= FGAS MONIZ SCHOOL. | INSTITUTO UNIVERSITARIO
of HEALTH & SCIENCE | EGAS MONIZ

INSTITUTO UNIVERSITARIO EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ESTRATEGIAS MOLECULARES PARA O DESENVOLVI-
MENTO DE NOVOS ANTIBIOTICOS

Trabalho submetido por
Bernardo Pereira Martins Dias Lopes

para a obten¢do do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

novembro de 2023






= FGAS MONIZ SCHOOL. | INSTITUTO UNIVERSITARIO
of HEALTH & SCIENCE | EGAS MONIZ

INSTITUTO UNIVERSITARIO EGAS MONIZ

MESTRADO INTEGRADO EM CIENCIAS FARMACEUTICAS

ESTRATEGIAS MOLECULARES PARA O DESENVOLVIMENTO
DE NOVOS ANTIBIOTICOS

Trabalho submetido por
Bernardo Pereira Martins Dias Lopes

para a obten¢do do grau de Mestre em Ciéncias Farmacéuticas

Trabalho orientado por

Prof. Doutora Carla Ascenso

novembro de 2023






Agradecimentos

AGRADECIMENTOS

“Finalmente” ¢ a Uinica palavra que descreve todo este processo. Parece que a ougo em
eco na minha cabega, ougo-a no miar das minhas gatas e no farfalhar das folhas das arvores ao
vento. Com este trabalho, encerro um capitulo da minha vida e comego um novo. Este capitulo
nao foi algo que fiz sozinho, muito pelo contrario.

Antes de mais, queria agradecer a minha fantéstica orientadora, a Prof* Carla Ascenso.
Sem a orientagdo dela provavelmente estaria na posi¢ao fetal no chao do meu quarto a repensar
todas as escolhas que fiz na vida. Foi a orientacao da Prof* Carla que me motivou, desafiou e
impulsionou. Um “puxdo de orelhas” quando precisei, € um “esta quase” quando mereci.

Gostaria também de agradecer a minha familia: aos meus pais, aos meus tios, a minha
irma e aos meus sobrinhos lindos e maravilhosos. Sempre me impulsionam para dar o meu
melhor. Um obrigado especial para os meus avos, que infelizmente ja ndo estdo cé para ver,
mas sei que ficariam orgulhosos.

Gostaria de agradecer também a todos os meus professores que me deram o conheci-
mento e as ferramentas necessarias para eu lidar com todas as situagdes que possam surgir.
Sinto que sai deste curso extremamente bem preparado para o meu futuro.

Um enorme beijinho as amigas que me acompanharam nas trincheiras, ndo vou esque-
cer as sessoes de estudo virtual em preparagdo para os testes. De certa forma ja tenho saudades
delas.

Por tltimo, obrigado Egas Moniz, foste uma casa longe de casa.

Obrigado.



Estratégias moleculares para o desenvolvimento de novos antibioticos



Resumo

RESUMO

Cada vez mais surgem novas estirpes bacterianas multirresistentes, resistentes ao arse-
nal de antibioticos disponiveis para as combater (Huemer et al., 2020), constituindo uma das
maiores ameagas para a satide publica da atualidade (Hess, 2021). E estimado que até 2050 o
nimero de infegdes provocadas por estirpes multirresistentes ultrapassard os 10 milhdes mun-
dialmente e que estas levardo a um aumento significativo de mortes, ultrapassando o numero
de mortes provocadas por cancro (The Review, 2014).

Diversos fatores podem contribuir para o desenvolvimento de resisténcias, como a uti-
lizagdo incorreta de antibidticos, o que inclui a utilizagdo em excesso de antibioticos de largo
espectro, a aquisi¢ao de resisténcias devido a transferéncia horizontal de genes especificos
como também um processo evolutivo por parte das bactérias (Courvalin, 2016).

No lado da industria, o pipeline para novos antibioticos encontra-se escasso por diver-
sos motivos, como o elevadissimo custo de pesquisa ¢ desenvolvimento. A auséncia de novos
antibioticos deixa poucas opgdes para o combate contra o aparecimento destas estirpes (Lewis,
2015). Por este motivo ¢ essencial o desenvolvimento de novos antibidticos como também
desenvolver estratégias para a ideacdo de novos antibidticos que se alarguem para além dos
convencionais utilizados até hoje.

Estas estratégias tém incluido a pesquisa de novos alvos terapéuticos (Lewis, 2015), a
inibicao dos mecanismos de resisténcia antibidtica microbiana (Wetzel et al., 2021), a adogao
do conceito multi-target (Wetzel et al., 2021), a utilizacdo de péptidos antimicrobianos (Bopa-
rai & Sharma, 2019), o desenvolvimento de antibacterianos inorganicos ou/e organometalicos

(Hess, 2021) e a aplicagdo de bacteriofagos (Song & Chung, 2010).

PALAVRAS-CHAVE: novos antibidticos, resisténcias, alvos, antimicrobiano
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Abstract

ABSTRACT

New multidrug-resistant bacterial strains are emerging, resistant to the arsenal of avail-
able antibiotics used to treat them (Huemer et al., 2020), this constitutes one of the greatest
threats to public health (Hess, 2021). It’s estimated that by 2050 the number of infections
caused by multidrug-resistant strains will exceed 10 million worldwide, and these will result
in a significant increase in deaths, surpassing the number of deaths caused by cancer (The Re-
view, 2014).

Several factors can contribute to the development of antibiotic resistance, like the in-
correct use of antibiotics which includes the excessive use of broad-spectrum antibiotics, the
acquisition of resistance due to the horizontal gene transfer as well as evolutionary processes
by bacteria (Courvalin, 2016).

On the industry side, the pipeline for new antibiotics is scarce for several reasons, such
as the extremely high cost of research and development. The absence of new antibiotics leaves
few options to combat the emergence of these drug-resistant strains (Lewis, 2015).

For this reason, it is essential to develop new antibiotics, as well as to develop strategies
for the creation of new antibiotics that go beyond the conventional ones used currently.

These strategies include the search for new therapeutic targets (Lewis, 2015), the inhi-
bition of microbial antibiotic resistance mechanisms (Wetzel et al., 2021), the implementation
of a multi-target concept (Wetzel et al., 2021), the use of antimicrobial peptides (Boparai &
Sharma, 2019), the development of inorganic and/or organometallic antibacterials (Hess, 2021)

and the application of bacteriophages (Song & Chung, 2010).

KEYWORDS: novel antibiotics, drug-resistant, targets, antimicrobial
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Lista de siglas e abreviaturas

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ABC — Superfamilia de proteinas transportadoras dependentes de ATP (do inglés ATP-Binding
Cassette Superfamily)

ABR — Resisténcia a antibidticos (do inglés antibiotic resistance)

aPDT — Fototerapia dindmica antimicrobiana (do inglés antimicrobial photodynamic therapy)

ATP — Trifosfato de adenosina (do inglés adenosine tri-phosphate)

CDI — Infecao por Clostridioides difficile (do inglés Clostridioides difficile infection)

DNA — Acido desoxirribonucleico (do inglés Deoxyribonucleic acid)

EMA — Agéncia Europeia de Medicamentos (do inglés European Medicinces Agency)

FDA — Administragdo de Alimentos e Medicamentos (do inglés Food and Drug Administra-
tion)

FMT — Transplante de microbiota fecal (do inglés Fecal microbiota transplant)

GImM - Fosfoglucosamina mutase

GImS — Glucosamina-6-fosfato sintetase

GImU — Glucosamina-1-fosfato acetiltranferase/N-acetilglucosamina-1-fosfato uridiltransfe-
rase

LFU — Terapia de ultrassons a baixa frequéncia (do inglés low frequency ultrasound therapy)

MATE — Familia de proteinas de extrusao multi-antimicrobianos (do inglés Multi Antimicrobial
Extrusion Protein Family)

MFS — Superfamilia dos Facilitadores Maioritarios (do inglés Major Facilitator Superfamily)

mRNA — Acido Ribonucleico Mensageiro (do inglés messenger ribonucleic acid)

MRSA — Staphylococcus aureus resistente a meticilina (do inglés methicilin resistant Staphylo-
coccus aureus)

OMS - Organiza¢ao Mundial da Saude

RND — Superfamilia de Divisao Celular de Nodula¢ao de Resisténcia (do inglés Resistance-
Nodulation-Cell Division Superfamily)

RNA — Acido Ribonucleico (do inglés ribonucleic acid)

rRNA — Acido Ribonucleico Ribossomal (do inglés ribossomal ribonucleic acid)

SMR — Familia de resisténcia a multiplos farmacos (do inglés Small Multidrug Resistance Fa-
mily)

UDP-GIcNAc — Uridina Difosfato N-Acetilglucosamina

VRE — Enterococcus resistente a vancomicina (do inglés Vancomycin resistant Enterococcus)
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WOAH - Organizagdo mundial de saude animal (do inglés World Organization of Animal

Health)
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Introducado

1. INTRODUCAO

1.1 Enquadramento Historico

A introdugdo de antibidticos na clinica ¢ considerada uma das maiores conquistas do
século XX (Hutchings et al., 2019). E estimado que, desde a introdugdo do primeiro antibiotico,
o salvarsan, a esperanca média de vida aumentou, em média, 23 anos (Adadeji, 2016). Os an-
tibioticos ndo s6 revolucionaram o tratamento de infegcdes bacterianas como também possibili-
taram a realizacdo de outros procedimentos médicos como o transplante de 6rgaos, e as cirur-
gias invasivas que seriam impensaveis anteriormente (Hutchings et al., 2019 e Huemer et al.,
2020).

