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CLAVULANIC ACID AND CEPHAMICIN C: A PERSPECTIVE OF THE BIOSYNTHESIS, ISOLATION AND ACTION
MECHANISM. The present article reviews different aspects of the chemistry of two widely used -lactam antibiotics Clavulanic
Acid and Cephamycin C. The article discusses important details of the biosynthesis of these compounds, their action mechanism

and, principally, the methods employed in their isolation and purification, in accordance with the available literature. Despite the

large quantity of available articles and patents concerning B-lactam antibiotics, those which describe the isolation and purification

of Clavulanic Acid and Cephamycin C are rare. Overall, the intention of this article is to discuss the up-to-date scientific research

related to the compounds under review.
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INTRODUCAO

Antibiéticos sdo metabdlitos secunddrios produzidos por mi-
crorganismos ou por organismos especificos, que em quantidades
pequenas sdo capazes de inibir o desenvolvimento de patégenos e,
portanto, sdo usados no combate as infecgdes em seres humanos e
animais.! Dos antibiéticos produzidos por microrganismos 66% sio
de actinomicetos, 22% de fungos e 12% de outras bactérias. Dentre
os actinomicetos, 80% sdo obtidos a partir do género Streptomyces.?

A histdria das penicilinas se iniciou com Alexander Fleming em
1928, ao notar em um de seus experimentos com cultura de bactérias,
que havia ficado exposta ao ar durante semanas, uma contaminacgio
por fungos. Em seu experimento verificava-se que certa drea da
colonia de bactérias ao redor da coldnia de fungos estava morrendo.
Fleming concluiu que a colonia de fungos estava produzindo algum
agente antibacteriano que estava se espalhando ao redor da coldnia
com o objetivo de se proteger. Posteriormente, Fleming identificou
a coldnia como sendo uma espécie rara de Penicillium.?

Durante anos, Fleming dedicou-se ao trabalho de isolar e iden-
tificar o agente antibacteriano produzido pelo fungo em sua colOnia
de bactérias, entretanto a substancia mostrou-se muito instdvel e seu
proposito ndo foi alcangado, concluindo que o composto seria instavel
demais para ser utilizado clinicamente.® Mais tarde, em 1938, Florey
e Chain chegaram ao extrato bruto contendo a penicilina, que apds
3 anos foi testada clinicamente obtendo-se grande sucesso.’ Por este
trabalho, Fleming, Florey e Chain dividiram o Prémio Nobel de Me-
dicina em 1945. A penicilina G (Figura 1), produzida por fungos do
género Penicillium, foi o primeiro antibiético a se tornar disponivel
para uso clinico em 1942, lembrando que sua descoberta remonta o
final dos anos 20.

Esse composto revolucionou o tratamento de uma grande va-
riedade de infecgdes, dentre elas, a febre escarlate, a pneumonia,
a gonorréia e sérias infec¢des causadas por bactérias do género
Staphylococcus, as quais, até entdo, nao possuiam tratamento. Apds
muita investigagio, observou-se que havia muitos derivados naturais
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da penicilina que eram letais a uma grande variedade de bactérias
Gram-positivas, contudo, certas classes de bactérias Gram-positivas
eram resistentes ao efeito das penicilinas e estas apresentavam baixa
atividade contra bactérias Gram-negativas.>* Existem diversos ana-
logos da penicilina onde a diferenca reside na cadeia lateral ligada
ao anel B-lactdmico.
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Figura 1. Estrutura dos antibidticos (-lactamicos e dos inibidores de [3-
lactamase

O segundo grupo de antibidticos a ser isolado foi o das cefalospo-
rinas. A primeira cefalosporina obtida foi a cefalosporina C (Figura
1) isolada por Brotzu em 1948, a partir do fungo Cephalosporium
acremonium. Entretanto, apesar de sua forte atividade contra certas
bactérias Gram-negativas ter sido descoberta no mesmo ano de seu
isolamento, sua estrutura s foi determinada em 1961.* Assim como
para as penicilinas, existem varios andlogos da cefalosporina C onde
h4 variagdo na cadeia lateral 3-acetoximetil.

