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RESUMO

Indmeros sdo os problemas que afetam o ambito da saide em todo o mundo, a
existéncia de bactérias multirresistentes a antibidticos fazem parte desse contexto. Esse
problema vem crescendo ao longo do tempo com mais intensidade, devido a muitos
fatores, entre eles, o uso irracional de medicamentos € o desenvolvimento de
mecanismos de resisténcia pelas bactérias como, por exemplo, o de producdo de
enzimas, como a New Delhi Metalo-f-lactamase (NDM-1). Esta enzima teve sua
ocorréncia relatada pela primeira vez em 2009 em Nova Deli, na India, desde entdo
inimeros relatos tem ocorrido por todo o mundo inclusive no Brasil. Com o objetivo de
analisar o mecanismo de a¢do dessa enzima, verificar onde ocorrem os principais casos,
quais sdo as bactérias que expressam a enzima e se hé perspectivas de desenvolvimento
de farmacos que possam vir a ser usados no tratamento de infeccdes por bactérias
carreadoras da NDM-1, foi realizada uma revisdo bibliogréfica acerca do tema em
questdo. A partir do estudo realizado, foi possivel observar que a enzima apresenta um
mecanismo de acdo complexo envolvendo duas vias. Dentre as bactérias que carreavam
a NDM-1, a Klebsiella pneumoniae e a Escherichia coli foram as mais relatadas.
Relatos de casos envolvendo a NDM-1 ocorreram em todo o mundo, no entanto, com
mais intensidade nos continentes asidtico, africano e europeu. Medidas preventivas
foram adotadas em intmeros paises, visto que ainda ndo foi desenvolvido um inibidor
eficaz capaz de ser adotado na préatica clinica. Estudos focados na descoberta de
inibidores j4 estdo em andamento, e com resultados bastante positivos. No entanto, o

problema da resisténcia bacteriana ainda estd muito longe de ser resolvido.

Palavras-chave: resisténcia bacteriana, New Delhi metalobetalactamase, metalo-[3-

lactamases.



ABSTRACT

Numerous are problems which affected the scope health in all the world, including the
existence of bacteria multiresistant. This problem comes growing up at the to long to
time intensenly because of the irrational use of drugs, resulting on the development of
mechanisms of resistance by the bacteria, for example, the production of enzymes how
the New Delhi Metalo-B-lactamase (NDM-1).This enzyme had yours occurrence
reported for the first time in 2009 in New Delhi, in India, since then numerous reports
there are occurred all over the world, including in Brazil. With the objective of to
examine the mechanism action from that enzyme, to verify where occur the main cases,
which are the bacteria that expressing the enzyme, and if there is prospects of
development of drugs that may be used in the treatment infections by bacteria carrier of
NDM-1, was performed a literature review about of theme concerned. From the study
realized, was possible to observe that enzyme present a mechanism of action complex
involving two ways. Among the bacteria that carted NDM-1, the Klebsiella pneumoniae
and Escherichia coli were the most frequently reported. Case reports involving NDM-1
occurred worldwide, however, with more intensity in Asia, Africa and Europe.
Preventive measures were adopted in numerous countries, since it still are not
developed one inhibitor effective able to be adopted in clinical practice. Studs focus on
discovering of inhibitors already in progress and results very positive. However, the

problem of resistance is still very far away to be resolved.

Keywords: Bacteria resistance, New Delhi metalobetalactamase, metalo-f-lactamases.
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1. INTRODUCAO

O surgimento dos antibidticos propiciou a medicina um grande passo em sua
historia, pois ofereceu a possibilidade de cura para doengas infecciosas consideradas
causa mortis; sendo notdvel, portanto, a importancia desses farmacos para a satde
mundial (OLIVEIRA, 2006).

O desenvolvimento de farmacos antibacterianos efetivos foi acompanhado pela
emergéncia de microrganismos resistentes aos farmacos. Isto niao é inesperado, porque o
curto tempo de geragdo de muitas das espécies bacterianas oferece ampla oportunidade
para a adaptacgdo evolutiva. O fendmeno da resisténcia impde sérias restricoes as opcoes
disponiveis para o tratamento clinico de muitas infeccdes bacterianas. A resisténcia
bacteriana é considerada um problema de satude ptiblica mundial, realidade para a qual
tém sido propostas diversas iniciativas de controle (RANG; DALE, 2007; OLIVEIRA,
2008).

Indmeros sdo os fatores que ocasionam a resisténcia bacteriana, no entanto, o
uso excessivo e irracional dos antimicrobianos € sem duvida a maior causa do problema
que se tornou um dos grandes desafios da medicina (MEIRELES, 2008).

O surgimento de microrganismos multirresistentes, que sdo aqueles que
apresentam resisténcia a varios antibioticos, € um fator preocupante, pois dificulta ainda
mais o tratamento de infeccdes. Dentre os inimeros exemplos de microrganismos
multirresistentes se destacam: Mycobacterium tuberculosis, Enterococcus faecium,
Enterobacter cloacae, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Acinetobacter
baumanii, Pseudomonas aeruginosa, e Escherichia coli, sendo esta ultima, lider no que
diz respeito a resisténcia a antibidticos (MEIRELES, 2008; COSTA, 2011).

A resisténcia de microrganismos a antibiéticos ¢ um fendmeno que ocorre tanto
em bactérias gram-positivas quanto em gram-negativas. No entanto, as gram-negativas
apresentam-se mais resistentes, isso possivelmente se deve ao fato da parede celular
desses microrganismos serem mais complexas, dificultando a penetracdo de farmacos.
Essas bactérias apresentam mecanismos de resisténcia de grande relevancia, que podem
levar a ineficdcia terapéutica (RANG; DALE, 2007; TAFUR; TORRES; VILLEGAS,
2008).

Entre os mecanismos que conferem resisténcia aos antimicrobianos estio:

modificacdo do alvo de acdo, bombas de efluxo, alteracdo da permeabilidade e a
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producdo de enzimas conforme pode-se visualizar na Figura 1. A modificacdo no alvo
ocorre quando hd substituicio de aminodcidos nas proteinas que sdao o alvo do
antibidtico, tornando essa proteina menos susceptivel a ligacdo com o antimicrobiano.
Esse mecanismo é mais notério em bactérias gram-positivas, no entanto, também se
observa em bactérias gram-negativas. As bombas de efluxo sdo proteinas responsaveis
por bombear o antimicrobiano para fora da bactéria, o que modifica a especificidade do

antibidtico (DIAS, 2009; COSTA, 2011).

Figura 1: Representacdo esquematica dos mecanismos de resisténcia: modificacdo do alvo de agdo,

bombas de efluxo, alteragdo da permeabilidade e a produ¢@o de enzimas.
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(Fonte:http://www.anvisa.gov.br/servicosaude/controle/rede_rm/cursos/rm_controle/opas_web/

modulo3/mecanismos.htm)

Outro mecanismo de resisténcia € a alteracdo na permeabilidade da membrana.
A entrada de moléculas na bactéria ocorre através de proteinas de membrana que
formam canais. Quando ocorre perda da fungdo dessas proteinas, a permeabilidade
reduzird e consequentemente, ocorrerd diminui¢cdo na susceptibilidade a vérios
antibioticos. Esse processo ocorre na membrana externa das bactérias gram-negativas
(DIAS, 2009).

Existem bactérias capazes de produzir enzimas especificas o que por sua vez
ocasiona o progresso da infec¢do. A produgdo de enzimas responsdveis por inativar os
antibidticos € o mecanismo de resisténcia mais preocupante, uma vez que Sao
responsdveis por alterar o agente antimicrobiano em sua maioria agindo através da
atividade hidrolitica. Os principais exemplos de enzimas responsaveis por essa acao sao

as carbapenemases (CPEs) e as B-lactamases (DIAS, 2009).
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O surgimento de bactérias produtoras de CPEs vem crescendo ao longo do
tempo. Esse grupo de enzimas ¢ formado por algumas [-lactamases, sdo elas:
penicinilases, metaloenzimas e oxacilinases. As mesmas tem em comum a capacidade
de hidrolisar os carbapenens. Como os carbapenens sdo antibidticos -lactamicos, pode-
se afirmar que essas enzimas também podem hidrolisar penicilinas, cefalosporinas e
monobactamicos, pois ambas as classes possuem o anel B-lactamico (Figura 2), formado

por trés atomos de carbono e um de nitrogénio, que é o alvo dessas enzimas

(TRABULSI; ALTERTHUM, 2008; DIAS, 2009).

Figura 2: Estrutura molecular da penicilina com anel -lactimico em destaque.

