides fragilis;
Bactérias resistentes Enterobacteriaceae

Principais genes envolvidos

Mecanismo de resisténcia: Alteracdo do local de ligagéo

B-lactamicos; Quinolonas; Macrolideos; Aminoglicosideos;

Antibicticos afetados Tetraciclina; Rifamicina; Cotrimoxazol; Glicopeptideos

Mediacéo genética Cromossomos; plasmideos

Principais genes envolvidos armA, rmtB-rmtH, erm, mcr, mecA, pbp, fts1

Sthapylococcus; Neisseria gonorrhoeae; Enterococcus;

Bactérias resistentes ; .
Pseudomonas aeruginosa; Enterobacteriaceae

Mecanismo de resisténcia: Efluxo ativo

Macrolideos; B-lactamicos; Tetraciclinas; Estreptograminas;

Antibiéticos afetados Aminoglicosideos

Mediacao genética Cromossomo; plasmideo; transposon

mrsA; marA; pmrA; acrD; acrEF; acrAB-tolC; tet(A); tet(B);
tet(C); tet(D); tet(E)

Principais genes envolvidos
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Staphylococcus aureus; Streptococcus spp.; K. pneumoniae;

Bactérias resistentes Estafilococos coagulase negativa; Escherichia coli

Mecanismo de resisténcia: Alteragdo ribossémica

Antibioticos afetados Quinolonas; Macrolideos; Lincosamidas; Aminoglicosideos
Mediacao genética Plasmideo; transposon

Principais genes envolvidos ermA; ermC

Bactérias resistentes Streptococcus pneumoniae; Estreptococos hemoliticos

Mecanismo de resisténcia: Alteragédo de topoisomerares Il e IV

Antibiéticos afetados Quinolonas

Mediacao genética Cromossomo
Principais genes envolvidos gyrA; gyrB, parC
Bactérias resistentes Staphylococcus aureus

Tabela 1. Principais formas de resisténcia bacteriana adquirida

Fontes: ANVISA (2021); Huemer et al. (2020); Katale et al. (2020); Jalde e Choi (2020); Behzadi
et al. (2020); Auda et al. (2020); Guitor e Wright (2018); Beceiro et al. (2013)

2.1.1  Modificacdo e/ou inativacdo do antibidtico

Um dos tipos mais comuns de resisténcia bacteriana envolve a producéo de enzimas
que degradam ou modificam a estrutura dos antibidticos (Figura 1a). Dentre as enzimas
associadas a resisténcia em bactérias, a produgéo de enzimas do tipo B-lactamase € um
importante mecanismo de resisténcia observado em bactérias gram-negativas (Tabela 1).
Essas enzimas hidrolisam o anel B-lactdmico dos antibi6ticos, tornando-os ineficientes
em exercer sua acao. As B-lactamases estéo localizadas na zona periplasmatica (espacgo
entre as membranas interna e externa das bactérias) da célula bacteriana e os genes
que codificam para essa classe de enzimas podem estar situados nos cromossomos ou
em outros elementos genéticos, incluindo integrons (elementos genéticos que incorporam
cassetes génicos, convertendo-os em genes funcionais), plasmideos e transposons
(sequéncia de DNA que pode mudar de posi¢do dentro do genoma). Essas enzimas sdo
altamente diversificadas em estrutura e espectros de atividade, apresentando acéo sobre
diversos antibioticos B-lactamicos, cefalosporinas e carbapenemos (BEHZADI et al., 2020).

Apesar de serem predominantemente observadas em espécies de bactérias gram-
negativas, algumas espécies de Streptococcus e Enterococcus, além do Staphylococcus
aureus, também sao capazes de produzir B-lactamases de forma intrinseca e a sua
prevaléncia tem aumentado enormemente nos Gltimos anos, constituindo um agravo aos
problemas de manejo das infec¢des associadas a assisténcia em satde (ARZANLOU et
al., 2017; FODOR et al., 2020). Outro grande problema associado a resisténcia bacteriana
por producédo de B-lactamases refere-se ao surgimento de organismos produtores de
B-lactamase de espectro estendido (ESBL, da sigla em inglés Extended spectrum beta-
lactamases), que possuem atividade inibitéria contra multiplas classes de antibiéticos,
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incluindo penicilinas, B-lactamicos de amplo espectro (tais como cefalosporinas de terceira
geracédo) e monobactamicos (como o aztreonam) (KATALE et al., 2020; MORRISON;
ZEMBOWER, 2020).