Embora o salvarsan seja considerado o primeiro antibidtico, ndo foi o primeiro agente
antimicrobiano a ser utilizado em atos curativos. Existem registos da utilizagdo de cataplasmas
tradicionais preparados a partir de pao com bolor usados no tratamento de feridas abertas. Esta
pratica foi exercida na Grécia, China e Egito ha mais de dois mil anos. O Papiro Ebers, que ¢
considerado o documento médico mais antigo ainda preservado, relata a utilizacdo de pao com
bolor como também solo “medicinal” na sua lista de remédios (Hutchings et al., 2019).

Relativamente ao salvarsan, este foi sintetizado por Alfred Bertheim em 1907 no labo-
ratério de Paul Ehrlich (Williams, 2009). A ideia de Ehrlich era encontrar o que chamava de
“bala magica”, ou seja, encontrar um composto capaz de matar os agentes causadores de do-
enca sem causar danos ao corpo do paciente. Ehrlich estava a explorar varios compostos a base
de arsénio até que encontraram a arsfenamina, na altura com o nome de composto 606, mais
tarde salvarsan. Foi Sahachiro Hata, que trabalhava com Ehrlich, que descobriu a potencial do
salvarsan, em 1909. O salvarsan mostrava bons resultados contra a bactéria causadora da sifilis
e Ehrlich teorizou que os seus efeitos secundarios eram devidos a sua manipulagdo indevida e
ndo ao composto em si, 0 que hoje se sabe nao ser verdade. Em 1912, Ehrlich desenvolveu o
neosalvarsan que era estruturalmente semelhante, mas mais soluvel em agua e menos toxico.
A utilizagdo do salvarsan e do neosalvarsan para o tratamento da sifilis foi descontinuada apds
a introdug¢do da penicilina.

Apos a descoberta do salvarsan, um dos grandes avancos na quimioterapia antimicro-
biana foi a descoberta de um pro-farmaco da sulfonamida, o prontosil, por Gerhard Domagk,
em 1932 (Hutchings et al., 2019). Domagk era um bacteriologista e patologista que trabalhava

na Bayer testando compostos para determinar se tinham potencial como farmacos. Domagk e
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os seus colegas continuaram o trabalho de Ehrlich, o que levou ao desenvolvimento das sulfo-
namidas, que sdo consideradas a primeira classe de antimicrobianos eficazes e de espectro mais
alargado (Hutchings et al., 2019). O prontosil é considerado o primeiro antibidtico comercial-
mente disponivel e foi largamente utilizado durante a Segunda Guerra Mundial. Domagk che-
gou a utilizar o prontosil para salvar o brago da filha de ser amputado ¢ em 1939 ganhou o
prémio Nobel da Medicina, embora dadas as condigdes durante a Segunda Guerra Mundial, s
o pdde receber em 1947 (Nobel Prize Outreach AB, n.d.).

A penicilina foi descoberta em 1928 quando Sir Alexander Fleming, um microbiologia
escocés, regressou de férias e deparou-se com as placas de Petri que tinha inoculado com
Staphylococcus aureus. As placas tinham sido indevidamente seladas levando a sua contami-
nag¢do por um fungo mais tarde identificado como Penicillium notatum (atualmente Penicillium
rubens). Fleming notou que em redor a coldnia do fungo ndo havia qualquer crescimento do S.
aureus levando Fleming a descobrir que o fungo tinha a capacidade de matar a bactéria
(Wainwright, 1993). Esta descoberta despoletou uma era de desenvolvimento de antibidticos a
base de produtos naturais que atingiu o seu auge em meados da década de 50. Apds a descoberta
inicial da penicilina por Fleming, esta foi purificada por Howard Florey, Norman Heatly, Ernst
Chain e outros colegas de Oxford. Este desenvolvimento foi crucial para o desenvolvimento
da penicilina como um farmaco. A estrutura da penicilina ainda ndo era totalmente compreen-
dida, havia pessoas como Robert Robinson que acreditavam numa estrutura completamente
diferente da realidade, mas foi Dorothy Hodgkin em 1945 que finalmente apurou que a estru-
tura era beta-lactamica.

Na década dos anos 30, Selman Waksman estudou microrganismos para identificar ou-
tros potenciais produtores de antibioticos, como tinha sido o caso da penicilina. Waksman iden-
tificou actinomicetes como tal, e definiu antibidticos como compostos produzidos por um mi-
crobio para destruir outros microbios (Hutchings et al., 2019). A equipa liderada por Waksman
identificou vérios antibidticos produzidos por actinomicetes como a neomicina e a estreptomi-
cina. A estreptomicina foi considerada o primeiro composto eficaz contra a tuberculose. O tra-
balho de Waksman identificou o genus Streptomyces como um candidato ideal para a produgao
de produtos naturais e eficazes contra varios agentes patogénicos como: fungos, bactérias, vi-
rus, e até insetos (Newman & Cragg, 2016). Estes progressos iniciaram a designada “Era Dou-
rada” de descoberta de antibidticos. Muitos dos antibidticos descobertos nessa altura ainda sdo
utilizados atualmente, embora cada vez menos devido a aquisi¢ao de resisténcias. A “Era Dou-

rada” ¢ considerada entre 1940 a 1960, e adquiriu essa alcunha pois ¢ estimado que cerca de
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metade dos antibidticos descobertos nessa altura ainda estao em utiliza¢ao atualmente (Davies,
2016).

Ap6s a “Era Dourada”, houve um desinvestimento progressivo na descoberta de novos
antibidticos. Portanto, a crise atual de antibidticos tem duas vertentes associadas: a rapida aqui-
si¢do de resisténcias por parte das bactérias e a falta de novos antibioticos para corresponder a

essas necessidades (Hitchings et al.,2019).

1.2 Resisténcias aos Antibioticos

A primeira resisténcia documentada foi a penicilina, em 1940. Na altura, a solugdo era
descobrir novos antibidticos para substituir as classes mais antigas, esta pratica provou ser in-
sustentavel a longo prazo, contribuindo para o problema das resisténcias (Spagnolo et al.,
2021). De acordo com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) a resisténcia aos antibidticos
(ABR) ocorre quando as bactérias se modificam em resposta ao uso dos mesmos (World Health
Organization, 2020b). Por outras palavras, as bactérias desenvolvem mecanismos que as per-
mitem viver na presenga de agentes que anteriormente as matariam. O impacto destas resistén-
cias na satde ¢ severo. E estimado que sdo responsaveis por cerca de 700,000 morte anuais
mundialmente e em 2050, infegdes provocadas por bactérias resistentes irdo resultar em mais
de 10 milhdes de mortes (The Review, 2014).

A OMS alerta que as ABR s3o uma das maiores ameacas a saude mundial levando a
um elevado numero de infe¢des como a tuberculose, pneumonia e gonorreia se tornarem cada
vez mais dificeis de tratar devido a antibioticos ineficazes (World Health Organization, 2020b).
Estas infe¢des resultam em estadias prolongadas em hospitais, a um aumento dos custos asso-
ciados ao tratamento, € a um aumento da mortalidade.

O impacto das resisténcias ndo se sente s6 na saude, mas também noutros setores como
a agricultura. Os antibioticos sdo largamente utilizados em criagdo de gado e de acordo com a
World Organisation for Animal Health (WOAH) o seu uso € essencial para prevenir e tratar
doengas e garantir a producgdo de proteina animal suficiente para consumo (La Hamaide, 2012).
Por outro lado, o abuso de antibidticos em animais leva ao aparecimento de ABR e por em
causa a eficacia dos mesmos. Bernard Vallat da WOAH realgou a importancia de gerir o uso
de antibidticos em animais, treinar os veterinarios e terminar com o trafico ilegal de antibidticos

em paises em desenvolvimento (La Hamaide, 2012).
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O motivo pelo desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos tem dois fatores forte-
mente associados: O uso incorreto de antibidticos e a aquisi¢ao natural de resisténcias (Huemer,
2020). O uso incorreto engloba: a aplicagdo de antibidticos em doses inadequadas (doses sub-
terapéuticas), a automedicagdo e o tratamento de infe¢des ndo bacterianas com antibiodticos.
Foi demonstrado que independentemente da adequabilidade de uso, quanto mais se utiliza um
antibidtico em particular, mais rapidamente surgem resisténcias (Machowska et al., 2018). As
bactérias podem ter resisténcia inata a certos antibidticos por auséncia de estruturas que seriam
alvo de antibidticos. Também podem adquirir resisténcia por mutacgdes genéticas, transferéncia
horizontal de cromossomas ou transferéncia de plasmideos que conferem resisténcia (Huemer
et al., 2020). O facto de todos os antibioticos usados até agora resultarem no aparecimento de

resisténcias, sugere que as resisténcias sdo inevitaveis (Spagnolo et al., 2021).

1.3 Falta de Inovacao

Durante o periodo entre 1980 a 1984 registaram-se 20 novos antibidticos aprovados
pela Food and Drug Administration (FDA), um nimero que contrasta com apenas trés novos
antibioticos aprovados entre 2005 e 2009 (May, 2014). Existe um défice de novos antibidticos
face as necessidades. A auséncia do desenvolvimento e de langcamento de novos antibidticos
para o mercado ¢ atribuido principalmente a trés fatores: econémicos, cientificos e regulamen-
tares (Rello et al., 2016).

O fator econdmico para o défice de novos antibidticos ¢ devido aos baixos lucros. O
processo desde a descoberta a comercializagdo tem uma duracdo média de 14 anos, isto resulta
em pouco tempo em que a empresa tem para recuperar os custos que investiu antes que a pa-
tente expire e entrem no mercado medicamentos genéricos (Payne et al., 2006). Os custos as-
sociados ao langamento de um novo farmaco sdo elevados e podem ascender até os 1,7 bilides
de dolares (Sharma & Towse, 2010). Estes fatores fomentam um ambiente desfavoravel para
empresas investirem na investigacao, desenvolvimento e comercializagdo de novos antibioti-
cos. Por este motivo, existe maior incentivo financeiro para o desenvolvimento de farmacos
para o tratamento de doencas cronicas e do cancro (Bax & Green, 2015).