H
R N S

Y,
O/“OH

(ABREU, et al., 2012)

As bactérias gram-negativas tem nas [-lactamases o seu mecanismo de
resisténcia mais importante. O indice de resisténcia que essas bactérias possuem
depende do ndmero de enzimas produzidas, da permeabilidade da membrana, e da
capacidade de hidrdlise da enzima. As P-lactamases sdo um grupo de enzimas capazes
de tornar inativas as penicilinas, cefalosporinas e as vezes os monobactamicos, elas
provocam a abertura do anel B-lactimico através da hidroxilacdo da ligacdo amida
(Figura 3). Essa acdo da B-lactamase no antibidtico varia com o tipo de B-lactamase e
com substrato (SOUSA JIjNIOR; FERREIRA; CONCEICAO, 2004; MEIRELES,
2008).

Os antibioticos B-lactamicos sdo uma alternativa eficiente e muito usada para
tratamento de intimeras infec¢des, no entanto, o aumento da sua utiliza¢do favorece o
desenvolvimento de bactérias multirresistentes que apresentem esses mecanismos. Na
ultima década, houve aumento significativo de bactérias resistentes a antibidticos, o que

€ muito preocupante visto que até para antibidticos usados como ultimo recurso ja
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existem bactérias resistentes. Uma das novidades nesse contexto é a New Delhi

metalobetalactamase -1 (NDM-1) (MEIRELES, 2008; FUURSTED, et al., 2011).

Figura 3: Hidroxilacao da ligacdo amida no anel -lactdmico por B-lactamase em uma cefalosporina.
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(FAST; SUTTON, 2013)

A NDM-1 € uma enzima responsdvel por tornar bactérias resistentes a maior
parte dos antibioticos B-lactamicos, através da inativagcdo por hidrdlise. A existéncia da
NDM-1 foi relatada pela primeira vez em 2009 quando um paciente da Suécia viajou
para a cidade de Nova Deli na India onde adquiriu infec¢io do trato urindrio provocada
por Klebsiella pneumoniae. ApOs este primeiro caso, a enzima foi detectada em
bactérias em toda a India, no Paquistao, Reino Unido, Estados Unidos, Canada e Japao.
O que possivelmente pode explicar a rdpida propagacdo da superbactéria é o seu
mecanismo de resisténcia combinado com a sua viruléncia intrinseca (ROLAIN;
PAROLA; CORNAGLIA, 2010; WANG; CHOU, 2011).

Em 2010 na edicdo de agosto da revista The Lancet: Infectious Diseases houve
relatos do aparecimento e propagacdo de 180 casos de pacientes infectados por bactérias
que transportavam NDM-1, sendo 37 casos no Reino Unido e 143 casos em varios
lugares do Paquistdo e da India. Entre as bactérias detectadas com a enzima estavam
presentes algumas espécies de enterobactérias: K. pneumoniae, E. coli, E. cloacae,
Proteus spp., Citrobacter freundii, Klebsiella oxytoca, Morganella morganii e
Providencia rettgerie. Geralmente, as bactérias que produzem a enzima NDM-1 sdo as
gram-negativas, principalmente a E. coli e K. pneumoniae (ROLAIN; PAROLA;
CORNAGLIA, 2010; WANG; CHOU, 2011).

A metalo-B-lactamase foi detectada em vdrias partes do mundo, mas ainda ndo
tinha sido registrada nenhuma notificacdo de deteccdo da NDM-1 na América Latina.
No entanto, recentemente sua presenca foi detectada em dois isolados de K.

pneumoniae, na Guatemala. Para descobrir a origem do problema o Centro Nacional de
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Enlace para o Regulamento Sanitdrio Internacional (CNE) da Guatemala, realizou
inimeras investigagdes (ANVISA, 2011).

No Brasil as carbapenemases mais detectadas em enterobactérias sdo as do tipo
Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC) e ainda ndo tinha ocorrido nenhuma
detec¢ao de NDM-1, mas recentemente foram notificados casos de bactérias produtoras
de NDM-1 em Porto Alegre, Rio Grande do Sul. Os microrganismos identificados
produtores da enzima foram a P. rettgerie € a Enterobacter cloacae. No intuito de
controlar a dissemina¢do do mecanismo de resisténcia no Brasil, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitdria (ANVISA) divulgou a nota técnica n° 01/2013 que dispde de
medidas de prevengdo e controle de infecgdes por enterobactérias multirresistentes,
mobilizando os profissionais e os estabelecimentos de saide a seguirem medidas de
controle e prevengcdo como, por exemplo, conscientizacdo sobre a importincia da
higienizacdo das maos, acesso a equipamentos de protecdo individual, isolamento de
pacientes colonizados por microrganismos multirresistentes em drea restrita, adocdo de
precaucgdes de contato para os profissionais de saude, visitantes e acompanhantes, entre
outras, para que desse modo, seja evitada a ocorréncia de mais casos. (ANVISA, 2011;
BRASIL, 2013).

A rapida propagacdo da NDM-1 pde as autoridades mundiais da satide diante de
problemas que frequentemente ocorrem no que diz respeito a deteccdo de
metalobetalactamases (MBLs), problemas estes que dificultam o diagndstico e o
possivel tratamento das infec¢des causadas pelos microrganismos produtores dessas
enzimas. Alguns desses problemas sdo: falta de um teste padrdo para deteccdo de
MBLs; escassez de antibidticos eficazes; possivel existéncia de um alto numero de
portadores assintomdticos, o que dificulta a identificacdo das espécies bacterianas
envolvidas. Além desses aspectos, a grande capacidade de disseminagdo entre varias
bactérias gram-negativas diferentes colabora para a dificuldade de um possivel esquema
terapéutico adequado (ROLAIN; PAROLA; CORNAGLIA, 2010).

De acordo com o exposto acima, percebe-se quao grande é a importancia que o
conhecimento sobre as bactérias e seus mecanismos de resisténcia representa tanto para
profissionais da satde que lidam com a situagdo, como também para toda a sociedade
uma vez que o problema ndo se restringe apenas a estabelecimentos de satide. Além
disso, o estudo sobre os mecanismos de resisténcia, em especial ao de producdo de
enzimas que é um dos mais preocupantes, contribui para melhorar as estratégias de

combate as bactérias resistentes a antibioticos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

Realizar uma revisdo bibliogrdfica em artigos, periddicos e livros sobre a

resisténcia bacteriana ocasionada pela enzima NDM-1.

2.2. Objetivos especificos:

e Analisar detalhadamente o mecanismo de inativagdo enzimatica promovida pela
NDM-1;

e Verificar quais as principais bactérias que apresentam a enzima;

e Identificar onde ocorrem os principais casos clinicos;

e Verificar se hd estudo e/ou producdo de farmacos com acdo antimicrobiana

contra bactérias que carregam em si a NDM-1.
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3. METODOLOGIA

Realizou-se uma revisdo bibliografica através das fontes do LILACS, PubMed,
Scielo, Sience Direct e Periédicos CAPES, com pesquisa de artigos de 2004 a 2014 na
internet usando os seguintes descritores: resisténcia bacteriana, mecanismos de

resisténcia bacteriana, bactérias multirresistentes € New Delhi betalactamase.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Estrutura da NDM-1

As P-lactamases, enzimas responsdveis por hidrolisar a ligacio amida dos
antibidticos B-lactamicos, classificam-se em quatro classes de acordo com sua sequéncia
e homologia. As classes A, C e D, sdo chamadas de serina-p-lactamases, pois usam um
residuo de serina para realizar a hidrdlise nos antibidticos pB-lactdmicos. As enzimas da
classe B sao as MBLs que se caracterizam por possuir um ou dois fons de zinco em sua
estrutura, sendo estes, indispensdveis para a sua atividade. A NDM-1 é uma enzima
pertencente a esse grupo, € se tornou um grande problema uma vez que consegue
hidrolisar até os B-lactimicos mais potentes disponiveis para tratamento clinico (ZHU et
al, 2013).

Baseado nas varias formas de ligacdo aos metais, as MBLs foram posteriormente
subdivididas em trés classes: B1, B2 e B3. A NDM-1 € uma enzima pertencente a classe
B1, esse grupo se caracteriza por ter um ou dois dtomos de zinco em seu sitio ativo, no
entanto, a existéncia de um segundo atomo eleva a atividade enzimética. MBLs da
classe B2 apresentam atividade com apenas um dtomo de zinco ao contrdrio das
enzimas da B3 que s6 sdo ativas se houver dois dtomos de zinco presentes em seus
sitios ativos. Essa diversidade estrutural de sitios ativos nas MBLs dificulta a deducdo
de um mecanismo de hidrélise comum que sirva de base para criacdo de farmacos
inibidores (ZHANG; HAO, 2011).