A familia dos antibidticos B-lactdmicos constitui o grupo mais
importante dentre esses farmacos, tanto em relacdo a sua utilizagio
clinica quanto do ponto de vista econdmico. Esses antibiéticos podem
ser subdivididos em 5 grupos, > como mostra a Tabela 1.
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Tabela 1. Divisdo dos grupos de antibiéticos B-lactdmicos

Estrutura quimica Antibidticos Microrganismos
basica produtores
Penam Penicilinas Penicillium
H chrysogenum
R.__N . .
\( \Efs Aspergillus nidulans
o N ;
o~ \2< Cephalosporium
CooH acremonium
Streptomyces
clavuligerus
Ceph-3-em Cefalosporinas Cephalosporium
acremonium
RN R s
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o N
o/ 7 NCHR lactamdurans
COOH
Clavam Acido clavulanico Streptomyces
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R
%
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o olivaceus
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Monolactam Monolactamicos Glunobacter sp.
Pseudomonas
R._N_R . .
T jf‘ acidophila
o N
o Msom Acetobacter sp.
RYH on Norcadicinas Norcadia uniformis
o
H COOH

A produgio industrial de antibi6ticos B-lactimicos por fermenta-
¢do nos tltimos 50 anos € um grande exemplo de utilizagdo de bio-
tecnologia; as penicilinas e cefalosporinas representam um mercado
de 15 bilhdes de USD, correspondendo a 65% do mercado global
de antibidticos, sendo que 9,9 bilhdes sdo devidos a cefalosporinas
e cefamicinas.®

Desde a introducio destes antibidticos, muitos outros derivados
B-lactdmicos com atividade antibidtica superior foram colocados
no mercado, porém a eficiéncia destes fairmacos tem sido ameagada
pelo crescente nimero de bactérias capazes de inativa-los.” Estes
microrganismos, através de suas enzimas -lactamases, catalisam a
hidrélise do anel B-lactdmico do antibidtico, originando um produto
inativo, isto €, sem acdo antibidtica.

Em 1967, no Beecham Research Laboratories iniciou-se um
programa de triagem de microrganismos, com a finalidade de isolar
inibidores de B-lactamases de ocorréncia natural, que permitiu o iso-
lamento do 4cido clavulanico (AC-Figura 1) a partir de Streptomyces
clavuligerus,® o qual foi descrito pela primeira vez em 1976 por Brown
e seu grupo de pesquisa.’

Também sdo conhecidos outros dois compostos inibidores de
B-lactamases, o sulbactamo e o tazobactamo (Figura 1), porém
de origem sintética. Estes s@o estruturalmente parecidos, diferen-
ciando-se apenas na adi¢do de um grupo triazol no grupo B-metil
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do carbono C2 no tazobactamo. Ambos os compostos podem ser
encontrados em formulacdes disponiveis comercialmente com os
nomes de Unasyn (ampicilina/sulbactamo) e Zosyn (piperacilina/
tazobactamo). Nos Estados Unidos, as formula¢des comerciais
contendo estes compostos sdo: Superazone (cefoperazona/sulbacta-
mo), Sultamicilina (ampicilina/sulbactamo) e Tazocin (piperacilina/
tazobactamo), sendo este dltimo comercializado pela Wyeth e res-
ponsavel por uma venda anual de 1 bilhdo de ddlares.'® O mecanismo
de inibicdo tanto para o sulbactamo quanto para o tazobactamo ¢
parecido com o do AC." Entretanto, segundo Payne et al.,'” 0 dcido
clavulanico apresenta atividade inibidora de enzimas B-lactamase
quase 5 vezes maior que o tazobactamo e quase 600 vezes maior
que o sulbactamo (4acido clavulanico= 0,03 uM; tazobactamo= 0,14
uM; sulbactamo= 17 uM).

