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Macrolideos e Lincosamidas

1. Macrolideos

1.1. Classificagao e Estrutura
Os macrolideos compreendem um conjunto de antibidticos, bacteriostaticos, constituidos por um anel

macrociclico de lactona ao qual se ligam um ou mais agucares por ligacdo glicosidica.
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Podem ser classificados de acordo com a quantidade de dtomos que formam o anel de lactona: 14 dtomos

eritromicina e claritromicina, 15 4&tomos azitromicina e 16 4tomos espiramicina®’. Ver imagem 1 e tabela 1.

Erythromycin Clarithromycin Agzithromycin

Figura 1. Estrutura quimica dos macrolideos onde se mostra o anel de lactona e os dois aminoagtcares presentes na

eritromicina, claritromicina e azitromicina.

Tabla 1
Clasificacion en relacion con el numero de atomos del anillo macrolactonico

14 atomos 15 atomos 16 atomos
Eritromicina Azitromicina (azalido) Diacetilmidecamicina
Claritromicina Espiramicina
Roxitromicina Josamicina

Telitromicina (cetolido)

Tabela 1. Extraido de Cobos-Trigueros y cols !
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A eritromicina, o primeiro macrolideo utilizado cerca do ano 1950 na pratica clinica, procede de
Saccharopolyspora erythraea. E ativa frente as bactérias Gram positivas como Staphylococcus sp., Streptococcus
sp., Enterococos, algumas espécies Gram negativas como N. gonorrhoeae, B. pertussis e H. influenzae; tendo a
vantagem adicional de atuar em microrganismos intracelulares como Legionella e Chlamydia assim como em M.
pneumoniage?.

Os derivados semi-sintéticos de eritromicina incluem, em uma primeira instancia, azitromicina e claritromicina,
constituindo os macrolideos de segunda geracgao.

A terceira geragdo deste grupo de antibidticos esta constituida pelos cetolideos.

Os macrolideos sao utilizados, fundamentalmente, para o tratamento de infec¢des por Gram positivos, e dentre
eles, a azitromicina é a que tem melhor atividade sobre alguns Gram negativos como Haemophilus influenzae e
Neisseria gonorrhoeae. Adicionalmente tem sido proposta como uma opgao terapéutica para o tratamento das
diarreias com sangue.

1.2. Mecanismo de a¢ao

Este grupo de antibidticos tem como mecanismo de acdo inibir a alongamento da cadeia proteica. Atuam no
ribossomo bacteriano, um complexo proteico, formado por duas subunidades nomeadas de acordo com seu
coeficiente de sedimentacdo (30S e 50S).

A cadeia proteica em formag3o alonga-se em um dominio localizado na subunidade maior do ribossomo. E nesse
“centro” onde sdo adicionados os aminodacidos que emergem do ribossomo através de um setor chamado por
alguns autores “tunel de saida”.

Os macrolideos ligam-se ao ribossomo bacteriano nesse setor, fechando o tunel e bloqueando dessa forma a
traduc3o de proteinas na bactéria®**. Vide imagem 2.

Com certeza, devido ao grande tamanho da subunidade 50S do ribossomo e a variabilidade interespécie deste
complexo proteico, apesar de ser uma estrutura bastante conservada nos microrganismos; ndo todos os
macrolideos se ligam exatamente no mesmo sitio. Por exemplo a azitromicina também se localiza de maneira
estreita no tunel de saida da cadeia polipeptidica, mas afasta-se mais do sitio ativo desta subunidade que a

eritromicina®.
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Imagem 2. Representa¢dao do mecanismo de agao dos macrolideos por obstrugdo do tlnel de saida. Extraida de Kannan e

cols3.

Estudos baseados na metagen6mica mostraram que a inibi¢ao da sintese proteica é produzida em determinadas
proteinas, ndo em todas elas. Esses estudos apoiam a teoria que a eritromicina atua fundamentalmente no sitio
ativo dessa subunidade (peptidil transferase) e que inibe alguns motivos tanto de substratos doadores como
aceptores, mais que ter uma acdo direta na saida do tinel como foi postulado no inicio®.

Os macrolideos sdo compostos basicos capazes de atravessar as membranas lipidicas, conferindo a
particularidade de concentrar-se adequadamente dentro das células eucariotas e atravessar a membrana
externa dos bacilos Gram negativos.

A azitromicina é caracterizada por acumular-se melhor que os outros macrolideos nas células fagocitarias,

portanto aumenta sua concentrac¢do na localizacdo da infec¢do’.
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1.3. Mecanismos de resisténcia

Bomba de efluxo:

A expulsdo do antibiético da bactéria nos Cocos Gram positivos pode estar relacionada com os seguintes genes:
mefA, mefE em S. xylosus y.msrA e msrB em S. aureus, erpB.

