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RESUMO: A resisténcia bacteriana representa um desafio crescente para a saude
global, conforme alertado pela Organizacdo Mundial da Saude. O uso indiscriminado de
antimicrobianos tem levado a proliferagdo de cepas multirresistentes, ameagando retornar
a era pré-antibidtica. Bactérias podem adquirir resisténcia por meio de processos como
mutacdo genética e transferéncia horizontal de genes. Mecanismos de efluxo, como as
bombas de efluxo, desempenham um papel crucial nesse processo, permitindo que as
bactérias eliminem antibiéticos do citoplasma, diminuindo sua eficacia. Além disso, fatores
como automedicacgéo e falta de programas racionais de uso de antibioticos contribuem para
a disseminacéo da resisténcia. Staphylococcus aureus, especialmente a cepa resistente a
meticilina (MRSA), exemplifica esse desafio, causando uma variedade de infec¢bes graves.
Em resposta a esses desafios, pesquisadores exploram alternativas terapéuticas, como
inibidores de bombas de efluxo, para restaurar a eficacia dos antibiéticos. Compreender
0s mecanismos subjacentes a resisténcia, seu impacto clinico e desenvolver estratégias
eficazes de combate séo cruciais para enfrentar essa ameaca emergente a saude publica.

PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobianos, Farmacorresisténcia, Produtos naturais, Farmacos.

DISCOVERING BACTERIAL RESISTANCE: ROLE OF EFFLOW PUMPS,
CLINICAL IMPACT AND THERAPEUTIC ALTERNATIVES

ABSTRACT: Bacterial resistance represents a growing challenge for global health, as
warned by the World Health Organization. The indiscriminate use of antimicrobials has led
to the proliferation of multidrug-resistant strains, threatening a return to the pre-antibiotic era.
Bacteria can acquire resistance through processes such as genetic mutation and horizontal
gene transfer. Efflux mechanisms, such as efflux pumps, play a crucial role in this process,
allowing bacteria to eliminate antibiotics from the cytoplasm, decreasing their effectiveness.
Furthermore, factors such as self-medication and lack of rational antibiotic use programs
contribute to the spread of resistance. Staphylococcus aureus, especially the methicillin-
resistant strain (MRSA), exemplifies this challenge, causing a variety of serious infections.
In response to these challenges, researchers are exploring therapeutic alternatives, such
as efflux pump inhibitors, to restore the effectiveness of antibiotics. Understanding the
mechanisms underlying resistance, its clinical impact, and developing effective combat
strategies are crucial to addressing this emerging threat to public health.

KEYWORDS: Antimicrobials, Pharmacoresistance, Natural products, Drugs.

INTRODUCAO

A resisténcia bacteriana aos quimioterapicos € um desafio significativo para a
salde publica. O uso excessivo de antibidticos no tratamento de infeccdes desencadeou o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia em varias cepas microbianas, facilitando
a sobrevivéncia e disseminagéo de bactérias patogénicas. Esse problema é especialmente
grave no ambiente hospitalar, contribuindo diretamente para altas taxas de mortalidade,
custos médicos elevados e destacando a ineficacia e limitacbes de certos farmacos
(BARBOSA; LEVY, 2000; TANWAR et al., 2014).
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Os mecanismos que conferem resisténcia bacteriana aos quimioterapicos incluem
a modificacao dos sitios de ligacdo das drogas, a degradacao enzimatica dos antibiéticos,
a reducdo da permeabilidade da membrana celular e o uso de bombas de efluxo ativo
(KUMAR; MUKHERJE; VARELA, 2013). As bombas de efluxo desempenham um papel
crucial no surgimento de cepas bacterianas resistentes a multiplos farmacos (Multiple Drug
Resistance - MDR), com exemplos notaveis como Pseudomonas aeruginosa, Escherichia
coli e Staphylococcus aureus (MARSHALL; PIDDOCK, 1997; SUN; DENG; YAN, 2014).