Até o momento tudo o que foi descrito tem uma abrangéncia
mundial, porém o mesmo ndo se aplica ao Brasil. Isso porque, dentre
as estratégias para diminuir os precos dos medicamentos, a substitui-
¢do da importagdo pela produgio local €, sem divida, uma das mais
importantes. Mas se € verdade que a industria nacional farmacéutica
cresceu significativamente na década de 90, respondendo hoje por
aproximadamente 90% do que € consumido no pafs (dados da Asso-
ciacdo Brasileira da Industria Farmoquimica — Abiquif), o contrdrio
se deu para a industria farmoquimica, responsdvel pela fabricacdo
dos principios ativos e intermedidrios, cujo desenvolvimento foi
praticamente nulo. Atualmente, 82% dos farmoquimicos utilizados
na fabrica¢do de medicamentos s3o ainda importados, segundo os
dados da Abiquif."® Hoje, a atividade do setor farmacéutico no Bra-
sil consiste em misturar os componentes para dar a forma final de
apresentacdo aos medicamentos.

Resolver a disparidade entre as industrias farmacéutica e far-
moquimica estd no centro das discussdes sobre o crescimento do
setor de farmacos no Brasil. A necessidade de atuagdo do governo,
através de uma politica de incentivo a pesquisa e desenvolvimento
e de incentivo a industria nacional, € apontada como requisito para
solucionar o problema.'?

A integracdo entre todos os setores € vista como fundamental,
uma vez que o nimero de importacdes de principios ativos e medica-
mentos € muito maior do que a quantidade de exportagdes pelo Brasil.

ACIDO CLAVULANICO (AC)

O AC é constituido por um anel -lactimico condensado a um anel
oxazolidina, apresenta baixa atividade antibidtica, mas é um poderoso e
irreversivel inibidor de enzimas 3-lactamases produzidas por bactérias
resistentes as penicilinas e cefalosporinas. Possui uma estrutura bdsica
clavam e uma estereoquimica caracteristica 2R, SR, essencial para atuar
como uma molécula inibidora de B-lactamases."* O AC € o primeiro
exemplo de composto natural onde o anel B-lactimico ndo esté ligado a
um anel contendo enxofre, € capaz de inibir a maioria das B-lactamases
classe A, € pouco ativo contra as cefalosporinases da classe C e inativo
contra metaloenzimas Zn?* da classe B.'* Na presenga de baixas concen-
tracoes de AC, muitas bactérias produtoras de [3-lactamases tornam-se
sensiveis as penicilinas e cefalosporinas comercialmente disponiveis.’
Quando o AC € utilizado juntamente com estes antibidticos, ocorre uma
ligacdo irreversivel entre o grupo hidroxila da serina da B-lactamase
e 0 AC, produzindo um intermedidrio estdvel, inativando a enzima e
permitindo, assim, que o outro antibiético atue no combate & infec¢ao. '

A combinag@o do AC com a amoxicilina € o exemplo de maior
sucesso do uso de um antibidtico B-lactdmico sensivel a B-lactamase,
juntamente com um inibidor desta enzima.'® Esta combinagdo é a
mais comercializada e gerou 1,3 bilhdes de ddlares em vendas em
1995, porém, de acordo com Saudagar e colaboradores houve um
decréscimo nas vendas desta formulacdo de 1,6 bilhdes em 2001



2144 de Oliveira et al.

para 107 milhdes em 2004, o que representa uma perda de 93% nas
vendas em apenas 3 anos.'” Antecipando o final da patente do Aug-
mentin, a GSK langou os produtos Augmentin ES-600 e Augmentin
XR. Porém, apesar destes dois produtos ajudarem parcialmente na
diminui¢@o da perda em vendas (de 93 para 68%), a GSK continuou
registrando uma queda nas vendas.'®

A formulagdo que contém o AC e a amoxicilina € comercializado,
no Reino Unido, com o0 nome Augmentin (DSM Anti Infectives Delft
- Holanda) e no Brasil, com o nome Clavulin (Smith Kline Beecham
Laboratory — Rio de Janeiro). O processo de obtencdo industrial do
AC ¢é pouco documentado na literatura, sendo importante o conheci-
mento e o melhoramento do seu processo de producéo.®

Mesmo ap6s 20 anos de uso clinico, a combinagdo amoxicilina/
AC continua apresentando excelente atividade contra a maioria das
espécies de bactérias patogénicas Gram-positivas (Staphylococcus
aureus (MSSA), S. epidermidis, Enterococcus faecalis, Streptococcus
pyogenes, S. pneumoniae, entre outras) € também contra muitas bacté-
rias Gram-negativas (Haemophilus influenzae, H. parainfluenzae, M.
catarrhalis, Neisseria gonorrhoeae, Klebsiella pneumoniae, Proteus
mirabilis, P. vulgaris, entre outras)."