As bombas de efluxo sdo transportadores transmembrana que funcionam acoplados a uma ATPase. Sado ativas
perante macrolideos de 14-15 dtomos, mas ndo perante 16 macrolideos, lincosamidas e estreptograminas b.
Por esse motivo este tipo de resisténcia é chamado fendtipo M. De cada gene que codifica para este conjunto
de proteinas expulsado pelo antibidtico fora da célula pode haver variantes (por exemplo mefA e mefE, menos
frequentemente mefl e mefO) com uma conservagdo da sequéncia entre elas préoximas a 90%. Os genes mef
estdo inseridos em um transpos3o localizado em um profago que permite a transferéncia para outras espécies.®
Esses transportadores estdao relacionados com os sistemas ABC acoplados a hidrélise de ATP com diversas
fungdes celulares que incluem ndo apenas o transporte transmembrana, fungdo mais que reconhecida, mas
também poderiam intervir em processos celulares como alongamento de proteinas na traducdo e reparacdo do
DNAS®,

Mudangas do sitio alvo de ac¢ao:

As mudancas nas sequéncias que codificam a subunidade ribossomal podem ser secunddrias a mutacGes
pontuais. Embora este mecanismo tenha sido descrito (em S. pyogenes, S. pneumoniae e H. influenzae é
infrequente), costuma ser infrequente em isolados clinicos. A maioria destas muta¢Ges acontecem nos dominios
V do rRNA e nas proteinas L4 e 122011,

Outro tipo de variabilidade no sitio alvo de ag¢do é constituido pelas mudangas post- transcricionais, em
particular a metilagdo desta subunidade, na posi¢cao A2058, sem alterar a sequéncia da proteina.

Este tipo de mudanca no ribossomo gera resisténcia a macrolideos, lincosamidas e estreptograminas tipo b,
denominada MLSb.

O gene erm com suas diferentes variantes é o responsavel dessa resisténcia, codificando uma metilase que
altera o sitio alvo de unido do antibidtico ao ribossomo bacteriano. Dado que este grupo de antibidticos
compartilha o mecanismo de agdo (a unido ao ribossomo bacteriano e a posterior inibicdo da sintese proteica),
o produto do gene erm determina resisténcia aos trés grupos de antibidticos: macrolideos, lincosamidas e

estreptograminas B2,
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Em S. aureus e S. pneumoniae, assim como em outras espécies, a metilase estd codificada pelos genes erm
(erithromycin ribosome metylation) e constitui o mecanismo mais relevante de resisténcia desses
microrganismos a este antibidtico.

Sao descritas variantes entre diferentes espécies, entre as quais estdo: ermA, ermC, ermB, ermAM, ermF, ermD,
ermG, ermE, ermA” e ermTR>13,

Tém sido encontrados genes relacionados com ermAM em Clostridium e enterobactérias, que foram
denominados ermP, ermZ e ermBC**%.

Em S. aureus os genes erm (em particular o gene ermC) encontram-se em um plasmideo pequeno, multicdpia,
embora em S. aureus também possa ser encontrado no cromossomo bacteriano.

Quando realizado o D teste com oleandomicina em vez de eritromicina, foi observado que para o gene ermC
este macrolideo nao funciona como indutor e que os baixos niveis de resisténcia associam-se com o gene ermA
em Staphylococcus?'®

Com menor frequéncia esse tipo de genes tem sido achados em plasmideos maiores, conjugativos, geralmente
associados resisténcia a penicilina (portando ermB).

Depois das primeiras descricdes, esses plasmideos tém sido achados em multiplas espécies de Streptococcus,

Staphylococcus e Enterococos'’ 18,

A resisténcia a clindamicina por este mecanismo pode ser induzivel (iMLS) ou constitutiva (cMLS). Em S. aureus
sao indutores os macrolideos de 14 e 15 atomos. In vitro costuma ser utilizada eritromicina, ja que € um bom
indutor da expressao dessa resisténcia, evidenciado no antibiograma convencional por um achatamento no halo
de inibi¢do para clindamicina quando colocados préximos os discos com esses antibidticos (efeito D).

Esta caracteristica no esta relacionada com o tipo de gene erm envolvido no comecgo.