Essas bombas de efluxo sdo compostas por canais de proteinas integrados
na membrana, responsaveis por expulsar antibioticos e substancias toxicas para fora
da célula, reduzindo sua concentracéo interna e, consequentemente, a eficacia dos
medicamentos (BLAIR; PIDDOCK, 2016; GIBBONS; OLUWATUYI; KAATZ, 2003). Muitas
cepas bacterianas, tanto Gram-positivas quanto Gram-negativas, possuem essas bombas,
cujos genes estao localizados nos cromossomos ou em plasmideos (PIDDOCK, 2006;
POOLE, 2007).

Uma abordagem para enfrentar esse problema é o uso de inibidores de bombas
de efluxo (Efflux Pump Inhibitors - EPIs), que podem ser combinados com antibidticos
para superar a resisténcia bacteriana. No entanto, muitos desses inibidores caracterizados
exibem alta toxicidade e baixa estabilidade biolégica (PAGES; AMARAL, 2009). A busca
por novas substancias farmacologicamente relevantes a partir de metabolitos secundarios
de plantas medicinais surge como uma promissora linha de pesquisa (FILHO; YUNES,
1998). Os vegetais oferecem uma ampla gama de compostos quimicos com potencial
antimicrobiano, sendo reconhecidos como importantes candidatos para o desenvolvimento
de novos inibidores naturais de efluxo (STAVRI; PIDDOCK; GIBBONS, 2006; TEGOS et
al., 2011).

RESISTENCIA BACTERIANA

Segundo a Organizacdo mundial da Saude (OMS, 2017) a resisténcia aos
antimicrobianos eleva-se para niveis preocupantes em muitos paises do mundo. O
surgimento de mecanismos complexos e a rapida disseminacdo de micro-organismos
patogénicos impdem uma barreira no tratamento de doengas microbianas comuns, causando
grande preocupacdo para a saude global. Muitos antimicrobianos antigamente empregados
no controle de infecgbes sofrem decréscimos quanto ao uso e eficacia. O aparecimento
de microorganismos resistentes a multiplas drogas disponibilizadas aumentam o risco
de voltarmos a era pré-antibidtica, onde havia casos de mortes decorrentes de simples
infecgdes (DIAS; MONTEIRO; MENEZES 2010).

Bactérias possuem habilidades de se adaptarem ao meio com facilidade, entéo a
exposicdo a antimicrobianos resulta em um processo de resisténcia natural (QUEIROZ,
2004). Os antibioticos efetivam sua acéo na eliminagcdo de bactérias sensiveis, mas
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simultaneamente pode disseminar a sobrevivéncia de cepas multiresistentes por um
processo de pressao seletiva, ocasionada principalmente pelo uso indiscrimando de
antimicrobianos.

A automedicacdo, o diagnostico impreciso, a falta de progama racional do uso
de antibidticos e o desconhecimento quanto a finalidade e eficacia dos antimicrobianos
sdo o0s principais fatores que promovem a resisténcia de bactéria multiresistentes (MOTA
et al., 2010). Outros fatores como condi¢des precarias de higiene, fluxo constante de
viajantes, aumento de pacientes imunocomprometidos e a demora no diagnéstico clinico
de infecgbes tem possibilitado consideravel aumento nos casos de resisténcia bacteriana
(VON NUSSBAUM et al., 2006).

As bactérias podem apresentar dois diferentes tipos de resisténcia aos antibiéticos:
Intrinseca ou adquirida. Na resisténcia intrinseca o0 microorganismo apresenta
caracteristicas morfolégicas ou enzimaticas que o torna resistente a determinada droga
naturalmente. J& a resisténcia adquirida, pode ser caracterizada por mutagdo ou troca
de genes. Por exemplo, na transferéncia horizontal de genes, bactérias podem repassar
material genético entre cepas da mesma espécie ou de espécies diferentes. Esse processo
ocorre pela transformacéo (Incorporacédo do DNA do meio), transducgéo (através de fagos)
e conjugacao (contato celular) que envolve elementos genéticos moveis como plasmideos
e transposdes (DZIDIC; SUSKOVIC; KOS 2008; MUNITA; ARIAS, 2016).