Esta combinacdo € utilizada no combate a diferentes enfermidades
com grande eficicia se comparada a outros medicamentos como,
por exemplo, no tratamento de infecgdes do trato respiratério com
resposta positiva superior se comparado a azitromicina, cefixima ou
ciprofloxacina nos casos de bronquite cronica.'®

Um estudo realizado com criancas africanas que apresentavam
infeccdes no trato urindrio mostrou que a eficdcia do antibidtico
amoxicilina/AC era de 77,8% dos casos, enquanto que para a nitro-
furantoina era de 67%."

Estudou-se também a a¢do do medicamento em osteite alveolar,?
em abscessos endodonticos,” em casos de diarréia,” entre outras
doencas, sendo excelentes os resultados para os tratamentos destas
infec¢des quando se utiliza a combinacdo amoxicilina/AC.

O aumento de bactérias S. pneumoniae resistentes aos antibidticos
tem causado grande preocupagao nos tltimos anos. Em vdrios estudos
realizados notou-se que, embora as CIMs (concentracdes inibitdrias
minimas) de amoxicilina/AC sejam essencialmente similares aquelas
apenas com amoxicilina, existe uma tendéncia para as CIMs serem me-
nores para a combinaco dos antibidticos. Estas diferencas sio pequenas,
mas testes de CIM in vitro podem ndo ser suficientemente sensiveis para
demonstrar qualquer efeito do clavulanato na atividade da amoxicilina
contra S. pneumoniae. Estudos in vitro sugerem que o clavulanato pode
interferir na atividade 3-lactimica contra S. pneumoniae através de uma
ligacdo complementar as PBPs (proteinas de ligacdo a penicilina).***

Atualmente, as companhias que produzem o AC sdo: Glaxo
SmithKline, nos EUA; Sandoz Lek D.D., em Lendava (Eslovénia) e
CIPAN, em Portugal.’®

Biossintese do dcido clavulanico

A biossintese do AC nao foi totalmente elucidada, apesar de mui-
tos intermedidrios e enzimas jd terem sido isolados. Os estudos com
isétopos, a purificag@o e caracterizagdo das enzimas que participam
do processo juntamente com os estudos genéticos t€ém contribuido
para esclarecer sua rota biossintética.

Na biossintese do AC (Figura 2), a arginina e a ornitina exer-
cem uma estimulagdo dependente da concentragdo® e ambos os
aminodcidos sdo efetivamente incorporados na molécula de dcido
clavulanico.”?” A incorporacdo destes dois aminodcidos acontece
nos carbonos C-2, C-3, C-8 e C-10. A incorporagdo da arginina na
molécula de AC nio estabelece a ornitina como precursor direto,
pois a enzima ornitinacarbamil transferase de S. clavuligerus possui
atividade arginase, que converte a arginina em ornitina.?® No entanto,
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Valentine et al.” utilizaram mutantes bloqueadores nos genes argF e
argG, os quais foram incapazes de converter a ornitina em arginina e
mesmo assim encontraram uma boa incorporagdo da arginina marcada
isotopicamente na molécula de AC e uma pobre incorporagdo de
ornitina. Isto demonstra que a arginina € o precursor direto do AC e
indica que a atividade arginase ndo produz suficiente ornitina para
incorporar no AC. Townsend ef al.?® sugeriram como precursores do
AC a arginina e o piruvato para a formagdo do AC.
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Figura 2. Biossintese do dcido clavuldnico