Apbs o aparecimento dos microrganismos ESBL, novos antibi6ticos B-lactamicos
foram desenvolvidos e a classe dos carbapenemos surgiu como uma alternativa promissora
para contornar os problemas associados a resisténcia B-lactamica. No entanto, desde
2006, o numero de bactérias apresentando a producéo de carbapenemases (enzimas que
degradam o anel B-lactdmico dos carbapenemos) tem aumentado exponencialmente e, em
2008, um novo tipo de enzima de resisténcia (metalo-B-lactamase-carbapenemase, NDM1)
foi identificada em diversos grupos de bactérias gram-negativas (FODOR et al., 2020),
reduzindo ainda mais o espectro de antibidticos ativos contra esses microrganismos.

Além das lactamases, enzimas inibitérias moduladoras sdo expressas em diversas
classes de microrganismos e atuam alterando a estrutura quimica dos antibidticos
interferindo com sua atividade bactericida (Tabela 1). Tais enzimas podem causar a
inativacdo de antibidticos pela transferéncia de grupamentos acil, nucleoditil, fosfato ou
ainda ribitol para o antibi6tico, de modo a impedir que 0 mesmo se ligue aos sitios de
acao devido ao impedimento estérico ocasionado pela modificacdo quimica (HUEMER et
al., 2020). Uma das classes mais importantes de enzimas moduladoras compreendem as
enzimas modificadoras de aminoglicosideos (AME, da sigla em inglés Aminoglycoside-
modifying Enzymes). A expresséo de AMEs de forma intrinseca ou adquirida € o mecanismo
de resisténcia bacteriana mais comum contra a classe de antibiéticos aminoglicosideos
(WACHINO et al., 2020; VONG; AUCLAIR, 2012).

2.1.2  Efluxo do antibidtico

As bombas de efluxo presentes na membrana das células bacterianas transportam
ativamente metabdlitos toxicos, como os antibioticos, para fora da célula bacteriana (Figura
1b). Essas bombas séo a primeira linha de defesa da célula bacteriana contra possiveis
toxinas ou metabdlitos indesejaveis, sendo passiveis de regulagédo positiva de expressao.
Desse modo, a presenca de altas concentragbes de antibiotico na célula gera um sinal
molecular que estimula um aumento transiente na expressdo dessas proteinas, com um
consequente aumento da eliminagéo do antibiético para o meio externo de modo a reduzir a
concentragdo do antibiético a niveis subtdxicos. Essa agédo permite que a bactéria sobreviva
na presencga do antibidtico até que outros mecanismos de resisténcia sejam adquiridos e/
ou ativados (AUDA et al., 2020; ARZANLOU et al., 2017). Além disso, as bombas de efluxo
apresentam como caracteristica intrinseca a nao-seletividade de substratos, o que pode
contribuir para o desenvolvimento de resisténcia contra multiplos antibiéticos (Tabela 1).

Em bactérias, ha predominancia de dois tipos de bombas de efluxo: MFS (da sigla em
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inglés Major Facilitator Superfamily), presente em todos os tipos de microrganismos; e RND
(da sigla em inglés Resistance Nodulation Division), predominantemente expressos em
bactérias gram-negativas. De modo geral, essas bombas de efluxo conseguem sequestrar
os antibidticos ainda na regiéo periplasmética, eliminando-os da célula antes que alcancem
o citoplasma (ARZANLOU et al., 2017; KABRA et al., 2019). Embora a maioria das bactérias
possuam multiplos genes que codificam para bombas de efluxo em seus cromossomos,
alguns genes sédo encontrados em plasmideos, o que torna esse mecanismo de resisténcia
passivel de ser transmitido de um microrganismo para outro (HUEMER et al., 2020).

Recentemente, plasmideos apresentando tanto genes codificando bombas de efluxo
do tipo RND, quanto genes codificando lactamase do tipo NDM-1 foram observados em
bactérias resistentes a multiplos antibi6ticos (LV et al., 2020), 0 que aumenta a preocupagéo
a respeito do potencial de surgimento de bactérias cada vez mais resistentes as diferentes
classes de antibibticos disponiveis para uso.