As bactérias podem desenvolver ou adquirir resisténcia aos antibibticos por
alguns mecanismos, que sdo separados em trés classes principais: 1 — Diminuicdo da
concentragéo intracelular da droga como consequéncia de uma fraca penetracdo ou
efluente ativo do antibiotico, 2 — Alteragéo do alvo do antibiético na célula bacteriana por
mutacao genética ou modificacdo pos-translacional do alvo e 3 — Inativagdo do antibiético
por hidrolise ou modificagdo enzimatica de grupos funcionais ativos da molécula (BLAIR
et al., 2015; POOLE, 2002). Apropriando-se destes mecanismos isolados ou em conjunto,
cepas patogénicas vém conseguindo superar antibidticos promissores das mais diversas
classes quimicas (SILVEIRA et al., 2006).

Aluta contra a resisténcia é um verdadeiro dilema. De um lado tem-se a expanséo no
consumo de antibiéticos pela populagéo e do outro o fracasso das indUstrias farmacéuticas
em formular novas drogas. Para contornar esse problema, seria preciso primeiramente
identificar prioridades, reduzir o uso de antimicrobianos e estimular a producéo de novos
agentes terapéuticos (BARTLETT et al., 2013).
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BOMBAS DE EFLUXO

As bombas de efluxo sdo canais de proteinas hidrofobicas capazes de transportar
diferentes substratos, podendo ser especificas para um determinado composto quimico
ou para diversos tipos de medicamentos nocivos e toxinas tais como: detergentes,
solventes, corantes e biocidas. A extrusdo celular bacteriana de vérios antibiéticos esta
diretamente relacionada com casos de resisténcia a multiplas-drogas. Esse mecanismo
€ ocasionado pelo aumento de expressao de genes, geralmente decorrente da acdo de
proteinas reguladoras, mutagbes cromossdmicas ou por resisténcia adquirida (PUTMAN;
VEEN; KONINGS, 2000; FREMPONG-MANSO et al., 2009; MIKULASOVA; CHOVANOVA,
VAVERKOVA, 2016).

Muitas bactérias utilizam os sistemas de efluxo para diminuir a susceptibilidade a
antimicrobianos, além dessa fungéo estas proteinas podem também conferir importancia
clinica na patogenicidade, facilitando a colonizacdo e sobrevivéncia do microrganismo no
hospedeiro (PIDDOCK, 2006).

Existem cinco classes de proteinas responsaveis pelo bombeamento de efluxo
MDR, separadas de acordo com a fonte de energia exercida para exportacdo de
substancias intracelulares. Transportadores primarios que utilizam hidrolise de adenosina
trifosfato estéo contidos na super-familia cassete de ligacdo a ATP (ATP-binding cassette:
ABC). Transportadores secundarios que utilizam gradientes de protons para conduzir a
eliminagéo de substratos incluem: (1) familia pequena resisténcia a multiplas drogas (Small
multidrug resistance:SMR), (2) super familia grande facilitador (Major facilitator superfamily:
MFS), (3) super familia divisdo celular resisténcia nodulagéo (Resistance-nodulation-cell
division:RND) e (4) familia extrus@o de mdltiplas drogas e compostos toxicos (Multidrug
and toxic compound extrusion: MATE) Recentemente alguns estudos identificaram outras
familias de transportadores de drogas, especialmente a familia de efluxo de compostos
antimicrobianos proteobacterianos (PACE) (LI; NIKAIDO, 2009; BLAIR; PIDDOCK, 2016).

Os transportadores ABC sdo uma grande superfamilia que utilizam a energia exercida
pela hidrélise de ATP contra gradientes eletroquimicos para exportar ou importar substratos
na célula (VASILIOU; VASILIOU; NEBERT, 2009). O dominio estrutural da superfamilia
ABC é formado por dois dominios transmembranar que forma um canal condutor e dois
dominios de vias citoplasmaticas ligadas a nucleotideos que se conectam e hidrolisam
ATP (HOLLENSTEIN; DAWSON; LOCHER, 2007). Transportadores ABC sao capazes de
expulsar diversas moléculas como aminoacidos, carboidratos, lipidios, vitaminas, metais e
proteinas. Esses tipos de bomba de efluxo tém sido pouco descrita em bactérias, mais em
humanos geralmente esta relacionando com doencas importantes como céancer, fibrose
cistica e doenca de Tanger (WILKENS, 2015).