Os 4cidos clavaminico e proclavaminico foram os primeiros inter-
medidrios isolados de S. clavuligerus® e, mais tarde, dois compostos
guanidinicos N>-(2-carboxietil)-arginina (CEA) e o dcido desoxigua-
nidino (DGPC) foram identificados.*' Usando o dcido proclavaminico
como substrato, a clavaminato sintase (CAS) foi descrita por converter
o0 4cido proclavaminico em é4cido clavaminico.'**® A purificacdo da
enzima CAS foi realizada por Salowe e colaboradores, em 1990, e
revelou que haviam duas formas da mesma enzima, cujas diferengas
estavam nas propriedades cinéticas e na massa melecular. Embora a
enzima seja capaz de catalisar 3 passos distintos na rota biossintética,
ndo hd evidéncias que suas duas formas diferem na capacidade de
catalisar qualquer uma das 3 etapas.®> Acredita-se que uma das for-
mas da CAS faca parte da biossintese do AC, enquanto a outra esteja
associada a producdo de outros clavams. O 4cido clavaminico difere
do AC na estereoquimica do sistema de aneis e esta transformacao
requer a inversdo na estereoquimica do anel, bem como a conversao
do substituinte da cadeia lateral de um grupo amino para um grupo
hidroxila, porém esta reacdo ainda nio foi esclarecida. A presenga
de um aldeido intermedidrio com a mesma estereoquimica do AC
demonstra a presenca de NADPH, que reduz o clavaldeido através
da enzima CAD a 4cido clavulanico.*

Pouco se conhece sobre a regulacdo da produgdo de AC, exis-
tindo controvérsias a respeito dos substratos que favorecem ou nio
a produ¢@o do mesmo.

Processos de isolamento e purificacio do acido clavulanico

O processo de separagdo e purificagdo do AC a partir do meio de
fermentacdo envolve uma série de etapas, como filtragdo e centrifuga-
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¢do para a separacdo de células e técnicas de extracdo e/ou adsor¢ao
para posterior purificacdo do antibidtico. Porém, o AC apresenta
velocidades de degradagdo elevadas em temperaturas acima de 30
°C, em regides bésicas pH > 7,5 e em regides dcidas pH< 4,5.34%
Isso leva a baixos rendimentos durante os processos de purificacio,
quando comparados a outros compostos B-lactimicos.*

Muitos autores investigaram a estabilidade do AC em solucdes
tampao em diferentes valores de pH. Estes autores observaram que
a degradacgdo do AC segue uma cinética de pseudoprimeira ordem e
que esta degrada¢do € muito influenciada pela catdlise causada pelos
sais do tamp@o utilizados para manter constante o pH.*

Haginaka e colaboradores concluiram, em seu estudo de degra-
dagdo utilizando temperaturas de 35, 60 e 100 °C, que a maxima
estabilidade para o AC ocorre a 35 °C, com uma forca ionica igual
a pu=0,5 e em pH= 6,39. Além disso, concluiram que a constante de
velocidade de degradag@o aumenta com o aumento da concentraciao
do tampdo.?” Os autores também constataram que a degradagéo do
AC em meio neutro e dcido € diferente da degradacdo que ocorre
em meio bdsico. Os mesmos autores estudaram a degradagdo do
AC em solug@o aquosa levemente alcalina a vdrias temperaturas
e identificaram quatro produtos de degradacdo (Figura 3) que sdo
a 2,5-bis-(2-hidroxietil)pirazina (I), 3-metil-2,5-bis-(2-hidroxietil)
pirazina (II), 3-(2-carboxietil)-2,5-bis-(2-hidroxietil)pirazina (III)
e a 3-etil-2,5-bis-(2-hidroxietil)pirazina (IV). A temperatura de 35
°C n@o € observada a formacio do produto II, mas a 60 °C todos os
produtos foram observados e a 100 °C o produto III ndo é formado.*
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Figura 3. Produtos de degradacdo do dcido clavuldnico

O trabalho realizado por Finn e colaboradores® identificou e
caracterizou o produto majoritario resultante da hidrélise do AC em
meio 4cido como sendo uma amino cetona. Em condicdes 4dcidas,
a amino cetona pode ser estdvel, entretanto em solu¢des neutras
ou bdsicas pode-se esperar que este composto sofra uma reacdo de
condensagdo intermolecular, formando uma pirazina.