2.1.3 Redugéo da permeabilidade ao antibidtico

A entrada do antibiético nas células bacterianas é mediada pela presenca de
proteinas do tipo porinas na membrana externa da célula. Desse modo, alteracdo do
funcionamento dessas proteinas interferem com a permeabilidade da membrana e podem
contribuir com a reducdo da entrada de antibiéticos na célula bacteriana (Figura 1c). A
resisténcia bacteriana associada as porinas esta associada a: (i) mutagdes que ocasionam
uma regulacdo negativa da expressao de porinas; (ii) substituicdo de porinas com canais
de maior diametro por proteinas apresentando canais mais estreitos; (iii) mutagcdes que
ocasionam a inativagdo da funcionalidade dessas proteinas (DAM et al., 2018; BECEIRO
et al., 2013).

Além disso, as porinas apresentam fungdo crucial ndo apenas na resisténcia
bacteriana, mas desempenham papel importante na viruléncia das bactérias. Um exemplo
dessa dualidade de fun¢des é observado em mutagdes no gene ompC de E. coli (Tabela 1).
A perda da porina OmpC contribui tanto para a resisténcia contra antibiéticos, quanto para
a reducéo da atividade bactericida mediada por anticorpos. Por outro lado, essa proteina
€ importante nos processos de adesdo e invaséo celular. Desse modo, a deficiéncia
desse tipo de porina aumenta a resisténcia antimicrobiana, mas reduz a viruléncia de E.
coli. Comportamento semelhante & observado em K. pneumoniae, onde a auséncia de
expressao dos genes mpK35 e mpK36 diminuem a viruléncia dessa bactéria ao mesmo
tempo em que aumenta a sua resisténcia contra antibiéticos (DAM et al., 2018; LIU et al.,
2012).

2.1.4  Alteracdo do sitio de interacdo com o antibidtico
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A alteragdo do sitio de interacdo com o antibiético na célula bacteriana pode
acontecer por mutacdo ou aquisicio de uma enzima modificadora (Figura 1d).
Independentemente do mecanismo envolvido na transformacgdo do sitio, as alteragcbes
ocasionadas ndo alteram sua fungéo cognata, mas fornecem protecdo contra a acdo de
antibiéticos. Frequentemente, metilacbes ou mutacdes nas regides 16S ou 23S do rRNA
(RNA ribossomal) estao associadas a aquisicéo de resisténcia contra diversos antibiéticos,
incluindo aminoglicosideos, macrolideos e linezolida. As metilacdes de residuos especificos
nos rRNAs eliminam a afinidade dos antibi6ticos, permitindo que o processo de tradugao
ocorra sem erros (GUITOR; WRIGHT, 2018; BECEIRO et al., 2013).

Outras modificagcdes incluem a adicdo covalente de residuos carregados
positivamente aos fosfolipidios de membrana, reduzindo a afinidade pelo antibi6tico ou
mesmo induzindo uma repulsdo eletrostatica contra antibiéticos catidnicos (GUITOR;
WRIGHT, 2018). Mutacdes espontaneas ou modificagcdes pds-traducionais em moléculas-
alvo podem ocasionar alteragdes conformacionais que resultam em ineficiéncia de ligacédo
com o antibidtico e/ou atenuagdo de sua atividade bactericida. Modificagbes de apenas
um aminoacido nas moléculas de topoisomerases tipo Il e IV sdo responsaveis pela
resisténcia contra quinolonas e fluoroquinolonas observadas em S. aureus (HUEMER
et al.,, 2020; ARZANLOU et al., 2017; BECEIRO et al., 2013). Variagcbes nos genes que
codificam as proteinas de ligacdo a penicilina, ocasionam a producéo de moléculas-alvo
sem afinidade por antibidticos B-lactamicos, impedindo que estes antibiéticos exergcam seu
efeito bactericida.

2.2 Mecanismos genéticos de resisténcia fungica

Nos ultimos anos as infec¢des fungicas tem se tornado um grande problema na
pratica clinica, especialmente no que se refere a pacientes imunocomprometidos. Além
das infecgdes fungicas sistémicas estarem associadas a uma alta taxa de mortalidade,
0 surgimento de cepas resistentes aos antifingicos disponiveis tem tornado o manejo
das doencas fungicas ainda mais desafiador. Os mecanismos moleculares associados a
resisténcia antifingica sédo divididos em: (i) primarios ou inatos, quando o fungo apresenta
resisténcia antes da exposi¢do ao antifungico; e (ii) secundarios ou adquiridos, quando a
resisténcia ocorre ap0s o contato com o antifingico (SEKYERE; ASANTE, 2018; ALCAZAR-
FUOLI; MELLADO, 2014). De modo geral, tais mecanismos interferem com a interacao
antifungico-alvo de ligagdo ou causam a redugdo do nivel intracelular dos antibiéticos
(Figura 2).
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Figura 2. Mecanismos de resisténcia a antifingicos. Mecanismos de resisténcia antifingica
evidenciando as alteragées na composi¢do da parede celular, remogéo dos antifingicos por
bombas de efluxo, e modificagbes nos sitios de interagdo com o antifngico.