Membros da familia MFS apresentam o sistema de catélise de H*. Esse tipo de
bomba utiliza o potencial eletroquimico de ions ou soluto para conseguir o transporte de
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energia desfavoravel do substrato contra o gradiente. Foram identificados mais de 10.000
membros pertencentes a essa familia, sendo a maior classe de bombas de efluxo de
transportador secundario (YAN, 2013). Utilizam como substrato diversas substancias como
acucares, antibioticos, aminoécidos, ions, acidos nucléicos e produtos do metabolismo
(YAN, 2013; RANAWEERA et al. 2015). Bombas MFS sdo predominantes em bactérias
gram-positivas, em S. aureus podem ser encontradas bombas MDR como a NorA que
confere a resisténcia a fluroquinolonas e bombas especificas para a tetaciclina TetA e TetK
(KAATZ; SEO; RUBLE, 1991; GUAY; DAVID, 1993).

SMR é uma pequena classe de proteinas de efluxo, geralmente formadas apenas
entre 100 e 140 aminoacidos e organizada em quatro hélices. Importantes por induzir
expulsdo de compostos de aménia e cations lipofilicos. O transportador mais caracterizado
SMR é o EmrE de Eschechiria coli, responsavel por conferir resisténcia ao Brometo de
etidio (BORGES-WALMSLEY; MCKEEGAN; WALMSLEY, 2003).

RND funciona em um sistema tripartido, funcionando pelo gene AcrA e AcrB
integrado a uma proteina da membrana externa e uma proteina de fusdo periplasmica
(MFP), utilizando a for¢a de proton H* para eliminar compostos. Por exemplo, o sistema
de E. coli AcrAB-Tolc que conferem resisténcia a drogas lipofilicas, corantes e detergentes
(ELKINS; NIKAIDO, 2002; ALVAREZ-ORTEGA et al., 2013). Esse complexo é importante
por garantir que a droga seja expulsa diretamente para o meio externo e n&o para o
periplasma, assim para a droga adentrar novamente na célula é preciso atravessar a
membrana externa (NIKAIDO; TAKATSUKA, 2009). Por conta desse complexo sistema, a
familia RND se caracteriza por ser a mais importante clinicamente em casos de resisténcia
aos antibidticos (LI e NIKAIDO, 2009).

A familia MATE utiliza a forca condutora dos gradientes de Na + ou H + para
transportar substancias através da membrana (TAKANASHI, SHITAN; YAZAKI, 2014). A
familia MATE é encontrada tanto em células procariéticas como em eucariotos (Fungos,
Animais, Plantas). Em bactérias e animais essas proteinas estdo presentes na membrana
e s&o responsaveis pela expulséo de drogas catidnicas e compostos toxicos. Nas plantas,
MATE promove o sequestro de metabdlitos secundarios em vacuolos ou a eliminagéo para
fora da célula (OMOTE et al., 2006). A primeira bomba da familia MATE foi identificada
em Vibrio parahaemolyticus e denominada como NorM, importante por conferir resisténcia
clinica a fluroquinolonas e aminoglicosideos (MOHANTY; PATEL; BHARDWAJ, 2012).

O papel das bombas de efluxo foi primeiramente descrito pela codificacédo de genes
em plasmideos de E. coli que atribuiam resisténcia a tetaciclina (MCMURRY; PETRUCCI;
LEVY, 1980). Atualmente esta muito evidente que bactérias Gram-positivas, Gram-negativas
e fungos patogénicos utilizam o efluente ativo para remover antibiéticos do citoplasma e
consequentemente diminuir a concentragéo e o efeito causado pelo farmaco (JACHAK et
al., 2012).
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A inibicdo dos canais de efluxo pode ser alcancada pela redugédo na expresséo do
gene da bomba, interrompendo a maquinaria da bomba e reduzindo o substrato associado
por um competitivo ou ndo competitivo, perturbando a fonte de energia necessaria para
expressado da bomba (POOLE, 2007).