Pelo lado cientifico, é desafiante encontrar novas moléculas com atividade contra as
bactérias multirresistentes ou atividade contra novos alvos e simultaneamente seguras para o

paciente. A maioria de antibidticos utilizados atualmente sdo derivados quimicos de antibioti-
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cos descobertos durante a “Era Dourada” (Rello et al., 2016). Passaram seis décadas sem qual-
quer progresso significativo do ponto de vista clinico, por parte da industria farmacéutica
(Lewis, 2012), tendo-se registado um desinvestimento na area do desenvolvimento de antibid-
ticos. Isto deixa médicos com poucos recursos para tratar infe¢des que ndo respondem a anti-
bioterapia. O modelo empregue durante a “Era Dourada” de encontrar produtos naturais capa-
zes de interferirem com o crescimento de outras bactérias ¢ algo que atualmente € menos eficaz,
pois sdo continuamente encontrados os mesmos compostos (Lewis, 2012). Outra abordagem,
sem enveredar pelos produtos naturais, seria desenvolver novos produtos sintéticos com poder
antimicrobiano, esta estratégia ¢ mais complexa pois muitos dos alvos sdo intracelulares e ¢
dificil os compostos penetrarem as células (Payne et al., 2006).

Foram enumeradas cinco razdes pelo qual o processo de aprovagido de novos antibioti-
cos ¢ dificil (Rello et al., 2016). Primeiro, ¢ complicado reunir o nlimero necessario para um
estudo clinico de fase III, visto que sdo necessarios aproximadamente 1000 participantes. Se-
gundo, o consentimento informado ndo ¢ facilmente obtido em pacientes que estejam em con-
di¢do critica devido a uma infe¢do bacteriana. Terceiro, o modelo de aprovagdo pelos corpos
regulamentares exige um estudo de ndo inferioridade, o que exige que o novo antibidtico seja
ndo inferior a selecdo atual. Quarto, nos Estado Unidos da América a FDA aprova os antibio-
ticos com base na sua indicagdo, nao pelo espectro que estes apresentam. Por ultimo, existe
uma falta de coordenagdo entre a FDA e a European Medicines Agency (EMA) sobre os pro-
cessos de licenciamento. Para tentar incentivar o desenvolvimento de novos antibioticos foram
propostas politicas destinadas a facilitar como o Generating Antibiotics Incentives Act que foi
aprovado pelo congresso dos EUA, em 2012, e visa aumentar o periodo de patente em novos
antibidticos. De acordo com um estudo da Pew (2021) estavam em desenvolvimento em de-
zembro de 2020, 43 novos antibioticos.

A importancia de antibidticos para a saide publica ¢ imensuravel. De momento, a pro-
cura de novos antibidticos esta elevada devido ao surgimento de resisténcias a selegdo atual. A
pesquisa para novos antibioticos esta dificultada por fatores econémicos, cientificos e regula-
mentares 0 que resulta em menos antibidticos chegarem ao mercado ano apds ano. Por estes

motivos, estratégias inovadoras sdo necessarias para satisfazer as necessidades da satde.
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2. DESENVOLVIMENTO

Os antibioticos do futuro necessitam de uma abordagem inovadora. A pratica de desco-
brir novos antibioticos para substituir as classes ja existentes foi a pratica empregue até a atu-
alidade. E importante definir novas estratégias para combater infe¢des bacterianas multirresis-
tentes e simultaneamente reduzir ao maximo a nova aquisicao de resisténcias. Uma revisao da
literatura revelou varias abordagens inovadoras para realizar este objetivo tais como a pesquisa
de novos alvos terapéuticos, a inibi¢do de mecanismos que conferem resisténcia, o uso de
multi-target drugs (farmacos de multiplos alvos), combinacdes inovadoras, o uso de péptidos

antimicrobianos, o uso de farmacos organometalicos, e o uso de bacteri6fagos.

2.1 Novos Alvos Terapéuticos

Os antibioticos atuam sobre as bactérias com o objetivo de as matar (bactericida) ou de
impedir o seu crescimento (bacteriostatico). E necessario explorar para além dos alvos conhe-
cidos para definir novos recetores e encontrar moléculas seguras que os possam modular.

O peptidoglicano é o principal constituinte da parede celular bacteriana. E responsavel
pela integridade e forma da célula como também confere protegdo do meio ambiente. A sintese
do peptidoglicano (figura 1) € uma via metabolica essencial no ciclo de vida das bactérias,
sendo fundamental para a divisdo e alongamento celular. E uma via complexa que tem inicio
no citoplasma e finaliza no exterior da membrana citoplasmatica, envolvendo diferentes enzi-

mas e constituintes, os quais sdo potenciais candidatos como recetores de novos antibidticos.

*étapas omitidas
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Figura 1. Esquema simplificado da sintese do peptidoglicano (adaptado de Galinier et al., 2023)
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De facto, varios antibioticos comercializados atuam nesta via, quer como inibidores enzimati-
cos (e.g. penicilinas e cefalosporinas), quer como bloqueadores estéreos (e.g. vancomicina)
(Garde et al., 2021).

Uma estratégia proposta ¢ o bloqueio da sintese do peptidoglicano inibindo a sintese de
uridina difosfato N-acetilglucosamina (UDP-GIcNAc), um nucleétido percursor formado in-
tracelularmente na primeira fase da sintese do peptidoglicano (Wyllie et al., 2022). De acordo
com os autores, apenas uma fragdo de compostos envolvidos no processo da biossintese do
peptidoglicano foram explorados como potenciais alvos. Muitos destes alvos incluem enzimas
que estdo diretamente envolvidos na biossintese de UDP-GIcNAc, as enzimas propostas podem
ser visualizadas na figura 1. A UDP-GIcNAc também estd presente em eucariotas, mas a sua
funcdo e biossintese sdo diferentes. Enquanto em procariotas a fungo ¢ para a sintese do pep-
tidoglicano, que ¢ essencial para a formacdo da parece celular bacteriana, em eucariotas a sua
funcdo € como percussor de biomoléculas como quitina e glicoproteinas. A biossintese de UDP-
GlcNAc ¢ diferente em procariotas e eucariotas e envolve enzimas diferentes, estas enzimas
sdo alvos atraentes para novos antibidticos. As enzimas em procariotas sao Glucosamina-6-
Fosfato Sintetase (GImS), Fosfoglucosamina Mutase (GImM), e Glucosamina-1-Fosfato Ace-
tiltranferase/N-Acetilglucosamina-1-Fosfato Uridiltransferase (GlmU). Estruturalmente, as en-
zimas foram estudadas e comparadas as suas homdlogas eucariotas para determinar diferencas
e concluiram que havia diferengas significativas, embora também bastantes semelhangas. Fo-
ram propostas diversas moléculas com capacidade de inibir a atividade de cada uma das enzi-
mas e estudou-se a sua viabilidade como potencial antibiotico. Embora os autores tenham ob-
servado atividade na inibicdo in vitro das enzimas GImS, GImM e GImU, registaram dificul-
dades com bactérias inteiras. Algumas das moléculas propostas nao foram capazes de atraves-
sar a membrana celular bacteriana com eficiéncia, o que impediu que elas exercessem a sua
funcdo, o que levou a proposta de coadministrar o inibidor das enzimas juntamente com um
adjuvante de permeabilidade (Wyllie et al., 2022).

Um componente celular que tem vindo a ganhar mais atengdo como potencial alvo te-
rapéutico sao os riboswitches. Riboswitches sao segmentos de mRNA que nao codificam para
proteinas, mas que atuam como reguladores de expressao de genes (Blanco & Blanco, 2022).
Sao compostos por um aptamero e a plataforma de expressdo. O aptamero liga-se diretamente
a pequenas moléculas especificas que reconhece e esta ligagdo provoca uma alternagao confor-
macional na plataforma de expressdo (figura 2). A plataforma de expressdo regula a regido

codificante (Blount & Breaker, 2006).
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Figura 2. Representacdo esquematica de um riboswitch ligado (adaptado de Caron et al., 2012)

Nos tltimos 20 anos descobriram-se mais de 55 tipo distintos de riboswitches, cada um
com afinidade a diferentes moléculas (Kavita & Breaker, 2022). Os riboswitches exercem uma
funcdo reguladora na biossintese de varios constituintes intracelulares, num sistema de feed-
back negativo. Por outras palavras, o mRNA que tenha presente um riboswitch ira ligar a uma
molécula especifica, esta ligacao ird alterar a producao da proteina resultante, logo este mRNA
tem uma fun¢do de autorregulagdo na producdo da proteina que codifica. Muitos riboswitches
codificam para proteinas que sdo o proprio metabolito regulador: na auséncia de metabolito na
regido de reconhecimento (aptamero), ocorre traducao de proteina (figura 2); quando esta pro-
teina se encontra em quantidades suficientes, atua como metabolito de ligacdo ao aptamero e

bloqueia a tradugdo, num processo de autorregulacio a sua propria tradugao (figura 3).