O estudo da estrutura quimica da NDM-1 se faz muito importante uma vez que é
necessario um modelo estrutural para melhor entendimento do mecanismo de hidrdlise
para superar o problema da resisténcia como também oferecer embasamento para o
desenvolvimento de novos farmacos capazes de resistir a hidrélise (WANG; CHOU,
2011).

Para se desenvolver um modelo da estrutura da NDM-1, Wang e Chow (2011)
recorreram ao recurso da bioinformédtica estrutural que dispde de ferramentas
computacionais capazes de desenvolver estruturas quimicas confidveis que podem
servir tanto para estudos como também no desenho de farmacos. Para obter o desenho
da enzima, foi utilizada a modelagem por homologia, que usa como base uma proteina
molde com caracteristicas similares a de interesse, que ja possua uma estrutura

Tridimensional desenvolvida, e que as coordenadas cartesianas de seus dtomos estejam
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armazenadas em um Banco de Dados de Proteinas, PDB. Apds todo o processo de
montagem da estrutura conseguiu-se um modelo tridimensional que representasse a

NDM-1, como podemos observar na figura 4 (VERLI, 2014).

Figura 4: Modelo tridimensional da enzima NDM-1 obtido através de modelagem por homologia.

(WANG; CHOU, 2011)

Assim como as outras MBLs, em seu sitio ativo a NDM-1 apresenta dois ions
metélicos, representados na figura como duas esferas cor laranja, sdo os atomos de
zinco essenciais para a atividade da enzima. Pelo modelo tridimensional da enzima
podemos observar que ela possui trés hélices e sete B-folhas (WANG; CHOU, 2011).

Guo et al (2011) também propuseram uma estrutura tridimensional para a NDM-
1 obtida a partir de cristalografia, que € um método bastante eficaz para representar a
estrutura tridimensional de enzimas e proteinas, pela disposi¢io dos dtomos em um
arranjo cristalino. A estrutura proposta para a NDM-1 estd representada na figura 5
(BORTOLOSSI, 2007).

A porcao esquerda da molécula possui duas a-hélices (ale a2) e sete B-folhas
(B1- B7) dispostas de forma antiparalela. Na por¢do direita estdo presentes duas a-
hélices (a3 e a4) e quatro B-folhas antiparalelas (B8- 11), (Figura 5) (GUO et al, 2011).

Estudos realizados por Yong et al (2009) demonstraram que a NDM-1 possui
alguns residuos a mais no que diz respeito as outras MBLs, podendo estes, serem
cruciais para a estrutura e funcdo da NDM-1. Estes residuos se localizam na regido que
interliga os subdominios esquerdo e direito representado em vermelho na figura 5. Mas,

ao se observar a estrutura cristalina da NDM-1 percebe-se que a regido nas quais estes
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residuos estdo localizados € muito distante do centro ativo da enzima, assim Guo et al
(2011) concluiram que estes residuos ndo estdo diretamente envolvidos na reacdo da

NDM-1 com os seus substratos.

Figura 5: Modelo tridimensional para a estrutura da enzima NDM-1 obtido por cristalografia. As a-
hélices estdo representadas com cor azul clara, as B-folhas estdo na cor verde. Os {ons de zinco sdo
representados como esferas ao passo que os outros residuos que fazem parte do centro ativo estdo
representados por varas coloridas. A regido correspondente ao sitio ativo estd identificada por um circulo

vermelho.
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O sitio ativo da NDM-1 se localiza em um espaco entre $5-a2 e $10-04 onde os
atomos de zinco estdo profundamente inseridos. Acima desse espaco ha residuos de
metionina e treonina ao passo que, abaixo estdo presentes residuos de serina e aspartato.
Ao lado do sitio ativo estd presente uma regido chamada loop contendo residuos de
metionina e glicina (Figura 6), que adotam uma forma de curva enquanto que nas outras
MBLs da classe B1 este loop adota uma conformagdo linear. Com isso, Guo et al (2011)
sugeriram que por ter essa conformacdo de curva, a regiao loop da NDM-1 apresenta
uma maior flexibilidade durante a ligagdo com o substrato, mostrando que a NDM-1
pode apresentar um mecanismo enzimdtico diferente em relagcdo as outras MBLs (GUO

etal, 2011).
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Figura 6: Estrutura cristalina do sitio ativo da NDM-1. Em destaque a regido loop com os residuos de

metionina e glicina.
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4.2. Mecanismo de hidrolise da NDM-1

As PB-lactamases, principais responsdveis pela resisténcia das bactérias aos
antibioticos, podem agir de duas formas: usando a via éster-serina, ou usando ions de
zinco para quebrar o anel B-lactimico quando se trata de MBLs. Por apresentarem
diferentes sequéncias de aminodcidos que determinam as estruturas dos seus sitios
ativos, € dificil propor o mecanismo de hidrdlise das MBLs, ja que variam de uma
enzima para outra. Essa € uma das razdes que torna o espectro de acdo dessas enzimas
tdo amplo (BERTONCHELLI; HORNER, 2008; GRALHA, 2011).

Zhang e Hao (2011) fizeram vérios estudos para tentar descobrir um mecanismo
de hidrdlise para a NDM-1. Nos experimentos eles utilizaram vérios substratos, entre
eles estava o nitrocefin. Este € um composto cromogénico amplamente utilizado para
avaliar a acdo terapéutica dos medicamentos frente a agdo das - lactamases. Durante a
reacdo de catdlise eles observaram que houve a formacdo de um anion de nitrogénio
intermedidrio, no entanto, para os outros substratos analisados ndo ocorreu a formacgao
desse anion. Desse modo, os autores propuseram um mecanismo de hidrélise composto
por duas vias, conforme a Figura 7 (CHEONG et al, 2014).

Durante a reacdo de hidrdlise, ocorre um ataque nucledfilico da hidroxila,
presente entre os ions de zinco, no carbono da carbonila do anel B-lactamico. Na via A,
a ligacio CN ¢ instantaneamente desfeita produzindo um &nion intermedidrio de

nitrogénio. Na via B ocorre um rearranjo através da protonacdo do atomo de nitrogénio,
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ndo ocorrendo 2 produgio do 4nion. E importante salientar que em qualquer uma das
vias 0 atomo de nitrogénio do anel B-lactdmico é protonado pela hidroxila. Como para a
maioria dos substratos analisados ndo houve a formacdo do anion intermedidrio, Zang e
Hao (2011) sugeriram que a via B € preferivel para explicar o mecanismo de hidrélise

da NDM-1, e se mostra apropriado para todas as classes de MBLs.

Figura 7: Mecanismo de hidrélise da NDM-1, podendo seguir por duas vias de acordo com o substrato
envolvido na reag@o. Na via A observa-se a formag@o de um anion intermedidrio de nitrogénio durante a
reacdo com o nitrocefim, ja na via B a ligacdo Carbono-Nitrogénio (CN) é quebrada imediatamente sem a

formacdo do anion de nitrogénio, resultado observado para a maioria dos outros substratos.
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4.3. Algumas diferencas entre a NDM-1 e outras MBLs

Yong et al (2009) fizeram o alinhamento das sequencias de aminodcidos da
NDM-1 e comparou com outras MBLs. Com isso, eles notaram que a NDM-1 apresenta
uma sequencia nunca antes observada em nenhuma das outras MBLs. As que mais se
assimilam com ela s@o as enzimas VIM-1 e VIM-2 (Verona Integron-encoded metallo-
[-lactamase) apresentando 32,4% de semelhanca com a NDM-1. Além disso,
observaram que em um determinado local da sequencia de aminoacidos, a NDM-1
apresenta uma tirosina, sendo comum neste mesmo local as MBLs apresentarem um
aminoécido de triptofano.

Zhang e Hao (2011) também obtiveram a mesma conclusdo que Yong et al

(2009). Observaram que a enzima que apresenta mais semelhanca com a NDM-1 € a
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VIM-2, havendo também outras, no entanto, com menos similaridade. Através desses
dados eles resolveram sobrepor a estrutura cristalina da NDM-1 na das enzimas VIM-2
e IMP-1 (imipenemase) (Figura 8). A partir dai perceberam que o N terminal da NDM-1

¢ muito mais longo do que o da enzima VIM-2 e da IMP.