Mutacbes nos genes FSK2 (expressdao de enzima participante da produgéo
da parede celular fungica) e CDC6 (expressdo de proteina participante da iniciagdo do
processo de replicacdo do DNA) estdo associadas a resisténcia observada em Candida
glabrata. Mutagbes em ERG2, ERG3 e ERG11 (associados a sintese de ergosterol) séo
responsaveis pela resisténcia de Candida albicans a antibidticos azélicos (SEKYERE;
ASANTE, 2018). A indug&o de expressdo de bombas de efluxo (Figura 2) constitui um dos
mecanismos de resisténcia adquirida contra antibiéticos azélicos em espécies de Candida.
Nessas espécies, ha predominancia de dois tipos de bombas de efluxo: ABC (da sigla
em inglés ATP binding cassette), associadas a resisténcia contra antibidticos azélicos; e
MSF, associadas a resisténcia contra antibiéticos triazolicos (ARIKAN-AKIDALGI et al.,
2018; PERLIN et al., 2017). Além disso, a formacao de biofilme também contribui para a
resisténcia fungica devido a produgédo de glucanas como uma matriz exopolimérica que

impede, ou dificulta a entrada do antifungico na célula (PERLIN et al., 2017).

31 MECANISMOS EPIGENETICOS DE RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

3.1 Definicao de epigenética

Desde sua introducdo por Waddington em 1942, o termo “epigenética”’ tem sido
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utilizado para descrever o estudo de diferentes fendmenos biolégicos. Em sua origem,
a epigenética se relacionava com o termo epigénesis e se referia ao campo de estudos
atualmente conhecido como biologia do desenvolvimento (DEICHMANN, 2016; HAIG,
2004). Na década de 90, o termo comegou a ser também utilizado para definir o estudo
de modificagdes quimicas na cromatina, englobando as modificagdes pos-traducionais de
histonas (MPTH) e a metilacdo do DNA. Contudo, a popularizagédo do termo ocorreu a partir
dos anos 2000, com um grande aumento do uso no meio académico, bem como na midia
e na literatura ndo-especializada (DEICHMANN, 2016; HAIG, 2004).

Atualmente, epigenética é um termo ambiguo, e faz-se necessaria uma definicdo
do contexto em que se pretende utiliza-lo (GREALLY, 2018). Neste capitulo, € empregada
a definicdo introduzida por Russo et al. (1996) e amplamente difundida no campo da
biologia molecular, sendo epigenética definida como “o estudo das alteragbées na fungdo
génica que sdo herdadas mitdtica e/ou meioticamente e que ndo podem ser explicadas por
mudancgas na sequéncia de DNA”. Por essa definicdo, evidencia-se a principal diferenca
entre modificagbes epigenéticas e modificagcdes genéticas, onde modificacdes genéticas
ocasionam alteragdes na sequéncia de bases nitrogenadas (nucleotideos) que compdem
o DNA, enquanto que as alteragbes epigenéticas, mesmo a metilacdo de DNA (realizada
diretamente na molécula de DNA), ndo ocasiona alteragdo da sequéncia de nucleotideos.

As modificacdes genéticas podem ser classificadas em dois grupos principais:

(1) Mutagdes pontuais e pequenas dele¢des ouinser¢des: ocorréncia de substituicoes
de um nucleotideo por outro alterando a sequéncia de bases nitrogenadas (por
exemplo, substituicdo de uma citosina por timina), ou a ocorréncia de pequenas
delecdes (remogéao de um ou mais nucleotideos) ou inser¢des (insergdo de um ou

mais nucleotideos) na molécula de DNA.

(2) Rearranjos cromossomais: ocorréncia de grandes alteragdes no arranjo
cromossomal, como a dele¢do, inser¢cdo ou inversdo de grandes trechos de DNA,
além de troca de grandes segmentos de DNA entre cromossomos nao-homélogos
(translocacéo).