Em Streptococcus spp a resisténcia induzivel pode ser classificada conforme o fendtipo de resisténcia aos
macrolideos de 16 dtomos em 3 fendtipos realizando um teste com trés discos, eritromicina (colocada no centro
da placa) com clindamicina e josamicina.

iMLS-A, resisténcia a josamicina, eritromicina e induzivel a clindamicina.

iMLS-B, resisténcia induzivel a josamicina e clindamicina com alto nivel de resisténcia a eritromicina.
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iMLS-C, resisténcia induzivel a josamicina e clindamicina com baixo nivel de resisténcia a eritromicina®. Vide
imagem 3.

As lincosamidas nado funcionam in vitro como indutores do gene erm. Doses sub-inibitdrias de eritromicina agem
como indutoras do mesmo.

Os genes ermC foram os responsaveis de forma predominante nos MSSA%,

Imagem 3. Fenétipos de resisténcia iMLSb tomado de Giovenetti et al.*® Triple teste de disco. Coloca-se um disco de

eritromicina no centro (30 ug), com um disco de clindamicina (10ug) a direita e um de josamicina (30uf) a esquerda. (A)
fendtipo cMLS (B) fendtipo iMLS (subtipo iMLS-A). (C) fendtipo iMLS (subtipo iMLS-B). (D) fenétipo iMLS (subtipoiMLS-C).
(E) fendtipo M.

O mecanismo da inducdo da resisténcia a clindamicina tem a ver com mudancas conformacionais do RNAm da 7

metilase. Em auséncia da eritromicina, esse RNAm encontras-se em uma conformacdo que esconde a sequéncia
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de reconhecimento do ribossomo (sequéncia de Shine-Dalgarno ou SD). A unido da eritromicina ao ribossomo,
geraria uma mudanga conformacional no RNAm da metilase, que agora liberaria a SD, o que permitiria que
fosse lida pelo ribossomo e sintetizara-se a proteina correspondente?!

A expressao de resisténcia a clindamicina em forma constitutiva é simples de obter a partir de cepas com iMLSb,
em condi¢cGes experimentais. As cepas que apresentam cMLSb sdo frequentemente aquelas selecionadas de
infecgdes com alto indculo.

Descreve-se que os isolamentos que apresentam ermC, apresentam uma taxa de mutacdo 14 vezes maior que
0s que aportam o gene ermA. Essa observagao foi realizada em cepas provenientes de isolamentos clinicos e foi
reproduzida em cepas clonadas com esses genes.

Daurel e col observaram que as mudangas genéticas deviam-se, fundamentalmente, a perda de um setor de
DNA na regido reguladora que se encontra entre as regides que codificam as 2 subunidades do ribossomo, que
precedem no genoma ao gene ermC?2,

Em cepas portadoras de genes ermC que se expressam de forma constitutiva em S. aureus, foram observados
trés tipos diferentes de mutacbes na regido reguladora ermC, que correspondem a dele¢Ges, duplicacGes,
mutacdes pontuais multiplas e supressdes?

Que um paciente com uma infeccdo por um S. aureus, portador da resisténcia MLSb induzivel, durante o
tratamento a desenvolva de forma constitutiva esta reportado ha 40 anos. Os primeiros registros carecem de
estudos que permitam afirmar que fosse uma cepa portadora de resisténcia induzivel que na evolucdo mudou
para fenétipo constitutivo?*

Os métodos de tipificacdo molecular, como a eletroforese em campo pulsante entre outras, disponivel em
muitos laboratdrios de referéncia, s3o ferramentas fundamentais para aprofundar neste tipo de achados®

O aumento dos casos CA-MRSA em alguns paises, levou a modificar as recomendagdes de antibioticoterapia
empirica, onde a clindamicina surgia como proposta para o tratamento empirico de algumas infec¢ées. Embora
isso ndo tenha sido universal, foi observado em alguns meios uma frequéncia aumentada do fendtipo iMLSb que
habitualmente era descrita proxima a 5-10%2°. Telechea e col. observaram que apesar do aumento do consumo

desse antibidtico n3o se observou um aumento concomitante nessa resisténcia?’
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E discutida a significancia clinica do achado do fendtipo iMLSb em S. aureus ja que a maioria das infec¢des por
este microrganismo requerem um curso curto de antibidtico, e em muitas dessas infeccGes as medidas locais
como drenagem, limpeza da infeccdo e uso de antibidtico tdpicos sao suficientes para o tratamento.

Parece prudente e é recomendado ndo utilizar este antibidtico em caso de apresentar S. aureus iMLSb em
infeccOes severas, em pacientes imunodeprimidos, tratamentos prolongados ou com evolucdo clinica ruim. Do
mesmo modo as recomendagdes de CLSI e EUCAST recomendam informar este fendtipo como resistente ou com
uma nota onde seja esclarecido que cepas resistentes podem emergir durante o tratamento.