Figura 8: Sobreposicdo das estruturas cristalinas das enzimas NDM-1, VIM-2 e IMP-1. Pode-se observar
que o N terminal da NDM-1 (em verde) é mais longo do que o das outras enzimas (VIM-2 em amarelo e

IMP-1 em lilas).

(ZHANG; HAO, 2011)

Outra diferenca foi observada por Guo et al (2011) quando estudaram o sitio
ativo da NDM-1. Perceberam que esta enzima apresenta uma cavidade muito profunda
no sitio ativo, em comparagdo com outras MBLs estudadas, supondo, desse modo, que
este espaco maior fornece um melhor posicionamento do substrato no momento da
catdlise, podendo contribuir para o amplo espectro de atividade da NDM-I.

Estudos feitos por Yong et al (2009) demonstraram que a NDM-1 apresenta
elevada tendéncia para se ligar a maioria das cefalosporinas especialmente a cefotaxima,
cefalotina, cefuroxima como também as penicilinas o que geralmente ndo € observado
para a maioria das MBLs.

Todas essas diferencas que a NDM-1 apresenta em relacao a outras MBLs, s6
evidenciam ainda mais o potencial que a enzima apresenta em hidrolisar antibidticos, e
mostra que medidas devem ser tomadas urgentemente para solucionar ou amenizar o

problema da resisténcia causado pela NDM-1, uma vez que infec¢des ocasionadas por
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bactérias que expressam a enzima supracitada podem se tornar uma pandemia e levar

pacientes a 6bito.
4.4. Ocorréncia da NDM-1

Infecgdes ocasionadas por organismos gram-negativos sdo de grande
preocupacio, visto as op¢oes de tratamento que sdo limitadas, além dos gastos elevados
com internagdes que nem sempre apresentam desfechos clinicos bem sucedidos
(BUSHNELL; GOLD; MUNDY, 2013). Durante muito tempo, medicamentos usados
como ultima escolha para tratar essas infec¢des, como por exemplo, os carbapenens,
estavam sendo usados com sucesso, no entanto, a resisténcia a essas drogas surgiu em
todo o mundo devido principalmente a produgdo de (CPEs) como a KPC e ultimamente
a NDM-1 que desde sua primeira ocorréncia vem sendo detectada cada vez em mais
paises (ROZALES et al, 2014).

A ocorréncia da NDM-1 ndo se restringe apenas a uma espécie bacteriana, na
realidade trata-se de um elemento genético transmissivel que codifica os genes
responsaveis pela resisténcia e se propaga entre as diversas estirpes de bactérias. Relatos
de microrganismos com resisténcia adquirida vem se tornando cada vez mais comum o
que gera grande preocupacao principalmente quando se refere a CPEs pois nesses casos,
o tratamento se torna dificil devido as poucas alternativas disponiveis para o uso clinico
(MOELLERING JUNIOR, 2010; BUSHNELL; GOLD; MUNDY, 2013; ROLAZES et
al 2014; ZEB et al 2014).

Diversos autores realizaram estudos relatando casos de individuos infectados por
bactérias que expressam a enzima NDM-1. O primeiro caso envolvendo NDM-1 foi
registrado na cidade de Nova Deli na india, em um paciente Sueco que viajou para a
cidade e adquiriu uma infec¢do urindria causada por K. pneumoniae resistente a todos os
antibioticos testados, exceto colistina. Desde esse relato, varios outros casos foram
registrados, e hoje ja € possivel afirmar que existem bactérias expressando NDM-1 em
todos os continentes do mundo (ROLAIN; PAROLA; CORNAGLIA, 2010).

Kumarasamy et al (2010) relataram o surgimento da NDM-1 na India, no Reino
Unido e no Paquistdao. O que provavelmente impulsionou a disseminacdo da enzima
nesses paises foi as viagens e migracdes de pessoas a esses lugares o que permite que
plasmidios bacterianos sejam transportados entre paises e continentes. Um editorial
publicado em 2010 pela Assoc Physician India ressaltou que o uso indiscriminado de

antibidticos vendidos sem receita na India, ¢ um fator que contribui seriamente para a
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ocorréncia de resisténcia, e que a NDM-1 se tornaria um problema bem mais relevante
no futuro, uma vez que poucos antibidticos estdo sendo desenvolvidos para tratar
infec¢des envolvendo a enzima, e ndo bastou muito tempo para que se pudesse perceber
a amplitude do problema, pois como se sabe houve ampla dissemina¢do da enzima por
todo o mundo.

O surgimento da NDM-1 no Reino Unido foi motivo de grande preocupacio, o
que levou o ministério da saude a divulgar um alerta nacional de resisténcia. Em 2009 a
NDM-1 foi considerada a CPE produzida por Enterobactereaceae mais incidente no
pais, o que equivaleu a 44% das CPEs relatadas, isso em apenas um ano desde sua
primeira detec¢do. O Reino Unido foi o primeiro pais ocidental a registrar a presenca de
bactérias expressando NDM-1, mas ndo por muito tempo em seguida foram registrados
casos na Suécia e em inumeros outros paises da Europa, entre eles a Austria, Bélgica,
Franca, Holanda e Alemanha (KUMARASAMY et al, 2010; ROLAIN; PAROLA;
CORNAGLIA, 2010; CHAN et al, 2011).

Chan et al (2011) relataram o primeiro caso de mortalidade devido a
complicacdes de quadro clinico de uma paciente que apresentou sepse por E. coli
positiva para NDM-1. Este fato ocorreu em uma paciente natural de Bangladesh, que foi
hospitalizada em Dhaka onde foi diagnosticada com Leucemia Linfobldstica Aguda
(LLA), e posteriormente recebeu tratamentos com indmeros antibidticos em Cingapura,
onde foi comprovada a existéncia da NDM-1 em amostras da paciente. Antes de 2010,
havia poucos relatos de casos envolvendo CPEs em Cingapura, no entanto, essa
situacdo mudou drasticamente e até 2013 ja haviam sido detectados vérios tipos de
CPEs incluindo a NDM-1 (TEO et al, 2014).

Em 2010, Wu et al (2010) relataram a ocorréncia do primeiro caso envolvendo a
NDM em Taiwan, algo que ja era esperado uma vez que viagens de pessoas desse local
para India sio muito comuns e também, as bactérias que geralmente expressam a
enzima sdo comuns da flora intestinal. Neste mesmo ano, ocorreram 0S primeiros
relatos de infec¢des apresentando bactérias com NDM-1 no Vietnd, no entanto, ao
contrario do que foi descrito até agora, os individuos dessa localidade ndo apresentavam
histérico de viagens internacionais, o que é bastante alarmante visto que nesse pais
bactérias gram-negativas multirresistentes sd3o uma das principais preocupagdes
(HOANG et al, 2013).

Além de inimeros outros casos relatados, houve também ocorréncias no Japao e

na china sendo que, neste Ultimo nem o individuo acometido de infeccdo nem seus
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familiares haviam feito viagens a India ou a outro pais, o que deixa claro que
providéncias tem que ser tomadas para prevenir futuras infecches em ambientes
hospitalares, uma vez que a ocorréncia de casos com NDM-1 ndo esta restrita a pessoas
que fizeram viagens aos paises com maior incidéncia de resisténcia devido a NDM-1
(YAMAMOTO et al, 2011; LIU et al, 2013).

Em relac@o aos episddios envolvendo NDM-1 na Europa, Halaby et al (2012)
relataram a ocorréncia de casos em pessoas que haviam viajado para regido dos Balcis,
sem indicio de viagem a India ou ao continente asidtico. Entre os casos relatados, ha um
caso onde provavelmente houve transmissdo secunddria relacionada a NDM-1, o que
indica que a regido pode ser um reservatério de bactérias contendo a enzima (HALABY
et al, 2012). Como a maioria dos casos de ocorréncia da enzima na Europa foram de
pessoas que viajaram a pafses da regido dos Balcds como a Sérvia, e da India, se faz
importante que seja feito um monitoramento nessas localidades visto que sdo regides
com grande potencial de ocasionar endemias (JOVCIC et al, 2011).

Outros autores também relataram a ocorréncia de casos com a enzima na Italia,
Suica, Espanha, Noruega e em Sdo Petersburgo na Russia, sendo que, neste ultimo
houve surtos de infeccdes com bactérias transportando a NDM-1 em pelo menos trés
hospitais. Peritos europeus realizaram uma avaliacdo epidemioldgica no local e
observaram que os casos ocorridos foram em hospitais pertencentes a uma mesma rede
institucional de referéncia na regido, sugerindo uma transmissao interinstitucional. Em
paises vizinhos a Sao Petersburgo como a Finlandia, Noruega e Suécia, a ocorréncia da
NDM-1 € significativamente menor, mas isso nao indica que a situa¢do nao seja motivo
de preocupacdo, na realidade sdo necessdrias a adocdo de medidas que visem a
prevengao de uma endemia na regido (SAMUELSEN et al, 2010; POIREL et al, 2011;
OTEO et al, 2012; AGEEVETS et al, 2014).