Metabolito

*,

Aptamero Plataforma
de Regiio Codificante

Expressao

Figura 3. Representagdo esquematica de um riboswitch desligado (adaptado de Caron et al., 2012)

Inicialmente considerados exclusivos de células procariotas, os riboswitches foram
mais tarde encontrados em eucariotas (Blanco & Blanco, 2022). A relevancia dos riboswitches
como alvos terapéuticos no desenvolvimento de novos antibidticos foi demonstrada em estudos

(Aghdam et al., 2016). Por um lado, os riboswitches sdo compostos por 35 a 200 nucleotidos e

19



Estratégias moleculares para o desenvolvimento de novos antibidticos

apresentam elevada seletividade na formagao de complexos com ligandos especificos (peque-
nas moléculas) (Blount & Breaker, 2006) o que faz deles recetores terapéuticos com maior
potencial do que o RNA ribossomal (rRNA) (Penchovsky & Stoilova, 2012). Por outro lado,
como a maioria dos riboswitches se encontram em procariotas, isto reduz a possibilidade de
interferir com o funcionamento celular dos eucariotas (Cheah et al., 2007). O potencial dos
riboswitches procariotas como alvos terapéuticos comegou ja a ser investigado (Aghdam et al.,
2016). Foram utilizados analogos de lisina para inibir o crescimento de Bacillus subtilis e de-
terminou-se que os riboswitches serviam como mediadores de crescimento (Blount et al.,
2006). Isto foi devido ao facto de trés dos 12 analogos identificados interferiam com a taxa de
crescimento.

Para além da necessidade de desenvolver novas moléculas antibidticas para tratar infe-
¢coes multirresistentes, ¢ igualmente necessario pesquisar e definir novos alvos terapéuticos. A
sintese do peptidoglicano ¢ uma etapa crucial no ciclo de vida das bactérias e alguns dos anti-
bioticos atuais atuam nesta etapa, mais ainda existem muitos intervenientes que poderiam ser
explorados como potenciais alvos para desenvolver novos antibioticos. Os riboswitches tam-
bém sdo alvos apelativos para novos antibidticos, sendo um alvo mais comumente encontrado
em bactérias e cuja inibicdo impacta o crescimento bacteriano. A totalidade dos riboswitches
ainda nao foi determinada, deste modo ainda existe o potencial para descobrir novas formas de

erradicar infe¢des bacterianas multirresistentes.

2.2 Inibicao dos Mecanismos de Resisténcia

Estudos sugerem que a aquisi¢ao de resisténcias ¢ inevitavel (Spagnolo et al., (2021).
Uma estratégia para superar estas resisténcias € determinar formas de as suprimir. Os principais
mecanismos de resisténcias, encontrados na literatura podem resumir-se em trés categorias di-
ferentes: reducao das concentragdes intracelulares de antibiotico, modificacao do alvo, e a ina-
tivacdo do antibidtico (Blair, Webber et al., 2015). Um dos exemplos mais proeminentes de
superar um mecanismo de resisténcia foi a introducao de compostos beta-lactamicos, compos-
tos que, embora sem atividade antimicrobiana, inibem eficazmente beta-lactamases. Um exem-
plo € o 4cido clavulanico. As beta-lactamases sdo enzimas do metabolismo bacteriano que tém
os antibidticos beta-lactaimicos como substrato e catalisam a rea¢ao de abertura do anel que

lhes da o nome, com consequente perda de atividade antibiotica. Atualmente sabe-se existirem
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perto de 2800 enzimas diferentes, que emergiram de forma natural (Bush, 2018). O acido cla-
vulanico inibe a atividade das beta-lactamases, ligando-se a estas enzimas e impedindo que
estas inativem o antibiotico, desta forma o antibidtico consegue realizar a sua funcao (Uto &
Gerriets, 2023). A descoberta de novos inibidores de beta-lactamases, particularmente inibido-
res de carbapenemases, ¢ essencial. A resisténcias a carbapenemos foi ja declarada pela OMS
como um problema sério a nivel mundial e sendo estes antibioticos normalmente administrados
para o tratamento de infecdes resistentes, resisténcias aos mesmos ¢ realmente preocupante
(Nordmann & Poirel, 2019). Inibidores de carbapenemases langados nos tltimos anos (vabor-
bactam e relebactam) mostram ser promissores no combate a infecdes multirresistentes (Bou

Zerdan et al., 2022).
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Figura 4. Familias de bombas de efluxo (adaptado de Blair, Richmond et al., 2014)

Um mecanismo de agdo comum a bactérias Gram-negativo e Gram-positivo ¢ a utiliza-
¢do de bombas de efluxo. Bombas de efluxo sdo proteinas responséaveis pela remoc¢ao de certos
conteudos do interior de células bacterianas. Estes conteudos podem incluir antibidticos, polu-
entes organicos, metabolitos bacterianos e metais pesados (Blanco et al., 2016). As bombas de
efluxo podem ser classificadas em cinco superfamilias distintas mediante a sua sequéncia de
aminoacidos e a sua fonte de energia. Existe a Major Facilitator Superfamily (MFS), a ATP-
Binding Cassette superfamily (ABC), a Small Multidrug Resistance family (SMR), a Re-
sistance-Nodulation-Cell Division superfamily (RND) e a Multi Antimicrobial Extrusion pro-
tein family (MATE). A familia RND ¢ a tnica exclusiva para bactérias Gram-negativo, as fa-
milias e a sua fonte de energia estdo representadas na figura 4. (Delmar et al., 2014). Na sua

esséncia, as bombas de efluxo conferem resisténcia as bactérias removendo antibidticos do
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interior das células para o exterior. Uma estratégia adequada para superar esta resisténcia seria
determinar uma maneira de inativar as bombas de efluxo bacterianas para permitir a acumula-
c¢do de antibiotico no citoplasma. Varios mecanismos de agdo foram propostos para atingir este
objetivo como: interferir com a fonte energética da bomba de efluxo, ligar a bomba de efluxo
no local onde o farmaco se ligaria, bloquear o funcionamento da bomba ou regular negativa-
mente a expressao de bombas (Si et al. 2023).

Num estudo realizado para avaliar os efeitos de minociclina em monoterapia e em com-
binag¢do com loperamida, um antidiarreico, em bactérias suscetiveis (Ejim et al., 2011) verifi-
cou-se que, embora a loperamida nao tenha qualquer atividade antimicrobiana, a loperamida
foi capaz de dissipar os componentes elétricos responsaveis pela fonte de energia das bombas
de efluxo. A minociclina sozinha revelou-se um bactericida eficaz, mas quando administrado
juntamente com a loperamida foi possivel administrar uma dose de minociclina 32 vezes infe-
rior para obter resultados iguais (Ejim et al., 2011).

A modificacao de um alvo terapéutico € um processo complexo. Estruturas bacterianas
que sdo utilizadas como alvo terapéutico tém o seu papel no crescimento bacteriano. Por este
motivo, a modificagdo destes alvos pode comprometer a sobrevivéncia da bactéria. Para uma
bactéria adquirir resisténcia a um determinado antibiotico por modificagdo de uma estrutura
celular, esta modificacdo tera de simultaneamente preservar a sua func¢do bioldgica e reduzir a
sua suscetibilidade de inibi¢do por um antibidtico (Lambert, 2005).

Usando o modelo chave-fechadura para exemplificar (figura 5), onde a chave repre-
senta um farmaco (neste caso um antibidtico) e a fechadura representa o alvo terapéutico, ob-
serva-se que o antibidtico X apresenta um farmacdoforo compativel com o recetor da proteina
Y, a interag@o dos dois resulta num efeito. No caso de um antibidtico, este podera inibir a pro-
teina Y. Havendo uma alterag@o no centro ativo da proteina Y, como resultado por exemplo de
uma mutacdo durante a divisao celular, forma-se uma variante da proteina Y com a particula-
ridade de ndo formar complexos com o antibidtico X (figura 6). Neste caso, o antibiotico X
deixa de conseguir interagir com o alvo, logo, deixa de ser ativo. A alteragdo estrutural do alvo
terapéutico exige novos estudos de caracterizacao do “novo” recetor, nova avaliagao farmaco-
dindmica com diferentes compostos, pelo que a literatura tem um défice de como superar este

modo de aquisicao de resisténcia.
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Antibiético X

Proteina Y Proteina Y

Figura 5. Representacdo de um antibiotico e a proteina alvo (adaptado de Alav et al., 2018)

Estudar o modo em que as bactérias adquirem resisténcia € crucial para analisar como
conseguem-se modificar e adaptar. Com este conhecimento ¢ possivel desenvolver estratégias

para conseguir superar estes mecanismos e manter as bactérias suscetiveis aos antibidticos por

Modificaciao do Alvo

mais tempo.

Antibidtico X

Figura 6. Representacdo da modificac@o da Proteina Y e a sua consequéncia
(adaptado de Alav et al., 2018)
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2.3 Multi-Target Drugs

O conceito de um multi-target drug ¢ uma antitese de praticas anteriores, ou seja, em
vez de um fdrmaco ter um Unico alvo, tem varios. Diversos estudos expressam que as necessi-
dades para novos antibioticos nao tém sido satisfeitas com abordagem atual de um alvo-uma
molécula (one target-one molecule) e referem haver a necessidade de desenvolver farmacos
que tenham efeito sinérgico € mecanismo de a¢dao que atuem sobre multiplos alvos (Wetzel et
al., (2020). A figura 7 mostra uma representagdo esquematica da abordagem one target-one

molecule, onde um farmaco s6 tem uma tnica zona de interagdo com o recetor alvo.

Alvo Complexo

Farmaco —r .
Terapeéutico Farmaco-Alvo

Figura 7. Representacdo da abordagem one target, one molecule (adaptado de Talevi, 2015).