O uso de combinagdes de inibidores de bombas de efluxo com antibiéticos € uma
alternativa investigada atualmente, é esperado que essas combinagbes diminuam a
resisténcia intrinseca das bactérias, reverta a resisténcia adquirida em cepas resistentes
mutantes e reduza a frequéncia de aparecimento de cepas mutantes multirresistentes
(LOMOVSKAYA, 1999).

STHAPYLOCOCCOS AUREUS

Staphylococcus sao bactérias cocos Gram-Positivos, com aproximadamente 0,5
a 1,5 um de diametro, imoéveis e ndo apresentam capsula. Podem apresentar até trés
tipos morfolégicos: Cocos isolados, em cadeias curtas, ou agrupados irregularmente
(Com aspectos semelhantes a cachos de uvas), devido sua divisdo celular em planos
perpendiculares (TRABULSI; ALTHERTHUM, 2005; TORTORA; FUNKE; CASE, 2010).
Atualmente esse género possui 33 espécies, sendo que 17 espécies podem ser encontradas
em humanos (SANTOS et al., 2007).

Staphylococcus aureus € a espécie do género supracitado de maior interesse
etiolégico, sendo responsavel por graves quadros clinicos em humanos, causando graves
infeccbes superficiais ou invasivas, como carbunculos, foliculites, bacteremia, endocardite,
pneunomia, osteomelite, além de promover formacdo de biofilme em instrumentos
cirdrgicos implantados (CAVALCANTI et al., 2005; FOSTER et al., 2014; TONG et al.,
2015). Em pessoas saudaveis Staphylococcus aureus pode ser encontrada em diversos
sitios anatémicos, principalmente na pele, orofaringe, fossas nasais e microbiota intestinal
(BENITO et al., 2013).

A versatilidade de S. aureus deve-se principalmente pelos diversos fatores de
viruléncia, muitos dos quais sdo codificados geneticamente e transferidos entre a espécie
(OTTO, 2014) facilitando a aderéncia, colonizagéo, interacbes celulares, evasdo dos
sistemas de defesa do hospedeiro e lesbes teciduais (HOLDEN et al., 2004). Os fatores
de viruléncia podem ser agrupados em trés tipos: a) Fatores relacionados a adeséao celular
ou matriz extracelular, por sintese de moléculas de fibrinogénio, fibronectina, colageno ou
da enzima coagulase; b) fatores relacionados com a evasdo imunolégica, pela produgéo
de importantes enterotoxinas, inclusive que pode causar choque téxico e producdo de
biomoléculas como proteina A, lipases e polissacarideos encapsulados; e c) fatores
relacionados com a invaséo na célula do hospedeiro e a penetragédo nos tecidos ou adesao
em instrumentos cirdrgicos implantados, os quais incluem as proteinas (toxinas) a, B, o, y
e ® — hemolisinas (JARRAUD, 2001).
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A espécie pode apresentar resisténcia intrisinca ou adquirida, onde a aquisicdo do
gene mecA apresenta grande importancia clinica por conferir resisténcia contra meticilina e
beta-lactamicos (BENITO et al., 2015). O surgimento e disseminacao de S. aureus resistente
a meticilina (MRSA) aumentaram os numeros de infec¢gdes nosocomias, causando grande
preocupacao na comunidade hospitalar (WITTE et al., 2007). MRSA & a maior causa de
infeccoes de peles e tecidos moles na América do Norte, o clone USA 300 é responsavel
por 98% dessas infeccées (THURLOW; JOSHI; RICHARDSON, 2012).

PRODUTOS NATURAIS

Chamamos de metabolismo as reacdes quimicas celulares que regem o
funcionamento dos organismos. O metabolismo primario é caracterizado pela acéo de
aminoacidos, proteinas, carboidratos e lipideos, presentes em todos os organismos e com
funcbes definidas. Entretanto, além do metabolismo primario, as plantas apresentam também
0 metabolismo secundario, responsavel pela sintese de uma variedade de compostos
quimicos que nao parecem ter ligagdo direta com os processos fisioldgicos vegetais, mais
que podem funcionar como atraentes de polinizadores, repelentes naturais, protecéo contra
predadores e microrganismos, além de apresentar propriedades farmacolégicas (GARCIA;
CARRIL, 2011; PEREIRA; CARDOSO, 2012, TAIZ; ZEIGER, 2013).