Em fevereiro de 2013 peritos nacionais de 39 paises europeus foram convidados
a fazer uma avaliacdo sobre a situacdo epidemioldgica do continente em relacdo as
CPEs. Essa avaliacdo culminou em resultados de ampla relevancia. O estudo retratou
que a K. pneumoniae € a espécie de enterobacteriaceae que mais produz CPEs em todo
o continente e que a NDM-1, mesmo sendo a responsavel por varios surtos hospitalares
ocorridos em vdrios paises, ndo apresentou uma ampla distribuicdo (Figura 9) em
relagdo a outras CPEs como a KPC (GLASNER et al, 2013).

Algo muito positivo que ocorre na Europa € que dos 39 paises que participaram

do estudo de Glasner et al (2013) a maioria possui um sistema de vigilancia especifico
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para CPEs, além de laboratdrios proprios para a detec¢do desse tipo de enzima, o que
mostra que as autoridades da satde realmente consideram a ocorréncia de CPEs como
uma ameacga a saude da populacdo. Glasner et al (2013) ressaltaram ainda em seu
estudo que para impedir o estabelecimento das CPEs, € imprescindivel que haja
deteccao precoce através de bons diagnésticos, além de conter a disseminagdo através

de medidas de controle eficazes.

Figura 9: Representagdo da epidemiologia das CPEs em 39 paises da Europa e comparagdo da ocorréncia

da NDM-1 com KPC.
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Da mesma forma que nos outros continentes, a Africa também apresentou
inimeros casos envolvendo a enzima. Shibl et al (2013) relataram o primeiro caso da
ocorréncia da NDM na Ardbia Saudita. Houve também relatos de ocorréncia em
Kuwait, Oma, Israel, Emirados Arabes Unidos, Iraque entre outros. Mesmo a India e o
Paquistao sendo considerados os principais reservatdrios de organismos produtores de
NDM-1, o Oriente Médio pode ser considerado um reservatorio secunddrio para

propagacdo do gene que codifica a resisténcia, visto que ha um amplo fluxo de pessoas
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que viajam entre a Ardbia e a regido indiana. J4 nos Emirados Arabes Unidos, Oriente
Médio, para a maioria dos isolados apresentando a enzima, apenas em alguns casos,
individuos apresentam histdrico de viagens as regides endémicas, a0 passo que outros
foram decorrentes de infec¢do hospitalar, sugerindo que a resisténcia estd estabelecida
em cepas de bactérias locais, reforcando a hipétese de que essa regido seja um
reservatorio de organismos carreadores de resisténcia mediada por NDM-1
(SONNEVEND et al, 2013).

Lowman et al (2011), Halevi et al (2013) e Mesli et al (2013), relataram a
ocorréncia de NDM-1 em Israel, na Africa do Sul e na Argélia, respectivamente. Estes
autores ressaltaram que a ado¢cdo de medidas de controle de infeccdo € essencial para
que ndo ocorra a disseminacdo da NDM-1 nesses paises, pois o tratamento com
medicamentos € bastante limitado, enfatizando a prevencao como a melhor decisdo a ser
adotada. Um exemplo disso ocorreu em Israel onde houve a detecgdo da NDM-1 em
uma instituicdo médica, no entanto, ndo houve disseminagdo, isso provavelmente se
deve a implementacdo de medidas de controle adotadas em 2006 pela instituicao apds
um surto de bactérias carreadoras da KPC.

Além dos continentes mencionados anteriormente, a NDM-1 também foi
detectada na Austrdlia (Oceania). Como esse continente € muito distante das regides
endémicas, a ocorréncia provavelmente se deve ao fato de que o paciente do qual foi
isolada a estirpe resistente, tinha sido anteriormente hospitalizado em Bangladesh
(Asia), regidio que jd apresentou indmeros casos (POIREL et al, 2010).

Na América do norte, foram reportados casos de ocorréncia da enzima, nos
Estados Unidos, México e Canadd. Em Ontario, no Canada, foram relatados casos
envolvendo a enzima em pessoas que possuiam histérico de viagem a India, no entanto,
Kus et al (2011) relataram o primeiro caso de infeccdo por organismo carreador da
NDM-1 adquirido no préprio Canadd. Nos Estados Unidos Mochon et al (2011)
relataram em sua publicagdo a ocorréncia de casos envolvendo NDM-1, onde um dos
pacientes apresentava pneumonia causada por K. pneumoniae contendo o gene
blaNDM-1, algo até entdo ndo reportado (SEIJA et al, 2014).

A Guatemala, pertencente a América Central, foi o primeiro pais Latino
americano a apresentar casos de infeccdo por bactérias carreadoras da NDM-1, algo
muito preocupante tanto para o pais como para as regides vizinhas. Os individuos que
apresentaram os isolados positivos para NDM-1, ndo haviam feito nenhuma viagem aos

paises endémicos, e as cepas de K. pneumoniae NDM-1 positivas possuiam o mesmo
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tipo clonal, no entanto, os casos ndo apresentavam nenhuma ligacdo epidemioldgica,
desse modo subtende-se que essa cepa resistente ja estava disseminada de maneira stitil
em toda a Guatemala. A partir desse momento, estudos mais aprofundados comegaram
ser realizados com o objetivo de avaliar a origem do problema. A Organizacdo Pan-
Americana da Saidde (OPAS) emitiu um alerta regional para reforcar a supervisdo de
CPEs na América Latina (PASTERAN et al, 2012).

Na América Central e América Latina apenas no México, Jamaica, Guatemala,
Honduras, Colombia, Paraguai e Brasil houve publicacdes que reportassem os casos de
NDM-1. Mas, em uma atualizacdo epidemioldgica da OPAS, foi relatada também a
presenca de isolados contendo NDM-1 na Costa Rica, Nicardgua, Argentina e Uruguai
(SEUA et al, 2014).

Na América do Sul o primeiro relato de ocorréncia da enzima se deu no Uruguai
em 2012, em isolados de P. rettgeri (ASSEF et al, 2013). Em 2013 ocorreu nova
deteccdo, desta vez em estirpes de K. pneumoniae na Colombia, onde Pérez et al (2013)
relataram um surto em unidade neonatal. Em seus estudos, os autores perceberam que
os isolados apresentavam genes em comum, indicando que supostamente os isolados
pertencem a um mesmo clone, € com isso pode-se supor que as bactérias foram
transmitidas entre os pacientes internados no mesmo ambiente, pois investigacdes foram
realizadas em outros locais do mesmo hospital e ndo foi detectada a presenca de
nenhum organismo contendo a NDM-1. Devido a esse acontecimento a Instituicao
mobilizou os profissionais do hospital, incluindo a equipe de limpeza, onde todos foram
alertados sobre o surto e receberam informacdes sobre a importancia da higienizacao
das maos, a vigilancia epidemioldgica foi intensificada, e ndo houve a ocorréncia de
novos casos na institui¢ao (PEREZ et al, 2013).

No inicio de 2013 foi detectado o primeiro caso de ocorréncia da NDM-1 no Rio
Grande do sul, Brasil. A estirpe bacteriana carreadora de NDM-1 foi isolado de um
paciente com pé diabético, apds o crescimento da cultura observou-se que se tratava de
P. rettgeri carbapenen resistente. E interessante observar que essa mesma espécie foi
detectada no Uruguai, pafs vizinho ao Rio Grande do Sul, onde ocorreu a primeira
deteccao de NDM-1 na América do sul, porém, ndo se pode afirmar que a cepa seja
origindria do Uruguai, para isso seria necessdrio a realizagdo de uma tipagem molecular
para avaliar se as cepas sdo do mesmo tipo clonal, e também se deve levar em

consideracdo que nao houve histdricos de viagens internacionais (ASSEF et al, 2013).
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Ap6s a primeira deteccdo de bactérias carreadoras de NDM-1 no Brasil, Rozales
et al (2014) realizaram um estudo em 17 hospitais do Rio Grande do Sul. Das 1134
amostras analisadas, 11 apresentaram o gene blaNDM, que foi detectado em P. rettgeri,
E. cloacae e M. morganii. Sendo as duas tultimas espécies diferentes da relatada por
Assef et al (2013). E interessante observar que em todo o mundo a NDM-1 foi isolada
em sua maior parte de K. pneumoniae e E. coli, ao passo que no Brasil houve a detec¢cao
em bactérias que raramente foram relatadas apresentando NDM-1.