Bersanetti e colaboradores concluiram que a estabilidade do AC
a 20 °C e p= 0,5 € maior em pH = 6,0 e que a degradacdo ocorre
mais rapidamente em solugdes basicas do que em solugdes dcidas.*
Verificaram também que as constantes de degradacido do AC em
solucdes aquosas sdo menores em relagdo as solucdes obtidas do
meio de fermentagao, isto devido a presenca de outros componentes
do meio, tal como compostos que contém amonio.*

Muitas patentes**-* descrevem que o AC pode ser extraido do
caldo de fermentagdo por diferentes métodos. O primeiro passo ¢
remover as células do meio, o que € realizado através de filtracio
ou centrifugacdo. Em seguida, € feita uma extragdo com solvente
organico apds abaixar o pH da solucdo aquosa entre 2-3 através
da adicdo de 4cido, sob agitagdo. Estas patentes sugerem varios
solventes orgdnicos como acetato de etila, n-butanol, metilisobu-
tilcetona, acetato de n-butila, entre outros. Depois da separacio das
fases, o AC, presente na fase organica, € re-extraido com uma nova
fase aquosa onde podem ser utilizados tampao fosfato, solucdo de
bicarbonato de sédio, carbonato de cdlcio ou apenas dgua, mantendo
o pH préximo de 7. O extrato aquoso pode ser concentrado a pressao
reduzida e liofilizado. O sal obtido € estdvel quando armazenado
como um sélido seco a—20 °C. Para sua purificacio pode-se utilizar
resina de troca idnica do tipo Amberlite IR4B ou Zerolite FFIF, até a
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saturagdo da resina, a qual deve ser lavada com dgua e com solugdo
de NaCl para eluir o AC.

Essas patentes sugerem também que o AC ou o seu sal clavu-
lanato pode ser convertido em um éster, através de uma reagdo de
esterificacdo, podendo ser purificado em seguida por cromatografia
de permeagdo em gel Sephadex LH20, utilizando-se como eluentes
uma mistura de cicloexano e cloroférmio (1:1) e por cromatografia em
Si gel utilizando como eluente cicloexano e acetato de etila (1:1). O
éster obtido pode ser convertido em clavulanato de sédio ou potdssio,
através de uma reag@o de hidrogendlise utilizando como catalisador
10% Pd/C em solucio de NaHCO, e etanol. A recuperagio do sal €
feita por cristalizagao.

As patentes Fleming ef al.*** sugerem que a purificacdo do AC
deve ser feita pela sua conversdo em clavulanato de litio com subse-
quente precipitacdo, a qual geralmente ocorre na forma cristalina. Esta
precipitagdo € possivel devido a grande afinidade dos fons clavulanato
pelos cdtions litio, juntamente com insignificante coprecipita¢do
de impurezas. Diminuindo-se a temperatura para cerca de 0-5 °C,
diminui-se também a solubilidade do clavulanato, o qual alcancard
uma maxima precipitaciio em baixas temperaturas. A adi¢do de sol-
ventes organicos, como acetona, metanol, etanol etc, contribui para
a precipitagdo. A purificacdo do AC € complexa devido a presenga
de compostos com propriedades e comportamento similares ao AC.

As patentes Cook,* Kim ef al.*6 e Cardoso*” descreveram a
precipitacdo do AC com o sal 2-etilexanoato de potdssio ou sddio,
como uma das etapas no processo de purificagdo do AC presente no
meio de fermentag¢do. Uma etapa de extracéio com solvente organico
¢ realizada e a fase organica € submetida a uma reacdo de precipi-
tagdo, na qual ocorre a precipitacdo do AC com o 2-etilexanoato de
potassio (s6dio) com formagdo do sal clavulanato de potdssio (s6dio).
Contudo, a reagdo direta do AC com o sal 2-etilexanoato de potdssio
muitas vezes ndo € favorecida, ocasionando formacdo de 6leo e ndo
do produto desejado, na forma de cristal.