As modificagbes epigenéticas ocorrem em uma ampla gama de organismos,
incluindo bactérias, fungos, plantas, mamiferos e outros animais (DIEZ et al., 2014). Em
geral, essas modificacbes sa@o reversiveis e 0s organismos apresentam mecanismos
biolégicos, normalmente complexos protéicos, responsaveis por promoverem, removerem
ou reconhecerem essas modificagdes. Contudo, é necessario ressaltar que existem
importantes diferencas entre grupos de organismos. Por exemplo, em bactérias, e mesmo
em plantas, modificagbes epigenéticas como a metilagdo de DNA podem ser transmitidas
para as proximas geracdes. JA em mamiferos, durante a reproducdo sexuada, acontece
a remoc¢éao da maioria das metilacdes de DNA impedindo assim a sua transmisséo entre
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geracgOes (DEICHMANN, 2016). Além disso, as modificacdes epigenéticas podem acontecer
de maneira estocéstica (JOHANNES; SCHMITZ, 2019) ou induzidas por estimulos
ambientais.

3.2 Modificacdes epigenéticas em procariotos

Até recentemente, o estudo da epigenética era focado principalmente nas
modificagcdes epigenéticas em eucariotos. Isso deve-se a dois fatores principais: (1) o
aumentado grau de complexidade da regulacdo epigenética nesses organismos, em
parte devido a presenca das proteinas histonas, que atuam na compactacdo do DNA e
na regulacdo da cromatina; (2) a auséncia de métodos para o estudo em larga escala
de modificacbes epigenéticas predominantemente presentes em procariotos, como a
metilacdo da adenina, problema que foi amenizado com o surgimento de novas técnicas de
sequenciamento (DAVIS et al., 2013).

Em conjunto, as MPTH, a metilacdo de DNA e os pequenos RNAs constituem os
mecanismos essenciais pelos quais a epigenética atua na regulagdo da fungéo génica em
eucariotos. Em procariotos, onde o DNA ndo é compactado em histonas, as alteragcbes
epigenéticas limitam-se a molécula do DNA, especialmente a metilacdo de DNA (GHOSH
et al., 2020).

Embora a maior parte da literatura disponivel possua enfoque nos mecanismos
epigenéticos em eucariotos, as primeiras evidéncias de que modificacdes epigenéticas
possuem fungao biologica foram obtidas em procariotos, através do entendimento do papel
da metilacdo de DNA nos sistemas de restricdo e modificacdo (RM). Nesses sistemas, o
organismo procarioto possui duas classes de enzimas que atuam em conjunto, as enzimas
de restricdo (endonucleases), e as DNA metiltransferases. As enzimas de restricdo
atuam na clivagem de DNA ex6geno, especialmente de bacteriéfagos, enquanto as DNA
metiltransferases estabelecem metilagdes na molécula de DNA que impedem a clivagem
pelas enzimas de restricdo, protegendo o DNA do microrganismo (CHEN et al., 2020;
WILSON, 1991).

Em procariotos, a metilacdo do DNA ocorre nas adeninas (N6-metil-adenina, 6mA)
e nas citosinas, (C5-metil-citosina, 5mC; e N4-metil-citosina, 4mC), sendo que essas
modificacdes sdo majoritariamente encontradas em ambas as fitas da molécula de DNA,
exceto apds a sua replicacdo. Logo apo6s a replicacdo do DNA, as fitas filhas, recém-
sintetizadas, ndo possuem metilacdo e a molécula se encontra no estado hemimetilado
(SANCHEZ-ROMERO; CASADESUS, 2020). O estabelecimento dos diferentes tipos de
metilacdo do DNA é promovido por diferentes enzimas da classe das DNA metiltransferases.
E importante ressaltar que a metilagdo do DNA esta amplamente presente em espécies de
procariotos. Blow et al. (2016) demonstraram em um estudo com mais de 200 espécies de
bactérias e arqueias que a metilacdo do DNA existe em mais de 90% desses organismos.
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Atualmente, reconhece-se que a metilacdo do DNA atua também na regulacéo de
interacdes proteina-DNA. Por consequéncia, a metilacdo do DNA pode influenciar diversos
processos biologicos importantes, bloqueando a ligagdo de fatores de transcricdo e
inibindo a expresséo génica. Em especial, a metilagdo da Adenina (m6A) esté envolvida na
regulacdo da transcricdo, controle da atividade de elementos transponiveis (transposons)
e no sistema de reparo de mal pareamento do DNA. Esta metilagcado 6mA também participa
da formacdo de variantes fenotipicas de bactérias isogénicas (bactérias praticamente
idénticas geneticamente), apontando para um possivel papel adaptativo (CHEN et al.,
2020; SANCHEZ-ROMERO; CASADESUS, 2020).