A partir do primeiro caso, em abril de 2013 houve a ocorréncia de mais quatro
casos confirmados em Porto Alegre, onde em um deles houve 6bito. Ocorreram também
em agosto deste mesmo ano a identificagdo de dois pacientes com isolados apresentando
NDM-1 no Rio de Janeiro, e dois em Brasilia, o quadro 1 apresenta dados referentes a

esses casos ocorridos no Brasil em 2013 (CARNEIRO et al, 2014).

Quadro 1: Microrganismos carreadores da enzima NDM-1 no Brasil no ano de 2013.

Estado N° de casos Materiel biologico Microrganismo
Porto Alegre (RS) 1° Swab retal Enterobacter cloacae
2° Fragmento do tendao Providencia rettgeri
3° Swab retal Enterobacter cloacae
4° Swab retal Enterobacter cloacae
Rio de Janeiro (RJ) 1° Swab retal Escherichia coli e Enterobacter cloacae
2° Swab retal Klebsiella pneumoniae
Brasilia (DF) 1° Trato urinario Klebsiella pneumoniae
2° Trato urindrio Klebsiella pneumoniae

(CARNEIRO et al, 2014)

No Brasil, a ANVISA acompanhou os casos de ocorréncia da NDM-1 desde
2010. Em dezembro de 2012, foi emitido um comunicado alertando sobre a possivel
ocorréncia de casos envolvendo NDM-1 no Brasil, uma vez que em paises vizinhos ja
havia sido reportada a presenca de estirpes bacterianas apresentando a enzima
(CARNEIRO et al, 2014).

Como se pode observar na Figura 10 as bactérias K. pneumoniae e E. coli
apresentam maior incidéncia entre os isolados coletados no mundo inteiro, 44% e 15%

respectivamente, elas foram detectadas no primeiro caso em Nova Deli (POIREL et al,
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2011). Ambas sdo bactérias gram-negativas da flora intestinal normal. Além das
bactérias apresentadas no grafico, hd relatos da presenca da NDM-1 também em K.

oxytoca, Stenotrophomonas maltophilia, e Citrobacter freundii (LIU et al 2013).

Figura 10: Grifico do percentual das principais bactérias carreadoras da NDM-1. Dados baseados em

publicagdes que relataram detalhadamente os casos clinicos.

B Klebsiella pneumoniae

2%

W Escherichia coli

W Proteus mirabilis

B Pseudomonas aeruginosa
B Pantoea agglomerans

W Acinetobacter baumannii

® Providencia rettgeri

® Enterobacter cloacae
Morganella morganii

= Acinetobacter pittii

No quadro 2 estdo retratados alguns dos casos clinicos ocorridos no Brasil e no
mundo, sendo relatada além da espécie bacteriana envolvida no caso, a condi¢do clinica
que os individuos apresentavam durante a hospitaliza¢do, o material bioldgico usado no
isolamento das bactérias, nimero de individuos acometidos com organismos

carreadores da NDM-1 sendo relata também a quantidade de ébitos ocorridos.



Quadro 2: Dados epidemiolégicos referentes a detec¢do de NDM-1 nas diversas partes do mundo.

Local
(Pais/ Cidade)

Africa do Sul

Israel

Guatemala

Honduras

Canada/ Ontario

Estados Unidos

Brasil/ Brasilia

Espécie bacteriana

K. pneumoniae

P. rettgerii

K. pneumoniae

A. baumannii

K. pneumoniae
M. morganii
P. rettgerii

E. coli
E. cloacae
K. pneumoniae

K. pneumoniae

Condicao clinica
analisado
AFRICA
Tosse produtiva Escarro

AMERICA CENTRAL
Pneumonia e choque -
séptico
Trauma por arma de
fogo

Secrecdo traqueal

Peritonite bacteriana Liquido peritoneal

AMERICA DO NORTE
Infeccdo urinaria Urina
Colecistite aguda Urina
Bexiga neurogénica Urina
- Urina
- Urina
Pneumonia Urina
AMERICA DO SUL
- Urina

Material biologico

Individuos
Acometidos/ obitos

170

5/0

2/1

170

3/0

4/ 0

2/0

34

Continua

Referéncia

Lowman et al 2011

Halevi et al 2013

Pasteran et al 2012

Waterman et al 2013

Tijet et al 2011
Kus et al 2011

Mochon et al 2011

Carneiro et al 2014
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Brasil/ Porto Alegre  P. rettgeri

E. cloacae

Brasil/ Rio de Janeiro E.coli
E. cloacae
K. pneumoniae

Colombia/ Bogota K. pneumoniae
Paraguai Acinetobacter pittii
China E. coli

A. baumannii

Infec¢ao do pé
diabético

DM, obesidade HA,
cardiopatia.

HIV e bronquite
crOnica

Neoplasia maligna do
intestino delgado,
retroperitonio, peritonio
e de colon

Enterocolite
Encefalopatia hipéxico
isquémica

Asfixia perinatal grave
Sindrome do
desconforto respiratdrio
Corioamnionite
materna

Encefalite aguda

Fragmento do tendao
Swab retal
Swab retal

Swab retal

Swab retal
Swab retal
Swab retal

Sangue
Sangue

Sangue
Sangue

Sangue

Fluido cérebro
espinhal

ASIA

Escarro, sangue e
secre¢ao

4/ 1

2/0

6/2

2/1

4/ 0

35

Continuagdo

Rozales et al 2014
Carneiro et al 2014
Brasil 2013

Carneiro et al 2014

Pérez et al 2013

Pasteran et al 2014

Chen et al 2011



Quadro 2: Dados epidemiolégicos referentes a detec¢do de NDM-1 nas diversas partes do mundo.

China/ Pequim
Cingapura/ Dhaka

India/ Nova Delhi

India/ Pune

Taiwan

Vietna

Austria/ Graz

Espanha/ Madrid

Holanda

Noruega

E. coli
E. coli

K. pneumoniae

Pantoea agglomerans

K. pneumoniae

E. coli
K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

E. coli
K. pneumoniae

Pé diabético
LLA

Infeccdo urinaria

Septicemia

Lesoes por arma de
fogo

Febre e dor abdominal

Infec¢do urindria

Secrecdo da ulcera
Sangue

Urina

Sangue

Urina, fezes e pus

Urina
Urina

EUROPA

Fraturas expostas
Abscessos intra-
abdominais
Abcesso abdominal

Infec¢ao urinaria

Exacerbacgao
Pulmonar

Urosepse
Cirurgia ortopédica

Swab de ulcera, fezes
Fezes, swab de ferida
abdominal e garganta

Fluido peritoneal
Urina, swab retal e de

garganta
Urina

Urina e sangue
Urina

170

171

170

170

170

2/0

2/0

170

2/1

2/0

36

Continuagdo
Liu et al 2013
Chan et al 2011

Yong et al 2009

Khajuria et al 2014

Wu et al 2010

Hoang et al 2013

Zarfel et al 2011

Oteo et al 2012

Halaby et al 2012

Samuelsen et al 2010
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Sérvia/ Belgrado P. aeruginosa Abscesso intra- Urina
abdominal Ferida
Carcinoma intestinal

Genebra/ Suica E. coli _ Fezes
K. pneumoniae - Urina
Proteus mirabilis - Fezes

OCEANIA

Austrélia/ Sydney E. coli Pneumonia Urina

2/2

4/ 0

170

37

Conclusao

Jovcic et al 2011

Poirel et al 2011

Poirel et al 2010



38

4.5. Medicamentos usados no tratamento de pacientes com infeccoes

causadas por bactérias carreadoras da NDM-1

Infec¢gdes ocasionadas por superbactérias sdao extremamente dificeis de tratar,
uma vez que expressam genes que determinam resisténcia tornando-as incombativeis.
As bactérias carreadoras de NDM-1 estdo nesse contexto. Foram usados intimeros
antibidticos durante o tratamento dos individuos acometidos por organismos contendo
NDM-1. A maioria das cepas s6 foram sensiveis a polimixinas, aztreonam e tigeciclina
(ZARFEL et al, 2011; OTEO et al, 2012;). Mas houve casos em que as bactérias
demonstraram possuir resisténcia até a esses antibidticos. Durante as andlises das
bactérias contendo a NDM-1, foi observado que possuiam resisténcia aos mais diversos
tipos de antibidticos como penicilinas, cefalosporinas, ciprofloxacina, gentamicina,
carbapenens, sulfonamidas, minociclina além de outros antibidticos que s@o usados
normalmente na terapia de infec¢cdes (CHEN et al, 2011; POIREL et al, 2011).