Portanto, que o laboratdrio informe este fendmeno e procurar essa resisténcia realizando o teste D, deve formar
parte da rotina nesses microrganismos. O teste se realiza colocando discos de eritromicina e clindamicina a uma

distancia de 15-20 mm. A continuagao mostra-se o achatamento no halo de inibicao.

Imagem 4. Teste de D onde se mostra o efeito indutor de eritromicina.

2. Lincosamidas

2.1. Mecanismo de agao

Neste grupo estdo os antibiéticos de importancia, lincomicina e clindamicina, sendo este ultimo o mais utilizado
na pratica clinica. A lincomicina é um produto natural de algumas espécies entre as quais estdo Streptomyces
lincolnensis, S. espinosus e Actinomyces roseolus, sendo clindamicina um derivado semisintético.

Concorre com macrolideos e cloranfenicol pelo sitio ativo, a subunidade 50 s do ribossomo.
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Os ribossomos contém duas subunidades de acordo com seu coeficiente de sedimentacdo, sendo o grande (50S)
formado por 30 proteinas e 2 cadeias de RNA (23S RNA e 55 RNA). Clindamicina liga-se a cadeia 23S.

Bloqueia a sintese de proteinas, ao inibir de forma precoce o alongamento da cadeia aminoacidica interferindo
na unidade peptidil-transferasa®. E um antibiético bacteriostatico, ativo sobre microrganismos Gram positivos,
anaerdbios (incluido Bacteroides fragilis). Carece de atividade perante bactérias Gram negativas exceto
Capnocytophaga canimorsus®.

Tem sido estudado o efeito deste antibidtico para inibir alguns fatores de viruléncia ao inibir a sintese proteica,
0 que se apresenta como uma vantagem adicional no uso de algumas infec¢des3%3L.

2.2. Mecanismos de Resisténcia

Os genes erm e a modificacdo do sitio alvo de agdo, foram abordados previamente. Este mecanismo, tanto em
seu fendtipo induzivel quanto constitutivo, resulta o mais relevante por frequéncia encontrado em isolados

clinicos.

Inativacdo enzimatica:

Algumas enzimas modificadoras de lincomicinas (mais concretamente nucleotidiltransferases) foram
identificadas:

Staphylococcus haemolyticus: linA

Staphylococcus aureus: linA'

Enterococcus faecium: linB

Suspeita-se deste pouco frequente mecanismo de resisténcia a este grupo de antibidticos quando se observa
um fendtipo de resisténcia a clindamicina isolada, sem compartilhar a resisténcia com o grupo MLS.

Tém sido descritas em Bacilos Gram negativos, dentro de integrones de classe 1, sequencias que poderiam
corresponder com proteinas hipotéticas com uma homologia de aproximadamente 35% da
nucleotidiltransferases codificada por linB em Enterococcus faecium*

Existem algumas sequencias Lnu (atualmente conhecidas como /in) depositada nas bases de dados. Esses genes
encontram-se em plasmideos, o primeiro extraido de uma cepa de S. aureus bovina, sequenciada de forma

completa. Tratava-se de um plasmideo pequeno, como os observados geralmente nas bactérias Gram positivas.
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A replicacdo deste plasmideo estd composta por uma proteina iniciadora da replicagao, seu sitio dentro do DNA
de origem de replicacdo™®.

Este mecanismo de resisténcia a lincomicina pela inativacdo tem sido detectado em numerosas cepas
provenientes de amostras clinicas tanto de Staphylococcus aureus quanto de estafilococos coagulase negativos.
Para a inativacdo enzimatica do antimicrobiano clindamicina se requer (ATP, GTP, CTP ou UTP) como doador
nucleotidyl r Mg2 + como cofator.

O mecanismo bioquimico da inativagdo da lincosamida foi elucidado por um grupo de pesquisadores franceses
que determinaram a estrutura da lincomicina e clindamicina inativada mediante técnicas fisico-quimicas,
possibilitando a formacgdo de clindamicina 4- (5'-ciclasa). Esta enzima foi sequenciada e ingressada na base de
dados, conta com uma longitude de 161 aminodacidos e geralmente difere dos encontrados em coagulases
negativos em 14 aminoacidos Unicamente3,

Também foi descrita uma bomba de efluxo em S. lincolnensis, codificada pelo gen ImrA.

Esta proteina apresentou como Unico substrato lincomicina, até o momento este mecanismo de resisténcia ndo

foi descrito em outras lincosamidas como clindamicina e macrolideos®.
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