Outras patentes, como Capuder,*° Simon,”! e Callewaert>® su-
gerem uma etapa intermedidria, visando diminuir a instabilidade da
reagdo citada através da formacdo de um sal de amina do AC como
intermedidrio, o isolamento deste intermedidrio e sua conversao em
AC geram um composto com alto teor de pureza. Entretanto, Kim et
al.*® descreveram que, em geral, a maioria das aminas € inadequada
para a manufatura do sal de clavulanato, ou usadas como interme-
didrias, pois estes sais de amina sdo toxicos e higroscdpicos, e que
também necessitam de grandes quantidades de solventes para que
ocorra sua solubilizacdo para a reag¢@o posterior, dando origem ao
clavulanato de potéssio.

Butterworth™ descreveu dois métodos de purificagio do AC a
partir de caldos de fermentacdo. No primeiro, o caldo tem seu pH
reduzido e a extracdo do AC € feita com solvente orginico. A fase or-
ganica € re-extraida com solugdo de NaOH em pH 7. O extrato obtido
¢ aplicado em uma resina Amberlite XAD-4 para desmineralizar o
meio, sendo entdo obtido o clavulanato de sédio. No segundo méto-
do, o caldo € aplicado em uma resina de troca anidnica e eluido com
solucdo salina, seguindo-se as etapas de adsor¢do em resina XAD-4
e Zerolite SRA 62. Segundo o autor, o meio € desmineralizado em
resina XAD-4. O produto final apresenta alto teor de pureza e € obtido
por liofilizagdo ou por cristalizacdo na solugio aquosa.

Mayer et al.' estudaram o uso de resina Amberlite XAD para a
purificagdo do AC a partir do caldo fermentado. Foi observada uma
fraca interac@o entre o dcido clavulanico e a superficie apolar das
resinas. Estas resinas foram testadas em combinag@o com sais de
amonio quaternario com diferentes polaridades e formando pares
i6nicos com o grupo dcido da molécula de AC. Os autores concluiram
que a cromatografia com formag@o de par i0nico € uma alternativa
eficiente na purificacdo do AC e que a resina Amberlite XAD-4 com
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sais de amonio quaterndrio € mais eficiente em relacio a IRA 400.

Um sistema de duas fases aquosas, constituido de polietileno
glicol (PEG) e tampao fosfato, foi desenvolvido por Videira et al.>*
para extragdo e purificacdo do AC. Observou-se que o clavulanato
de potdssio apresenta grande afinidade pela fase rica em PEG com
elevados coeficientes de particdo. O estudo foi realizado com PEG
de diferentes massas moleculares e em diferentes valores de pH.
Foi observado que o coeficiente de parti¢do do AC € maior em pH
8, porém sua degradacdo neste pH € maior. Até o momento nao se
conhece uma maneira de re-extrair o AC do PEG.

Brites et al.» compararam dois diferentes métodos de extracdo
do AC do caldo de fermentagdo, a extrag@o por solvente organico e
por sistema de duas fases aquosas (SDFA). Na extracio por solvente
organico, vdrios solventes foram estudados, como acetato de etila,
acetato de butila, metilisobutilcetona, n-butanol e 2-butanol em
diferentes pHs (de 2 a 5). Os sistemas de duas fases aquosas eram
compostos por PEGs de massas moleculares diferentes (6000, 4000,
1000, 400 e 600), solugdes fosfato em dois valores de pH (6,0 e 7,0).
Os dois métodos foram comparados, utilizando-se o coeficiente de
particdo, os fatores de concentracdo e de purificaciio e o rendimento.

Os melhores resultados para o solvente organico foram a pH 2,
pois a constante de ionizacdo do AC € de 2,25. O melhor solvente em
termos de coeficiente de particdo foi o n-butanol (1,37), seguido do
2-butanol (0,91) e acetato de etila (0,58). Para os sistemas de duas
fases aquosas o melhor coeficiente de parti¢do ficou com o PEG 600
e PEG 6000 (15,5); em relacdo aos fatores de purificacdo e concen-
tracdo, os melhores resultados foram para o n-butanol.