O conceito multi-target drugs, também denominado como polifarmacologia, ¢ diferente
de politerapia. A politerapia refer-se ao uso de multiplos farmacos seletivos para o combate de
diversas condi¢des como a diabetes e hipertensao (Ryszkiewicz et al. 2023). Dentro da polifar-
macologia existem niveis distintos importantes. um farmaco multi-target pode ser verdadeira-
mente multi-target, multi-eficaz ou multifuncional (Gray & Wenzel, 2020). Um farmaco
multi-eficaz ¢ aquele que atua sobre um alvo que ¢ interveniente de varios processos, pelo que
a sua modulagdo interfere com todos os processos associados. Um fairmaco multifuncional tem
um alvo especifico, mas também outras propriedades indiretas, como ¢é caso da clindamicina

que para além de ser antibiotico também possui atividade anti-inflamatéoria (Weinkle et al.,
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2015). Um antibiotico verdadeiramente multi-target ¢ aquele que apresenta mais de um recetor
(entidade, molécula ou estrutura celular) com o qual forma complexos ¢ do qual resulta uma

atividade farmacolégica, como representado na figura 8.

-G &

Farmaco Alvo 1 Alvo 2 Complexos Farmaco-Alvo

Figura 8. Representacdo da abordagem de Multi-Target Drugs (adaptado de Talevi, 2015).

Estima-se que cerca de 99% das bactérias ndo conseguem ser cultivadas em meios de
cultura tradicionais (Nichols et al., 2010). Estas bactérias representam uma maioria ao qual ndo
ha acesso nem conhecimento suficiente e podem ser fontes de informacgao e produtos para uma
nova geragao de antibidticos. O desenvolvimento de novos e inovadores meios de cultura como
o iChip permitiram o isolamento e crescimento de bactérias anteriormente desconhecidas (Ni-
chols et al., 2010).

Ling et al., (2015) isolaram uma bactéria desconhecida a que deram o nome provisorio
de Eleftheria terrae, que mais tarde descobriram ser produtora de um antibidtico novo, desig-
nado por teixobactin. Este antibidtico mostrou acdo bactericida contra bactérias Gram-positivo
como a Staphylococcus aureus e atividade contra Mycobacterium tuberculosis e € um exemplo
de um farmaco verdadeiramente multi-target. O teixobactin atua por ligagdo a biomoléculas
precursoras da parece celular, o Lipid II e o Lipid III, este ultimo precursor do &cido teicdico
da parede celular. Os acidos teicoicos sdo glicopolimeros anidnicos presentes em bactérias
Gram-positivo com funcao fundamental na determinagdo da forma da célula e na regulagao de
divisao celular (Brown et al., 2013). A ligagao do teixobactin a estes componentes compromete
a formacao da parede celular (Ling et al., 2015), mas também apresenta um mecanismo de agado
de duas frentes (Shukla et al., 2022). A porcao enduracidina estabelece uma forte ligagdo com
o grupo pirofosfato-acucar do Lipid II enquanto, simultaneamente, o terminal-N cationico es-
tabelece ligagao com pirofosfato de outra molécula Lipid II, desta forma destabilizado a for-
magao da parede celular. Estudos preliminares sobre a aquisi¢do de resisténcias foram efetua-

dos e apos 27 dias em concentragdes abaixo da minima inibitéria ndo houve qualquer mutagao
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das bactérias (Ling et al., 2015) De momento, o teixobactin ainda se encontra em estudos pré-
clinicos (Novobiotic Pharmaceuticals, 2023).

De acordo com a OMS, a tuberculose, ¢ uma doenga que embora tratavel ainda resulta
na morte de um milhdo e meio de pessoas por ano (World Health Organization, 2020a). O
tratamento requer o uso de quatro antibioticos utilizados num periodo de seis meses, no caso
de ndo se detectarem resisténcias. Estudos realgcam a importancia de uma abordagem multi-
target no tratamento da tuberculose, uma vez que se verificou comecarem a surgir estirpes
resistentes aos antibidticos de primeira e segunda linha (Viana et al., 2018). As cumarinas sao
uma familia de compostos derivadas de diversas plantas e fungos. Os derivados da cumarina
foram estudados e concluiu-se que estes t€ém interesse farmacoldgico devido as suas proprie-
dades anti-inflamatorias, anti-tumorais, antibacterianas e antifiungicas (Viana et al., 2018). Por
poderem ser obtidos sinteticamente, foram desenvolvidos laboratorialmente novos derivados e
avaliada as suas atividades antituberculosas através de estudos de relacao estrutura-atividade
(SAR). Um novo candidato foi sintentizado com a capacidade de inibir a proteina FadD32, esta
¢ essencial na biossintese do acido micoélico e, consequentemente, para a replicagdo bacteriana
do agente causador da tuberculose, a Mycobacterium tubeculosis (Kuhn et al., 2016 e Kawate
et al., 2013). Viana et al., 2018) acreditam no potencial antimicrobiano multi-target dos deri-
vados da cumarina. Embora ainda ndo exista um derivado que tenha dois alvos em simultaneo,
estudos in silico e in vitro mostraram a possibilidade de derivados de cumarina sintetizados
adquirirem atividade inibitéria contra diferentes alvos.

As bactérias Staphylococcus aureus e Enterococcus spp. sao causadoras de infegdes
nosocomiais € a aquisi¢do de resisténcias aos antibioticos destas bactérias sdo um problema
cada vez com maior dimensao. A S. aureus, mais especificamente a variante resistente a meti-
cilina (MRSA) tem uma prevaléncia significante em Portugal, representando entre 25 a 50%
dos isolados (Silva et al., 2022). No caso do Enterococcus resistente a vancomicina (VRE), em
2005 Portugal representava o pais com maior prevaléncia (Novais et al., 2005). A necessidade
de farmacos eficazes contra estas bactérias e aos seus mecanismos de resisténcia € de extrema
importancia. Estudos relatam que a oritavancina, um novo antibiotico estruturalmente seme-
lhante a vancomicina, tem tido resultados promissores contra infe¢cdes de bactérias Gram-po-
sitivas (Brade et al., 2016). A oritavancina ¢ um lipoglicopéptido semissintético aprovado pelo
FDA e pela EMA para infe¢des da pele e tecidos moles, provocadas por bactérias Gram-posi-
tivo (Brade et al., 2016). Semelhante aos glicopéptidos, a oritavancina liga-se ao terminal D-

alanil-D-alanina do Lipid II e impede que a enzima transglicosilase utilize o Lipid II para a
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formacao da parede celular. Estirpes resistentes a vancomicina sofrem uma alteracao no termi-
nal D-alanina para D-lactato ou D-serina, diminuindo a afinidade da vancomicina e outros gli-
copéptidos. A oritavancina, no entanto, apresenta mecanismos de a¢ao secundarios, capazes de
superar estas resisténcias (Brade et al., 2016). A oritavancina apresenta dois residuos 4-epi-
vancosamina com capacidade de se ligarem a péptidos diferentes do terminal D-alanil-D-ala-
nina, logo, mesmo se houver modificacdo do terminal, a oritavancina consegue estabelecer a
ligacdo (figura 9b) (Patti et al., 2009). Na figura 9 encontram-se resumidos os mecanismos de
acdo exibidos pela ortavancina, representada pela seta laranja: (figura 9a) efeito inibitorio a
nivel da polimeriza¢do do peptidoglicano, por impedimento da atividade da transpeptidase na
formacao das ligagdes cruzadas entre cadeias de peptidoglicano que compromete a formagao
da parede celular (Patti et al., 2009); (figura 9¢) devido a sua cauda hidrofobica, a oritavancina

consegue inserir-se na membrana celular bacteriana, enfraquecendo a sua estrutura (Brade et

al., 2016).

ﬁ
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Figura 9. Representagdo dos locais de agdo da oritavancina. Oritavancina representada pela seta laranja
(a) Ligacdo ao peptidoglicano “template”. (b) Ligacdo a D-alanil-D-alanina. (c) inser¢o na membrana
celular (adaptado de Brade et al., 2016; Patti et al., 2009)
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Féarmacos multi-target representam uma estratégia ousada para o futuro de antibidticos.
Estudos sugerem que estes antibidticos serdo mais eficazes do que antibidticos com um Unico
alvo (Kahne et al., 2005). Devido aos seus mecanismos de acdo multiplos, a possibilidade de

virem a provocar aquisi¢ao de resisténcias € estatisticamente improvavel.
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2.4 Combinacoes Inovadoras

Combinag¢des de antimicrobianos ou de um antimicrobiano com um nao-antimicrobi-
ano tem vindo a receber cada vez mais atengdo face a emergéncia das resisténcias. Combinando
antibidticos podera aumentar o espectro de agdo da antibioterapia ou podera resultar em siner-
gismo, ou seja, os antibidticos resultam significantemente melhor em conjunto do que indivi-
dualmente. As combinagdes de antibidticos nem sempre resultam num efeito sinérgico, po-
dendo so alcancar efeito aditivo ou pior, antagénico (Bremner, 2023). Um estudo feito com
Staphylococcus aureus demonstrou que certas combinagdes sdo bactericidas menos eficazes
comparando com administragdo individual dos mesmos agentes (Lazar et al., 2022). E neces-
sario observar primeiro como um antimicrobiano atua por si s6 antes de pensar como se podera
comportar numa combinacdo. O uso de mais agentes antimicrobianos podera aumentar o risco
de efeitos adversos que poderdo comprometer a eficacia da antibioterapia (Cai et al., 2016).