Embora a metilagcdo de DNA seja a modificagcao epigenética mais bem compreendida
em procariotos, ela ndo é a unica. Wang et al. (2007) identificaram em bactérias a presenca
de alteragbes no esqueleto agUcar-fosfato da molécula de DNA. Acredita-se que esse
mecanismo também atue na defesa do organismo, onde um DNA exégeno sem essas
modifica¢des epigenéticas pode ser reconhecido e clivado (WANG et al., 2019).

3.3 Mecanismos epigenéticos envolvidos na resisténcia a antimicrobianos

As modificagbes genéticas ndo podem explicar completamente os processos de
resisténcia a antibiéticos em bactérias e evidéncias recentes sugerem um importante
papel da epigenética nesse processo (GHOSH et al., 2020). Em especial, a resisténcia
adaptativa a antibidticos apresenta caracteristicas que apontam para um mecanismo
biolégico adicional as modificagcbes genéticas. A resisténcia adaptativa pode ser gerada
facilmente em laboratério. Ao cultivar bactérias em concentragbes crescentes do antibiotico,
comegando com concentragcdes sub-inibitorias, € possivel obter populagbes capazes de
sobreviver em concentragdes altissimas, proximas ao limite de diluicdo do antibidtico
utilizado (SANDOVAL-MOTTA; ALDANA, 2016).

Surpreendentemente, quando essas populagcdes altamente resistentes sao
transferidas para meios de cultura livres de antibidticos, e apés a replicagcéo por algumas
geracgdes, a resisténcia ao antibiético é perdida, sendo possivel extinguir toda a populacéo
ao expd-la a concentragdes de antibibtico similares aquelas que anteriormente a bactéria
apresentava resisténcia. A velocidade com que bactérias adquirem resisténcia ou revertem
para fendtipos suscetiveis ao antibidético ndo &€ compativel com a ocorréncia de apenas
modificagdes genéticas (GHOSH et al., 2020; SANDOVAL-MOTTA; ALDANA, 2016). Dessa
forma, acredita-se que os mecanismos epigenéticos podem contribuir para a resisténcia
adaptativa em procariotos (GHOSH et al., 2020).

Outro fendémeno provavelmente sob controle epigenético é a persisténcia
bacteriana, onde subpopula¢des de células bacterianas em um estado de crescimento
reduzido sdo capazes de reverter ao estado de crescimento e restabelecer a populagdo

bacteriana ap6s a retirada do antibiotico do meio. Como essas subpopulagdes possuem o
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mesmo background genético, a despeito de poucas mutacdes genéticas que possam ter
emergido durante o crescimento populacional, acredita-se que a mudanca entre esses dois
estados (crescimento inerte e ativo) se deve a flutuagdes aleatédrias na expresséo génica
(SANDOVAL-MOTTA; ALDANA, 2016), que podem ser desencadeadas por processos
epigenéticos, como a variagéo no perfil de metilacdo de DNA em sitios de ligacao de fatores
de transcri¢do, alterando sua afinidade e consequentemente as taxas de transcricdo do

gene sob controle desse fatores.

Um exemplo de regulacdo epigenética levando a flutuagdo da expresséo génica
€ o controle da expressdo de metiltransferases pela variacdo de fase. A variagdo de
fase é definida pela rapida ativagcdo ou desativacdo de genes que podem alterar o perfil
transcricional da bactéria, permitindo a sua sobrevivéncia em ambientes dinamicos
(GHOSH et al., 2020). Um exemplo de expressdo sob controle de variagdo de fase é a
expressdo de DNA metiltransferases (ModA, ModB e ModC) por Neisseria meningitidis.
Nesse organismo, a variacdo na expresséo dessas trés familias génicas, que podem ser
ativadas ou inativadas independentemente, altera o perfil de metilagdo em diversas regides
gendmicas, levando a regulacdo epigenética e a variagdo na expressdo de centenas de
genes (CAUGANT; BRYNILDSRUD, 2020). Jen et al. (2014), investigaram dois desses
genes, ModA11 e ModA12, e demonstraram que, quando estes genes estdo ativos, a N.
meningitidis apresenta maior suscetibilidade a diferentes antibiéticos. Interessantemente,
em Escherichia coli, existe uma correlacdo inversa entre os niveis globais de metilagao na
citosina (5mC) e a resisténcia ao antibiético ciprofloxacina, onde maiores niveis de metilacéo
sdo verificados nas cepas suscetiveis ao antibiético (YUGENDRAN; HARISH, 2016). No
entanto, em ambos os casos, 0s mecanismos pelos quais a auséncia de metilacdo de DNA
poderia aumentar a resisténcia aos antibiéticos ndo sdo conhecidos.