Existem trés classes de metabdlitos secundarios vegetais: compostos fendlicos,
terpenos e alcalbides, originados através de rotas biossintéticas diferentes e com fungées
de defesa contra fatores fisicos e biologicos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Os terpenos representam a maior classe de substancias quimicas do metabolismo
secundario, calcular-se uma estimativa de mais de 30.000 substancias registradas
(RAVEN et al., 2007). Os terpenos sao derivados a partir do 2-metilbutadieno (Isopreno). A
biossintese ocorre pela ligacao do isopreno com radiciais fosfato, formando duas unidades
de Cinco Carbonos: o disfosfato de isopentinila (IPP) e o difosfato de dimetilalila (DMAPP)
(SIMOES et al., 2017). Originados por duas rotas biossintenticas diferentes: Rota do acido
Mevalonato (MVA) que ocorre no citoplasma, e a rota do 2-Cmethyl-D-eritritol-4-fosfato
(MEP) produzida nos plastidios (DEGENHARDT et al., 2003; KITAOKA et al., 2015).

Assim podemos definir os terpenoides de acordo com o numero de blocos
de isopentenilpirofosfato que se ligam em sentindo inverso (cabeca-cauda), como:
hemiterpenoides (C,), monoterpenoides (C, ), sesquiterpenoides (C,,), diterpenoides
(C,,), triterpenoides (C, ) e tetraterpenoides (C,)) (VIZZOTTO; KROLOW; WEBER, 2010).
Mono e sesquiterpenoides séo os principais constituintes dos 6leos volateis de plantas,
sendo os principais responsaveis pelo aroma caracteristico dos produtos naturais que
sdo empregados na indUstria de fragrancias (FARKAS; MOHACSI-FARKAS, 2014).
Diterpenoides, triterpenoides e tetraterpenoides sdo constituentes basicos da mistura de
6leos esséncias e resina (oleorresinas), produto utilizado na producéo de tinturas, graxas e
ceras, além de ser usado por populagdes com fins medicinais (HARTMANN, 2007).
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Nos Ultimos anos tem-se notado avangos cientificos nos estudos quimicos e
farmacolbgicos de plantas utilizadas na medicina popular em busca de novos compostos
com propriedades terapéuticas (FILHO; YUNES, 1997). Os produtos naturais s&o utilizados
pela humanidade desde o inicio das civilizagdes. A procura por alivio e cura de doengas
através da ingestao de ervas e folhas possivelmente tenha sido uma das primeiras formas
de uso dos produtos naturais para fins medicinais, sendo principalmente utilizado pelas
sociedades Gregas, Romanas e Chinesas (JUNIOR; BOLZANI; BARREIRO, 2006).
Acredita-se que o tratamento através de plantas medicinais traga vantagens a saude
humana, desde que haja conhecimento prévio das suas finalidades, riscos e beneficios
(BADKE et al., 2012).

Ha varios fatores que contribuem para o consumo dos produtos naturais como
recursos medicinais, tais como, o custo elevado dos medicamentos industrializados, o
dificil acesso da populagéo a postos médicos ou hospitais, assim como o beneficio do uso
de derivados de origem natural (BADKE et al., 2012).

CONSIDERAGCOES FINAIS

A resisténcia bacteriana ndo é apenas uma questdo clinica, mas também
socioeconOmica, com impactos nos custos de salde e na qualidade de vida dos pacientes.
A ampla disseminacado da resisténcia, facilitada pelo uso indiscriminado de antibiéticos,
ressalta a necessidade urgente de intervengbes eficazes para conter essa ameaca. A
pesquisa de alternativas terapéuticas, como inibidores de bombas de efluxo e o potencial
dos produtos naturais, emerge como uma linha promissora de combate a resisténcia
bacteriana. A exploragdo dos metabdlitos secundarios de plantas medicinais oferece
novas perspectivas para o desenvolvimento de terapias antimicrobianas, destacando a
importancia da biodiversidade na busca por solu¢des inovadoras.
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