A sinergia foi alcangada num estudo onde avaliaram a eficacia de polimixina B e a
amicacina individualmente e em combinagao, contra Pseudomonas aeruginosa (Hussein et al.,
2019). A polimixina B atua ligando-se a membrana bacteriana externa das bactérias Gram-
negativo provocando a destabilizacdo da mesma, enquanto a amicacina liga-se a subunidade
30S ribossomal desregulando a produ¢do de proteinas essenciais. Esta combinac¢ao foi testada
em estirpes suscetiveis e estirpes resistentes a polimixina B. Os resultados demonstraram o
efeito sinérgico entre os dois antimicrobianos em estirpes suscetiveis. No caso da estirpe resis-
tente, os resultados ndao foram tdo promissores: a estirpe nao so era resistente a polimixina B
como também conseguia inativar a amicacina, limitando a sua resposta a combinacdo de anti-
microbianos (Hussein et al., 2019).

O uso de carbapenemos aumentou como resultado do incremento de bactérias capazes
de produzir beta-lactamases. Como resultado, ja existem bactérias capazes de inativar os car-
bapenemos com carbapenemases, como o Acinetobacter baumannii. A. baumannii ¢ um pato-
génio perigoso associado a aquisicdo de pneumonia nosocomial que leva a taxas elevadas de
mortalidade (World Health Organization, 2021). Um estudo realizado avaliou a eficacia de
combinacao duplas e triplas in vitro e in vivo (Al-Madboly, 2022). O estudo combinou o anti-
bidtico imipenemo com compostos sem atividade antibidtica como o ascorbato de sédio e/ou
apotransferrina. Os testes in vitro utilizaram discos de difusdo em placas colonizadas com iso-
lados especificos. Foram utilizados para determinar a combinagdo capaz de originar melhores
resultados e conferir sinergismo no tratamento, tendo-se determinado que ao utilizar os trés

compostos em conjunto havia uma inibigdo maior nas placas do que qualquer composto em
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monoterapia ou combinacao dupla. Os testes in vivo realizados em murganhos modelo com
pneumonia também apresentaram resultados promissores. Estes estudos mostraram que a es-
trutura e a funcdo pulmonar ¢ restaurada oito horas apds a administragdo tripla (Al-Madboly,
2022).

Diversos estudos apresentaram uma combinagao fora do vulgar (Cai et al., 2017). Pro-
puseram a combina¢ao de antibioterapia com terapia de ultrassons a baixa frequéncia com base
em estudos in vivo. No passado, estudos anteriores haviam ja mostrado que a terapia de ultras-
sons de baixa frequéncia (LFU) sozinha leva a um decréscimo no nimero de culturas bacteri-
anas, € sugeriram que a associacdo com antibioterapia tivesse um efeito sinérgico (Pitt et al.,
1994). Verificou-se que a utilizacdo de gentamicina e LFU a uma frequéncia de 67 kHz aumenta
a atividade bactericida contra P. aeruginosa ¢ E. coli, tendo provocado uma reducdo nas con-
centragdes minimas inibitdrias de um quarto com P. aeruginosa ¢ de metade com E. coli (Cai
et al., 2017). Outros autores utilizaram frequéncias e tempos de exposi¢ao diferentes, logo para
LFU ser um complemento vidvel para antibioterapia ¢ necessaria haver uma padronizagdo des-
tes parametros como também avaliar o impacto destas frequéncias no corpo humano.

Combinag¢des de antibioticos com outros antibidticos ou com adjuvantes poderdo au-
mentar a sua eficdcia através de sinergia, aumentar o espectro de a¢do e reduzir a possibilidade
do surgimento de novas resisténcias. Por estes motivos, ¢ essencial descobrir novas combina-
¢oes entre antibidtico e/ou adjuvantes que possam potenciar os efeitos de antibidticos e melho-

rar os resultados em saude.

2.5 Péptidos Antimicrobianos

Os péptidos antimicrobianos consistem em cadeias curtas de aminoacidos ligados entre
si por ligagdes peptidicas. Tipicamente, os péptidos possuem entre dois a 50 aminoéacidos na
sua cadeia (Forbes & Krishnamurthy, 2022). A produgado de péptidos antimicrobianos esta pre-
sente em vertebrados, invertebrados, bactérias e plantas, faz parte do sistema imunitario inato
e estes péptidos tém normalmente um espectro de acdo alargado. Estruturalmente, os péptidos
antimicrobianos sdo catidnicos e t€m um grande nimero de residuos hidrofébicos. A carga po-
sitiva confere ao péptido seletividade para as membranas bacterianas que sdo carregadas nega-
tivamente, enquanto os residuos hidrofobicos auxiliam a interagdo com a cadeias lipidicas aci-
ladas (Nguyen et al., 2011). Os péptidos sdo ferramentas promissoras em varias areas terapéu-

ticas e existe bastante pesquisa para a sua aplicacdo em areas como a oncologia e a virologia
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(Lietal., 2021 e Zahir Essa et al., 2022). Mais recentemente a sua aplicagdo em antibioterapia
tem vindo a receber mais atengao.

Como potenciais antimicrobianos, os péptidos podem conferir algumas vantagens como
a possibilidade de prevenir a formagao de biofilmes ou de promover a decomposicao de biofi-
Imes existentes (Bechinger & Gorr, 2016). Os biofilmes sdo agregados de bactérias envolvidos
numa matriz composta por componentes celulares como agua, proteinas, lipidos, acidos nu-
cleicos e polissacaridos. As bactérias presentes nesta estrutura agregam-se umas as outras e
aderem a superficies. A presenca de biofilmes ¢ um risco para a satide pois bactérias patogéni-
cas tornam-se mais dificil de erradicar como também os antibidticos empregues tém maior
dificuldade em penetrar estas estruturas (Yin et al., 2021). Os péptidos podem também apre-
sentar propriedades anti-inflamatdrias, como também propriedades anticancerigenas (Rajase-
karan et al., 2018 e Tornesello et al., 2020). Outros estudos acrescentam que os péptidos sao
especificos para o seu alvo, tém baixas interagdes farmaco-farmaco, possuem toxicidade redu-
zida e apresentam reduzida suscetibilidade ao desenvolvimento de resisténcias (Boparai &
Sharma, 2019). Estas vantagens tornam péptidos ferramentas atraentes para o combate contra
infe¢des multirresistentes, mas também tém as suas desvantagens. Devido a sua estrutura pro-
teica, estdo sujeitos a lise e inativagdo por enzimas proteoliticas cuja concentragdo perto de
tecidos infetados encontra-se normalmente mais elevada. A sua estabilidade fisico-quimica ¢
limitada, logo terda uma curta semivida de distribui¢ao plasmatica (Wang et al., 2021). Por estes
motivos, grande parte do desafio dos péptidos € uma veiculacdao apropriada para melhorar a
biodisponibilidade e a estabilidade, e muita da pesquisa envolve isto. Entre as diversas estraté-
gias ja testadas para melhorar as propriedades dos péptidos encontram-se a encapsulagdo, a
conjugacao covalente, a ciclizagao e alteragao dos residuos de aminoacidos (Wang et al., 2021).

Devido a ubiquidade dos péptidos antimicrobianos, € possivel identificar novas molé-
culas a partir de inumeras fontes. As aplicacdes de péptidos provenientes de espécies diferentes
de anfibios foram avaliadas (Conlon & Sonnevend, 2011). A partir de nove espécies diferentes
de sapos, o estudo identificou nove péptidos antimicrobianos, que eram naturalmente ocorren-
tes nas espécies e eram potentes, ndo-tdoxicos, € mostravam acao antimicrobiana contra dife-
rentes estirpes multirresistentes como a A. baumannii, a K. pneumoniae, a E. coli, a S. aureus,
e P. aeruginosa (Conlon & Sonnevend, 2011). Adicionalmente, um dos péptidos identificados
mostrou atividade contra a levedura resistente ao fluconazol, Candida spp.. Os autores sugerem
que a falha do pexiganan em se tornar mais utilizado em pratica clinica terd levado a um de-
créscimo no interesse em péptidos provenientes de anfibios, mas acreditam que quando houver

mais aplicagdes destes péptidos, haverd maior interesse por parte da induastria farmacéutica.
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Foi estudado o efeito da associacdo de antibidticos com um péptido antimicrobiano
sintético designado por P4-9 sobre uma estirpe multirresistente de P. aeruginosa (Razquin-
Olazaran et al., 2020). O estudo mostrou que o péptido foi capaz de provocar danos a nivel das
membranas bacterianas, € tornou a bactéria mais sensivel aos antibidticos. Mesmo em estirpes
que expressam bombas de efluxo e beta-lactamases, o péptido mostrou-se eficaz a sensibilizar
a bactéria aos antibidticos. O estudo sugere que uma bactéria multirresistente pode ficar sensi-
vel a antibidticos, mesmo em concentragdes subterapéuticas, apos exposicao a um péptido an-
timicrobiano. Adicionalmente, no mesmo estudo verificou-se que o efeito antimicrobiano se
prolongou mais de 20 horas apo6s a remogao do péptido, um fendmeno que os autores designa-
ram por post-antibiotic effect associated permeabilization (PAEP).

Os péptidos antimicrobianos s3o pequenas moléculas de origem proteica que tém agao
contra infe¢des, inflamagao e o cancro. Sao provenientes de diversas fontes bioldgicas, e t€ém
acdo demonstrada contra infe¢des multirresistentes. Dada a disseminagao de estirpes multirre-
sistentes e um arsenal reduzido para as combater, ¢ estimado que o mercado global de péptidos

antimicrobianos chegara a 6,6 mil milhdes de ddlares em 2030 (Grand View Research, 2021).