Além disso, a metilacdo na adenina pode modular a patogenicidade de K.
pneumoniae (FANG et al., 2017) e regular a expressdo de genes associados a expressao
de bombas de efluxo para multiplos antibi6ticos, estando associados ao desenvolvimento
de resisténcia antimicrobiana em E. coli (ADAM et al., 2008). Por fim, a metilacdo do DNA
apresenta papel crucial no surgimento de S. aureus meticilina resistentes (MRSA, da sigla
em inglés Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus). A metilagdo do DNA em S. aureus
causa atenuacao da expressao de genes de regulacéo de transcricdo, o que ocasiona uma
regulacdo positiva dos genes envolvidos na resposta ao estresse e formacéo de biofilme
(SULLIVAN et al., 2019).

Outra forma na qual a epigenética pode influenciar na obtengdo de resisténcia a
antibi6ticos é através da inducdo de mutacdes genéticas. Em bactérias, a metilagéo da
adenina é utilizada pelo sistema de reparo de mal pareamento do DNA. Quando um
pareamento inadequado ocorre, se as 6mA nao foram corretamente estabelecidas devido a
alguma alteracéo nos mecanismos de metilacdo de DNA, n&o é possivel distinguir qual das
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fitas de DNA ¢ a fita méae, cujo sequéncia deve ser preservada, e qualquer uma das duas
fitas pode ser utilizada como a fita molde. Quando isso ocorre, existe 50% de chance de
o sistema de reparo manter a mutagéo ao invés de corrigi-la. Adicionalmente, a presenca
de 5mC aumenta a taxa de mutagéo de citosina para timina. Bases nitrogenadas passam
por desaminaca@o naturalmente, gerando bases nao-candnicas que sao reconhecidas e
corrigidas pelo sistema de excisdo de bases. Por exemplo, a desaminacdo da citosina
gera uracila, que é processada pelo sistema de exciséo de bases e corrigida. Contudo,
a desaminagédo da 5mC gera timina, que pode ser copiada durante a replicagcdo do DNA,
estabelecendo a mutacdo nas proximas geracoes. Desse modo, a metilagcdo do DNA acaba
por facilitar a acumulacdo de mudangas nas células bacterianas, o que pode levar ao
aumento do espectro de resisténcia das bactérias.

41 CONSIDERAGOES FINAIS

Considerando que bactérias e fungos continuam a se adaptar e adquirir um vasto
arsenal de mecanismos de resisténcia, o entendimento dos mecanismos genéticos e
epigenéticos pelos quais a resisténcia antimicrobiana se desenvolve é importante para
a organizacdo de protocolos de manejo, prevencao e controle dessas infecgbes. Além
disso, uma relevancia especial deve ser dada ao controle das infec¢cdes hospitalares, de
modo a prevenir a transmissdo de cepas resistentes, e evitar o surgimento de novas cepas
resistentes.

Nesse sentido, faz-se necessario a implementacdo e manutencdo de programas
de monitoramento que possibilitem a vigilancia de cepas multirresistentes de modo que
seja possivel detectar, avaliar e minimizar sua circulagdo em ambientes hospitalares. Além
disso, a racionalizag@o de antimicrobianos é um componente-chave de uma abordagem
multifacetada para a prevengao de resisténcia antimicrobiana e, os programas de controle
do uso de antimicrobianos (stewardship para antimicrobianos), auxiliam na garantia da boa
gestdo desses medicamentos, de modo a se obter um melhor desempenho no tratamento
de doencas microbianas e contribuir para a redugdo do surgimento de patdgenos
multirresistentes.
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