Deve-se salientar que o sucesso do tratamento com antibidticos depende, além
do perfil da espécie bacteriana envolvida, de forma imprescindivel da condi¢do clinica
na qual o paciente se encontra. Como por exemplo, no caso relatado por Chan et al
(2011) onde o paciente se apresentava imunodeprimido, em inumeras internacdes
recebeu vdarios antibidticos e por fim desenvolveu sepse e recebeu altas doses de
polimixina, a sepse foi tratada no entanto o caso evoluiu devido a nefrotoxicidade que
este medicamento possui, levando a necessidade de transplante renal urgente (CHAN et
al, 2011). J4 no caso mostrado por Pasteran et al (2012) um paciente acometido de
pneumonia, e apresentando sepse foi tratado com indmeros antibidticos como
vancomicina € meropenem recebeu alta depois do tratamento com piperacilina,
tazobactam e amicacina (PASTERAN et al, 2012). Os antibidticos que mais
participaram do sucesso de indmeros casos foram o aztreonam, colistina, tigeciclina,
fosfomicina, e polimixina B. (CHEN et al 2011; TIET et al 2011; OTEO et al, 2012;
LIU et al 2013; KHAJURIA et al, 2014).

E interessante notar que medidas simples como uso racional de antimicrobianos,
lavagem das maos, limpeza e desinfeccdo de superficies, ado¢ao de protocolos sobre
cuidado e prevencdo de infecgdes, onde ndo sdo necessdrios grandes investimentos,
podem contribuir de maneira altamente significativa no controle de infec¢des. Pode-se
perceber que essas medidas sdo realmente eficazes pelo resultado apresentado nas

instituicdes onde as mesmas foram adotadas. Cabe a cada profissional que trabalha em
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ambientes hospitalares se conscientizarem de sua fun¢do, e realizar o seu trabalho de
maneira consciente e correta pra que o estado de saide dos pacientes ndo seja

comprometido pela ocorréncia de infec¢des hospitalares (CARNEIRO et al, 2014).

4.6. Pesquisas para o desenvolvimento de farmacos com acao

antimicrobiana em bactérias expressando a NDM-1

A escassez de farmacos eficazes contra a NDM-1 tem tornado bastante
preocupante a situacdo da resisténcia, o que requer que medidas sejam tomadas,
ampliando o esfor¢o no desenvolvimento de inibidores da enzima (SHEN et al, 2013).
A sequencia e a diversidade estrutural das MBLs além das diferentes formas de ligacao
das enzimas com o0s seus respectivos substratos, sdo fatores que dificultam o
desenvolvimento de inibidores (FAST, SUTTON, 2013).

Desde a descoberta da NDM-1 em 2009, pesquisas estdo sendo desenvolvidas
por diversos cientistas a fim de encontrar um farmaco eficaz contra a enzima, capaz de
ser adotado na pratica clinica. Alguns dos trabalhos reportados com os seus respectivos
resultados serdo relatados a seguir.

Em busca de solucionar o problema da resisténcia bacteriana associada a NDM-
1, Shen et al (2013) realizaram inimeros estudos baseados na determinagdo da atividade
bioldgica bem como na simulagdo molecular do mecanismo de inibi¢do, descobriram
que derivados do 4cido tiofeno carboxilico demostraram atividade inibitéria em ensaios
in vitro. Além disso, efeito sinérgico com o meropenem também foi observado contra E.
coli expressando NDM-1. O que € algo bastante positivo indicando que estes compostos
sdo fortes candidatos para o desenho de novos farmacos (SHEN et al, 2013).

Para realizagcdo da pesquisa, foram utilizadas espécies de E. coli expressando a
NDM-1. Para testar a capacidade inibitéria dos compostos eles foram incubados em
vdrias concentracdes com a enzima. As atividades desses compostos foram
determinadas através do uso do meropenem como substrato. Também foram realizados
estudos sobre a forma como a enzima se liga com os substratos através de modelagem
molecular, que é uma técnica bastante usada para pesquisar a forma de interagdo do
ligante com alvo. A partir dos resultados obtidos nesses ensaios foi comprovado que os
compostos derivados do dcido tiofeno carboxilico apresentam efeito inibitério para a

NDM-1 (Figura 11) (SHEN et al, 2013).
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Os compostos 1 e 2 apresentam grupamentos benzilo hidrofébicos em sua
estrutura. O composto 3 apresenta em sua estrutura dois grupamentos metoxi. O
composto 4 apresenta dois grupos carboxila. O Composto 5, o tnico que ndo foi
sintetizado pelos autores diz respeito a cadeia lateral de um antibiético usado para tratar

infec¢Oes ocasionadas por bactérias gram-negativas, a ticarcilina (SHEN et al, 2013).

Figura 11: Estrutura quimica dos compostos que apresentaram atividade inibitéria para a enzima NDM-
1.
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(SHEN et al, 2013)

O composto 3 demostrou pouca atividade inibitéria, Shen et al (2013)
propuseram que os grupamentos metoxicarbonilo podem ndo ser necessdrios para a
atividade deste composto. O composto 4 apresentou o melhor efeito inibitério. O
composto 5 apresentou pouca atividade inibitéria. Os compostos 1 e 2 apresentaram
pouquissima capacidade de inibir a enzima. Quanto a sinergia dessas moléculas com o
meropenem, os compostos 3, 4 e 5 apresentaram atividade antibacteriana sinérgica com
0 meropenem, ao passo que os compostos 1 e 2 ndo demonstraram nenhum sinergismo
com o antibidtico em questdo. Isso possivelmente se deve aos substituintes benziloxi

presentes nestes compostos (SHEN et al, 2013).
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Devido o composto 4 ter apresentado uma boa atividade inibitéria em relagdo a
NDM-1, além do sinergismo quando associado ao meropenem, Shen et al (2013)
resolveram realizar um estudo sobre a forma como o composto se liga a enzima. O
composto foi acoplado ao sitio ativo da enzima, com isso foi observado que o dtomo de
hidrogénio do anel imidazdlico e um residuo de histidina da enzima podem formar uma
ligacdo de hidrogénio. Além dessa ligacdo de hidrogénio, o atomo de enxofre do
grupamento tiofeno do composto, foi observado em uma posi¢do muito préxima de um
dos fons de zinco no sitio ativo da enzima, sugerindo que ele pode ser imprescindivel
em interacdes eletrostdticas aumentando a afinidade do inibidor pela NDM-1. Os
autores propuseram que alteracdes na distancia entre o residuo de ligacdo dos
compostos € o fon de zinco da enzima afetam a carga desse fon, alterando as
propriedades cinéticas da enzima (SHEN et al, 2013).

A partir das andlises apresentadas acima, conclui-se que compostos 4 e 5
derivados do 4cido tiofeno carboxilico podem ser usados no desenho de novos agentes
antibacterianos. No entanto, como se sabe o sitio ativo da enzima é composto de dois
ifons de zinco e seis aminodcidos, os autores observaram que o dtomo de enxofre no anel
tiofeno interage fracamente com apenas um desses aminodcidos, o que pode ser a
principal razdo da atividade inibitéria ndo ser muito satisfatéria. Mudancas estruturais
destes compostos estdo sendo realizadas, o que pode permitir que haja interacdo com
todos os seis residuos no sitio ativo, potencializando o efeito inibitério. (SHEN et al,
2013).

Antibioticos PB-lactdimicos administrados juntamente com inibidores de -
lactamases como, por exemplo, clavulanato, tazobactam e sulbactam, tem demostrado
ser uma estratégia eficiente no combate a infeccdes causadas por bactérias
multirresistentes. No entanto, ainda nio existem inibidores de MBLs disponiveis para o
uso clinico. Na tentativa de descoberta desses agentes, Zhang et al (2014)
desenvolveram 18 compostos azoliltioacetamidas diaril-substituidos (Figura 12).
Destes, 14 demostraram efeito inibitério para NDM-1. Os compostos foram
caracterizadas por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) e Espectrometria de Massas
(MS) (ZHANG et al 2014).