2.6 Farmacos Organometalicos

Os compostos contendo metais ndo sdo uma novidade na antibioterapia. O primeiro
antibiodtico utilizado, o salvarsan, continha o metaloide arsénio na sua estrutura, sendo entdo o
primeiro antibidtico organometalico desenvolvido e utilizado. Aplicacdes para fArmacos orga-
nometalicos foram ja estudadas, sendo a 4rea com maior volume de pesquisa a da oncologia.
Os farmacos a base de platina sao largamente utilizados em quimioterapia (Makovec, 2019) e
trabalhos mais recentes exploram a utilizagdo de complexos de ouro (Zhang et al., 2022), de
cobre (Denoyer et al., 2018) e de ferro (MojziSova et al., 2014) como agentes quimioterap€u-
ticos. Alguns compostos organometalicos tém igualmente atividade antiparasitaria (Hess,
2021). Desde a sua introdugao em 1949, o melarsoprol permanece um medicamento essencial
para o tratamento da tripanossomiase humana africana provocada pelo protozodrio Trypa-
nosoma brucei rhodesiense (Centers for Disease Control and Prevention, 2022). Tal como o
salvarsan, o melarsoprol apresenta um metaloide arsénio na sua estrutura. Embora ha ja bas-
tante tempo existam registos de investigagdo desenvolvida com metalofarmacos e com far-
macos inorganicos para aplicacdo em diferentes areas da saude, ¢ relativamente recente o

interesse nestes compostos para aplicagdo antimicrobiana (Frei et al., 2020).
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O interesse renovado em antibioticos organometalicos e/ou inorganicos surgiu em res-
posta a crise atual de resisténcias aos antibioticos. Os compostos antimicrobianos atualmente
em desenvolvimento sdo baseados em farmacos ja existentes, mas com pequenas modificagdes
(Hess, 2021). Os compostos organometalicos e inorganicos sdo uma abordagem fora do con-
vencional. As aplicagcdes dos metais em metalofarmacos antibacterianos podem ser classifica-
das de formas diferentes, uma delas sendo a utilizacdo de metais como estrutura base de novos
compostos de modo a expandir e explorar novas geometrias.

Um complexo de metal octaédrico com seis ligandos pode ter 30 estereoisomeros dife-
rentes comparando com um carbono com quatro substituintes, que s apresenta dois enantidéme-
ros distintos, como pode ser visto na figura 10. A constru¢do de novos compostos com base em
complexos metalicos confere uma maior variedade de conformagdes como também a constru-
¢ao de moléculas numa conformacao tridimensional, algo que ¢ mais dificil em moléculas or-
ganicas (Hess, 2021). Esta diversidade inerente aos complexos de metal permite o design de
farmacoforos, que foi explorado mais aprofundadamente e levou ao desenvolvimento de inibi-
dores de cinase com complexos de metal na sua estrutura. As cinases foram escolhidas como
potencial alvo devido a dimensao da familia de enzimas e o papel que desempenha em diversas
doengas (Meggers, 2009). O estudo explica também que a enzima possui um local de ligagdo
ao ATP que ¢ conservado, e o design de compostos organicos com este alvo tem sido desafiante.
No final, conseguiram desenvolver uma molécula que incluia um complexo de metal a base de
ruténio que foi inspirado na estrutura da estaurosporina. A molécula mostrou afinidade com o

centro ativo da enzima em ensaios in vitro (Meggers 2009).
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Figura 10. Comparagao entre estereoisomeros (adaptado de Meggers, 2009)
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Na década de 70 houve tentativas de sintetizar anadlogos de antibidticos existentes, como
as penicilinas e as cefalosporinas, com grupos ferroceno. (Patra et al., 2011). Nenhum dos com-
postos sintetizados conseguiu alcancar a poténcia dos antibidticos originais, embora ndo se
tenham realizado estudos para determinar as concentragdes inibitorias destes novos compostos.
De igual modo, nao foi estabelecido se estes novos metalofArmacos apresentavam mecanismos
de agdo idénticos aos analogos organicos (Patra et al., 2011). Apesar dos resultados pouco pro-
missores, a transformacgao de antibidticos estabelecidos com por¢des organometalicas continua
a ser estudado (Patra et al., 2011). A sintese de novos beta-lactamicos com por¢des organome-
talicas continua a ser importante investigar, havendo duas possiveis abordagens no seu desen-
volvimento: incorporar a por¢ao metalica num derivado beta-lactamico natural ou existente, ou
construir o anel de quatro membros beta-lactamico incorporando simultaneamente o complexo
metalico (Sierra et al., 2019). Os autores acreditam que a segunda abordagem resulta numa
maior diversidade estrutural. Revisitar antibidticos existentes com a intengdo incorporar por-
coOes organometalicas ¢ uma estratégia que parece originar “novos” antibioticos, mas € neces-
sdria mais pesquisa nesta area para determinar se estes “novos’ antibidticos tém caracteristicas
de eficacia e seguranca comparaveis aos homoélogos organicos.

A terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT) ¢ uma alternativa ndo antibiotica para o
tratamento de infegdes microbianas, incluindo bacterianas e fungicas. Envolve a utilizagdo de
um composto fotossensibilizante que consegue absorver energia proveniente de luz e transferir
esta energia para moléculas de oxigénio, gerando espécies reativas de oxigénio (Hamblin &
Hasan, 2004). Este tipo de terapia, ja explorado para outras areas da satide como o cancro
(Plaetzer et al., 2009), requer a acumulacdo do agente fotossensibilizante no interior das células
bacterianas. Foram propostos dois modelos para explicar como a aPDT leva 4 morte celular:
um considera que os danos ocorrem diretamente no DNA bacteriano; o outro que os danos
ocorrem ao nivel da membrana citoplasmatica bacteriana (Hamblin & Hasan, 2004). Varios
estudos foram efetuados para determinar a eficacia da aPDT. Lei et al. (2011) utilizaram com-
plexos de rubidio em culturas de E. coli para determinar a eficécia in vitro da aPDT e conclui-
ram que, com uma radiacao acima de 450 nm durante cinco minutos, ocorre uma reducgdo de
cerca de 70% no niimero de unidades formadoras de colonias. Embora a aPDT seja uma area
promissora que utiliza metalofarmacos, tem ainda pouca aplica¢do e necessita de haver uma
normalizagdo para ser uma alternativa viavel contra infe¢des bacterianas.

Tendo em consideracao os desafios de metalofarmacos antibacterianos, ja existem me-
dicamentos organometalicos em ensaios clinicos, como o Pravibismane, também conhecido

como MBN 101. O pravisbismane ¢ um composto desenvolvido pela Microbion que tem na
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sua composi¢dao grupos bismutotiol € € um agente antimicrobiano de largo espectro (Hess,
2021). O seu mecanismo de acao envolve a desregulacao da bioenergia bacteriana e também
impacta a biossintese de acidos gordos. A sua seguranga e atividade foi ja avaliada e confir-
mada. Atualmente foi testado com sucesso para aplicagdes em infegcdes Osseas, no tratamento
do pé diabético como também no tratamento da fibrose cistica (Baker, 2020).

Embora a maior area terap€utica que utiliza farmacos organometalicos seja a oncologia,
a necessidade de novos antibidticos permanece, metalofarmacos antibacterianos sdo uma fonte

de potenciais novos antibidticos.

2.7 Bacteriofagos

Uma alternativa inovadora para lidar com infe¢des multirresistentes consiste na obser-
vagdo de como outros organismos lidam com bactérias potencialmente patogénicas. Um orga-
nismo com a capacidade de erradicar bactérias ¢ o bacteridfago. Os bacteriofagos, também
conhecidos como fagos, sio virus que infetam e replicam em bactérias. E estimado que sdo
mais abundantes do que qualquer outro organismo, havendo mais de 103! bacteriéfagos no
planeta (McGrath & Van Sinderen, 2007). Sao compostos por proteinas que encapsulam o ma-
terial genético, podendo este ser um genoma de DNA ou RNA, e podem também apresentar
outras estruturas. Os bacteriofagos podem ter complexidade gendmica variavel: alguns apre-
sentam um genoma com apenas quatro genes, outros um genoma com centenas de genes.

Em bacteriofagos foram observados dois diferentes ciclos de vida: o ciclo litico (figura
11) e o ciclo lisogénico (Popescu et al., 2021). O ciclo litico inicia com a adsor¢ao do bacterio-
fago na superficie da bactéria alvo. De seguida, o DNA do bacteridfago € inserido no interior
da bactéria onde utiliza os organitos celulares bacterianos para replicar o seu DNA e codificar
as proteinas da cépside. Por Gltimo, ha uma combinagdo destes componentes recém-formados
que resulta em multiplos bacteriofagos novos e consequentemente a bactéria hospedeira sofre
lise libertando os bacteriofagos para o exterior. O ciclo litico tem esta designagado pelo facto de
resulta na lise do hospedeiro. Por outro lado, o ciclo lisogénico inicia-se de forma idéntica ao
ciclo litico, mas a principal diferenga ocorre quando o material genético entra na bactéria: en-
quanto no ciclo litico o DNA ¢ imediatamente utilizado para formar novos bacteri6fagos, no
ciclo lisogénico o DNA ¢ incorporado no DNA bacteriano, formando um profago inativo. Neste
caso 0 DNA ¢ replicado mediante a divisdo celular da bactéria hospedeira, embora os seus

genes ndo sejam expressos, pelo que ¢ considerado menos agressivo. Quando as condi¢des sao

34



Desenvolvimento

certas, o DNA fagico ¢ removido do cromossoma bacteriano € ha uma transi¢ao para o ciclo

litico resultando na lise da bactéria (Molineux, 2006).
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Figura 11. Representacdo do ciclo litico de bacterioéfagos (adaptado de Adesanya et al., 2020)

A existéncia de bacteriofagos foi contemplada em 1896 por Ernest Hanbury Hankin,
que suspeitava haver algo presente nas dguas do Rio Ganges, da India, com efeito antibacteri-
ano contra o agente causador da colera, o Vibrio cholerae (Hankin et al., 1896). Foi mais tarde,
em 1915, que o bacteriologista inglés Frederick Twort descobriu os bacteri6fagos (Twort.,
1915). Em 1917, Félix d’Hérelle, que também foi creditado pela descoberta, deu o nome aos
bacteriéfagos e estudou as potenciais aplica¢des terapéuticas (Duckworth, 1976).