Com intuito de observar se os 18 compostos sao inibidores de MBLs, Zhang et
al (2014) escolheram as enzimas de Bacteriodes fragilis (CcrA), NDM-1,
Stenotrophomonas maltophilia (L1) e Aeromonas veronii (ImiS), sendo que as trés

primeiras apresentam dois dtomos de zinco em seu sitio ativo e a dltima, apenas um
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atomo de zinco. A inibi¢do foi avaliada pela monitoracio da hidrdlise do imipenem e da
cefazolina. Os resultados obtidos revelaram que os compostos 2, 4, 5 e 7 apresentaram
atividade inibitéria para todas as MBLs usadas da pesquisa, sendo que o composto 4
inibiu mais intensamente a L1. O composto 10 ndo foi considerado de grande poténcia
mesmo apresentando efeito inibitério contra CcrA, devido o fato desta ndo ter grande
relevancia clinica. As azoliltioacetamidas 1- 13 e 16 mostraram atividade inibidria para
a NDM-1. Os compostos 14, 15, 17 e 18 ndo apresentaram nenhum efeito inibidor nas
enzimas NDM-1, ImiS e CcrA. Para ImiS, os compostos mais potentes foram 2, 4, 5, 7,
8, e 10. Para CcrA os que apresentaram maior atividade inibitéria foram as
azoliltioacetamidas 1, 2, 4, 5, 7, 8 e 10. O que despertou dividas nos autores foi o fato
de ndo compreenderem porque os compostos 3, 6, 8-13, e 16 inibirem a NDM-1 e L1,
mas ndo inibirem a CcrA, uma vez que todas estas enzimas apresentam dois dtomos de

zinco em seu sitio ativo (ZHANG et al 2014).

Figura 12: Estruturas quimicas dos compostos sintetizados por Zhang et al (2014), como potenciais

inibidores de MBLs.
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(ZHANG et al 2014)

Zhang et al (2014) concluiram que a inibicdo acontece em decorréncia da
ligacdo dos compostos ao sitio ativo das enzimas. Eles se ligam ao zinco

preferencialmente através da por¢do triazol, ao passo que a outra porcdo se liga a
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residuos de lisina na CcrA, ImiS e NDM-1, e na L1 se liga ao residuo de serina
(ZHANG et al, 2014).

Agentes clinicos que inibem especificamente MBLs jia foram introduzidos
clinicamente como, derivados de tioésteres, produtos naturais triciclicos, derivados do
acido succinico, captopril, carboxilatos, além de outros. Entre estes compostos merece
destaque o D-captopril, uma vez que o mesmo exibiu um efeito inibidor bastante
importante sobre a NDM-1 in vitro. Resultados de espectroscopia de massa mostraram
que o D- captopril pode se ligar a NDM-1. E interessante notar que, o L-captopril usado
normalmente no tratamento de hipertensdo arterial, insuficiéncia cardiaca congestiva e
sindromes renais como inibidor da enzima conversora de angiotensina, tem mostrado
acdo inibitdria de diversas MBLs in vitro, isso ocorre devido o grupamento pirrolidina
do L e D-captopril que € essencial para que estes compostos se liguem a enzima. Esse
efeito inibitério também € explicado devido o fato do L- captopril ser inibidor da
enzima conversora de angiotensina (ECA), que ¢ uma MBL zinco-dependente da
mesma forma que a NDM-1 (BARREIRO; FRAGA, 2008; GUO et al, 2011).

Segundo Guo et al (2011) ja foram realizados estudos com outra - lactamase
da classe B, a IMP-1, onde mostrava que o D- captopril inibia a atividade dessa enzima.
A IMP-1 apresenta uma semelhanca de 26% na sequencia de aminodcidos com NDM-1,
0 que sugere que ambas podem apresentar uma semelhanca na forma de ligacdo a
substratos e inibidores. No entanto, alguns residuos que sdo essenciais para a ligacdo da
IMP-1 com o D-captopril ndo estdo tdo preservadas na NDM-1. Como por exemplo,
ocorre para a IMP-1, a Lisina estabiliza o D-captopril através da ligacdo de hidrogénio
com o0 O3 do grupo carboxilico do D- captopril. Na NDM-1, o aminodcido equivalente é
uma metionina (quando se sobrepde as estruturas cristalinas dos sitios ativos das duas
enzimas) que nio apresenta um posicionamento favoravel para que ocorra a formacgdo
dessa ligacdo de hidrogénio. Na IMP-1 o aspartato cuja amida estabiliza o D- captopril
devido ligacdes de hidrogénio com o Os, corresponde a glutamina na NDM-1. Devido o
fato da cadeia lateral da glutamina ser maior do que a do aspartato é possivel que a
cadeia lateral da glutamina e/ou o D-captopril mudem de conformacao apos a ligacio da
NDM-1 com o D- captopril. A asparagina na NDM-1, correspondente a tirosina na
IMP-1, promove ligacdes de hidrogénio com o D- captopril, o que culmina em uma
maior afinidade fazendo com que ocorra um efeito inibitério mais elevado em NDM-1

do que em IMP-1(GUO ET AL, 2011).
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De acordo com estas perspectivas, Guo et al (2011) sugeriram que ha a
possibilidade de desenvolvimento de compostos com elevada afinidade capazes de
impedir interacdes da NDM-1 com antibidticos, sendo estes, estruturalmente
semelhantes ao D- captopril, inibindo a atividade da NDM-1 pela ligacdo competitiva
com o seu sitio ativo ( GUO et al, 2011).

Outros inibidores de MBLs ja foram relatados como: derivados do dacido
succinico, dcido tiomandélico, 4cido picolinico, derivados do 4cido hidroxamico, acido
propionico, inibidores derivados da penicilina, N-arilsulfonilo hidrazonas, além de
outros inibidores vem sendo reportados. No entanto, poucos demonstram possuir amplo
espectro de atividade, o que se faz necessdrio, visto a grande quantidade de bactérias
diferentes que ja foram reportadas expressando MBLs, e ainda, devido o potencial em
causar resisténcia que a NDM-1 possui. Agora, estudos mais aprofundados devem ser
realizados embasados nos resultados apresentados acima, para que um inibidor de
MBLs de amplo espectro, capaz de conter a atividade da NDM-1, seja desenvolvido e
usado clinicamente no combate a infec¢des por bactérias multirresistentes (ZHANG et

al, 2014).
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5. CONCLUSAO

A resisténcia bacteriana a antibidticos € um grave problema de satde para o qual
ja ha muito tempo tem se buscado a solugdo. A causa desse fendmeno, além do uso
irracional de antibidticos, é o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelas
bactérias, dentre os quais o de producdo de enzimas, como B-lactamases e MBLs, tem se
tornado algo muito preocupante. MBLs como a NDM-1, relatada pela primeira vez em
2009, sdo um grande desafio para a medicina, pois inativam antibidticos de amplo
espectro considerados como udltimo recurso no tratamento de infecgdes.

Ap6s a primeira detecgdo de bactérias carreando NDM-1 na india, ocorreram
inumeros relatos de casos em todo o mundo, € mais recentemente, no Brasil. Os
continentes apresentando mais relatos de casos envolvendo a NDM-1 foram a Asia
(local onde foi reportado o primeiro caso), Europa e Africa.

Como se pdde perceber, inimeros estudos visando o desenvolvimento de
inibidores para a NDM-1 foram realizados, no entanto, os resultados obtidos
representam apenas uma direcdo a ser seguida. Ainda ndo hd nenhum inibidor
especifico para a NDM-1 que ja possa ser usado na pratica clinica, para isso, sdo
necessdrios ainda mais pesquisas e estudos embasados nos resultados anteriormente
apresentados.

Os pacientes acometidos por infeccOes com bactérias expressando NDM-1
foram tratados antibidticos de vdrias classes, mas os que apresentaram maior eficicia
nos pacientes foram o aztreonam, colistina, tigeciclina, fosfomicina, e polimixina B.

Dentre os inimeros microrganismos expressando a NDM-1, as bactérias mais
relatadas foram, na maioria dos casos, K. pneumoniae, E. coli, P. mirabilis, P.
aeruginosa, P. agglomerans, A. baumannii, P. rettgerii, E. cloacae, M. morganii, A.
pittii.

O problema da resisténcia bacteriana a antibidticos ndo estd nem proximo se ser
resolvido. Apesar de antibidticos sé serem vendidos com receita, o que tem reduzido
muito a automedicacdo, ainda assim o uso indiscriminado desses medicamentos
persiste. Somos uma geracao que sempre foi instruida a seguir esse tipo de conduta de
uso excessivo de medicamentos. Mesmo com as medidas de precaucdo e controle
adotadas pelas autoridades da satde, ainda é necessdrio bem mais atencdo sobre a

tematica abordada.
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