Os bacteriofagos tém sido aplicados em diversas areas. As suas aplicacdes incluem a
industria alimentar, com o objetivo de prevenir a deterioragao provocada por bactérias (O’Sulli-
van et al., 2019), e a area de diagndstico, para determinar se culturas de S. aureus sdo susceti-

veis ou resistentes a meticilina (Food and Drug Administration, 2011). Uma 4rea com grande
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interesse ¢ a area terapéutica. Apesar do seu potencial, o interesse em bacteriéfagos como an-
timicrobianos diminuiu ap6s a Segunda Guerra Mundial, com o aumento do uso de antibioticos
(Sulakvelidze et al., 2001).

Como agentes antimicrobianos, os bacteriofagos possuem certas vantagens. Os bacte-
riofagos evoluiram juntamente com as bactérias e sao extremamente especificos para as bacté-
rias alvo. S6 se conseguem ligar a bactérias especificas por reconhecimento dos recetores de
superficie (Duckworth & Gulig, 2002). Sao considerados nao toxicos para humanos nem para
o microbioma humano, logo poderdo ser uma alternativa mais segura do que muitos dos anti-
bioticos sintéticos empregues na atualidade. Num ensaio de Fase I, uma mistura de bacteriofa-
gos funcionais contra P. aeruginosa, S. aureus ¢ E. coli foi tdo seguro como o soro fisiologico
e ndo levou a diferengas estatisticas em termos de efeitos adversos entre os grupos (Rhoads et
al., 2009). Adicionalmente, como o seu ciclo de vida inclui a autorreplicagdo, ndo requerem
doses elevadas para se atingirem os niveis necessarios ao eficaz combate de infe¢des bacteria-
nas (Saha & Mukherjee, 2019).

Embora os bacteridéfagos sejam especificos para uma bactéria em particular, isto confere
um espectro de agdo muito estreito, o que requer a identificagdo ndo s6 da bactéria causadora
de infegdo como também da estirpe, sendo que qualquer mutagdo que ocorra podera impactar
o sucesso do bacteriofago (Witzany, 2012). Como as bactérias conseguem adquirir resisténcia
aos antibiodticos, € possivel que o mesmo se realize com bacteriéfagos. Modificacdes a nivel
dos recetores que sejam reconhecidos podem tornar ineficazes os bacteriofagos. Os bacterio-
fagos como potenciais antimicrobianos ainda estdo num estadio inicial, ¢ necessaria mais in-
vestigacdo para compreender os mecanismos, seguranga e apurar as doses adequadas.

As infegdes respiratdrias provocadas por bactérias multirresistentes sdo um grave risco
para a saude publica, sendo a gama de antibioticos disponivel para as neutralizar cada vez mais
restrita (Song & Chung, 2010). Em 2018, Chang et al. propuseram a utilizagdo de bacteriéfagos
veiculados para o combate de infe¢des respiratorias. Os bacteriéfagos foram ja veiculados de
diversas formas com sucesso, incluindo na forma livre em suspensdes liquidas ou encapsulados
em lipossomas e como formulagdes de p6 seco em formas so6lidas. Diversos estudos utilizaram
roedores como modelo de estudo para determinar a eficacia dos bacteriofagos em infegdes
respiratdrias. Alguns destes estudos envolveram a indugdo de um estado de neutropenia nos
roedores com o intuito de mimetizar infe¢des em pacientes imunocomprometidos. Num estu-
dou foram administrados dois tipos de bacteriofagos ativos contra a bactéria Burkholderia ce-
pacia pela via inalatéria de ratos neutropénicos e foi observado uma reducdo significativa da

carga bacteriana dois dias apds o tratamento (Semler et al., 2014). Outro estudo observou que
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uma mistura de bacteriofagos num modelo de rato com infe¢ao pulmonar aguda por P. aerugi-
nosa resultou em clearance bacteriano completo 24 ¢ 48 horas apos a administragao (Pabary et
al., 2016). O mesmo estudo permitiu ainda mostrar que uma administragao tardia ou profilatica
produz resultados positivos, sendo que em nenhum dos casos foi observada a ocorréncia de
disseminagao para doenca sistémica (Pabary et al., 2016).

Diarreia nosocomial proveniente de antibioterapia ¢ uma infe¢do associada a Clostridi-
odes difficile. As infe¢des por C. difficile (CDI) estao fortemente associadas a diarreias severas
e consequentemente desidratagdo, colite pseudomembranosa, megacolon toxico, infegdes sis-
témicas e recorréncia de CDI (Song & Kim, 2019). Em casos menos severos ¢ recomendada a
cessacdo de antibioterapia de largo espectro, enquanto nos casos mais severos as abordagens
mais eficazes envolvem terapias com vancomicina e fidaxomicina (Debast et al., 2014). Tera-
pias alternativas como o transplante de microbiota fecal (FMT) tem uma elevada taxa de su-
cesso, sendo até mais eficaz em infecdes recorrentes do que a antibioterapia (Terveer, 2016).
Apesar do sucesso do FMT, esta pratica pode levar a disseminacao de bactérias multirresisten-
tes (DeFilipp et al., 2019). Um estudo propds o uso de bacteridfagos para o tratamento de CDI
(Fujimoto & Uematsu, 2022). Apesar de varios bacteriofagos ativos contra a C. difficile terem
sido investigados, todos possuem um ciclo lisogénico logo nao levam a lise da bactéria. Como
o C. difficile ¢ uma bactéria anaerdbia com capacidade de esporular, torna-se mais complicado
experimentalmente isolar um bacteriofago litico. O estudo sugere o uso de endolisinas como
potencial antimicrobiano (Fujimoto & Uematsu, 2022). Endolisinas sdo enzimas hidroliticas
codificadas por bacteriéfagos e sdo utilizadas no final do ciclo litico. Estas enzimas possuem a
capacidade de hidrolisar as liga¢des mureina do peptidoglicano bacteriano (Pérez-Dorado et
al., 2007). Diversas endolisinas especificas para o C. difficile foram ja identificadas, uma em
particular apresenta caracteristicas apelativas, a CD27L (Mayer et al., 2008). A CD27L tem a
capacidade de lisar 30 estirpes de C. difficile e ¢ indcua para a restante flora comensal do trato
gastrointestinal, logo, ndo ird provocar disbiose (Mayer et al., 2011).

Os bacteriofagos sao um potencial recurso no controlo e erradicacao de bactérias mul-
tirresistentes. A sua especificidade para determinadas bactérias juntamente com a sua aparente
auséncia de toxicidade e efeitos adversos tornam os bacteriofagos uma ferramenta apelativa.
Por outro lado, o défice de investigacdo juntamente com a sua veiculagdo mais complexa po-
dem complicar o recurso a uma abordagem antimicrobiana envolvendo bacteriofagos. Por ul-

timo, € necessario mitigar o potencial risco de aquisi¢do de resisténcia aos bacteridéfagos.
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3. CONCLUSAO

A necessidade de novas alternativas terapéuticas contra infe¢des bacterianas ¢ elevada.
Com o arsenal atual de antibioticos tem-se cada vez menos opgdes terapéuticas devido ao de-
senvolvimento de resisténcias. O impacto da auséncia de novas terapias € severo com conse-
quéncias a nivel da morbilidade como também na mortalidade.

As estratégias propostas envolvem a pesquisa de novos alvos terapéuticos para desen-
volver novos farmacos, a inibicdo dos mecanismos de resisténcia expresso pelas bactérias de
modo a prolongar a vida util de antibidticos, a ado¢ao de farmacos que tenham mais que um
alvo, a pesquisa de combinagdes que se potenciem e que tornem a antibioterapia mais eficaz, a
inclusao de péptidos antimicrobianos, o recurso a farmacos organometalicos ou a bacteriofa-
gos.

As abordagens atualmente mais alcancaveis sdo a inibi¢do dos mecanismos de resistén-
cia e combinagdes inovadoras. Ambas sdo estratégias ja empregues. Ja € possivel inibir certos
mecanismos de resisténcia e potenciar o efeito do antibidtico como foi verificado com beta-
lactamicos. Combinagdes também ja sdao possiveis. Tendo em conta o nimero de antibidticos
descobertos e o0 nimero de outros compostos comprovadamente seguros, ¢ possivel determinar
combinagdes que tenham efeito sinérgico e que sejam potencialmente eficazes em antibiotera-
pia. As estratégias que indiciam ser mais complexas sdo as multi-target drugs e os bacteriofa-
gos. O grau de complexidade em encontrar multiplos alvos que possam ser modulados por uma
unica molécula é consideravelmente superior ao de encontrar um alvo e uma molécula que com
ele complexe. Todavia, ¢ importante considerar que os beneficios da abordagem sao inimeros,
nomeadamente maior eficdcia e possibilidade estatistica reduzida de aquisi¢do de resisténcia.
Por outro lado, os bacteriofagos estdo ainda pouco estudados como potenciais sucessores de
antibidticos, logo haverd um processo mais longo pela frente.

Nao sdo so necessarias novas estratégias para o desenvolvimento de novos antibidticos
com mecanismos de agdo inovadores, como ¢ essencial sensibilizar a populagdo para os perigos
do seu uso incorreto. E igualmente necessério fornecer incentivos as empresas farmacéuticas

para que estas possam investir na pesquisa e desenvolvimento de novos antibioticos.
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