Silva et al.*® fizeram um estudo envolvendo a otimizacdo da
extracdo de AC usando SDFA. Os autores utilizaram um modelo
experimental que permitiu avaliar o efeito de cada parametro no
coeficiente de distribui¢do, fator de purificacdo e rendimento,
para que fosse possivel otimizar os pardmetros de processo,
determinando assim as melhores condicdes de purifica¢do. Para
a extracdo do AC do caldo de fermentac¢do por SDFA, o melhor
rendimento ficou entre 90-100% e o fator de purificacdo entre
1,5-2,0. Os quatro parametros que alcangaram um nivel 6timo de
rendimento e fator de purificacdo foram PEG 400, pH 6,4, TLL
(tie line length) 42 e r'TTL (tie-line ratio) 1,3 correspondente a um
SDFA com rendimento de cerca de 100% e fator de purificagdo
de 1,5 para o AC. Estes resultados indicaram que o SFDA € uma
alternativa vidvel para a purificacdo do AC, podendo ser integrada
a outras operagdes de purificagdo como ultrafiltracio, troca idnica
ou mesmo reacdes de precipitagio.

Hirata et al.”” descreveram detalhadamente a reagio citada em
patentes sobre a precipitacido do dcido clavulanico proveniente do
caldo de fermentacdo utilizando o sal 2-etilexanoato de potdssio.
Examinaram a influéncia de diferentes concentragdes de AC em
diferentes concentra¢des de sal 2-etilexanoato de potassio durante
as reacOes de precipitacdo e verificaram que a concentragdo com-
binada de 15 mg/mL de AC (solvente organico AcOEt) e 0,3 M de
2-etilexanoato de potdssio favoreceu a precipitacio de clavulanato de
potdssio com elevado grau de pureza e bom rendimento. Este estudo
indicou que as concentragdes dos reagentes interferem no rendimento,
na estabilidade e na purificagdo dos cristais obtidos. Este trabalho
foi o primeiro a fornecer detalhes sobre os métodos de isolamento,
as melhores condi¢des para se efetuar a reagdo de precipitacio do
clavulanato de potdssio, bem como as andlises por RMN realizadas
para identificar o clavulanato de potdssio obtido.”

Vale ressaltar que o AC ¢ uma molécula muito instdvel com
elevadas velocidades de degradagdo, o que dificulta seu processo de
isolamento e purificagdo. Sua baixa estabilidade em solugdes aquosas
faz diminuir o rendimento durante as etapas de purificagdo, como
citam Barboza et al..’**
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Mecanismo de acfo do acido clavulanico

Muitos antibidticos tém ligagdes quimicas hidrolisdveis cuja
integridade € fundamental para exercerem atividade bioldgica.
Existem muitos exemplos de enzimas que envolvem a quebra
destas ligacdes vulnerdveis, destruindo a atividade do antibidtico.
Como as enzimas necessitam apenas de 4gua como cossubstrato,
estas podem frequentemente ser excretadas pela bactéria, inter-
ceptando os antibidticos, antes que eles entrem em contato com
a mesma. O AC ¢ um potente inibidor das Ser-B-lactamases da
classe A. Quando ele € utilizado juntamente com antibiéticos -
lactamicos, ocorre uma ligagdo irreversivel entre o grupo hidroxila
da serina da B-lactamase e o 4cido clavulanico, produzindo um
composto estdvel, inativando a enzima e permitindo assim que o
outro antibidtico atue no combate a infecgéo,!'136! como mostra
a Figura 4.
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Figura 4. Mecanismo de agdo do dcido clavuldnico

CEFAMICINA C

As cefamicinas pertencem a uma importante classe de compos-
tos com atividade antibidtica, isolada no inicio da década de 70 pela
Merck & Co Inc. e pela Eli Lilly & Co. O primeiro membro isolado
desta familia foi a cefamicina C (CefC), produzida por Nocardia
lactamdurans® e S. clavuligerus, bem como por vérios outros
actinomicetos. As cefamicinas® diferem das cefalosporinas pela
substitui¢do de um hidrogénio, na posi¢do 7a do anel biciclico,
por um grupo metoxila e a cefamicina C foi o primeiro composto
B-lactamico a ser isolado a partir de bactéria.

A atividade antibidtica das cefamicinas esta relacionada a sua ha-
bilidade de se ligar a uma proteina receptora no organismo susceptivel
e, entdo, inibir a sintese de sua parede celular. A estrutura B-lactimica
inibe especificamente a atividade das enzimas transpeptidases.®

A CefC foi identificada, primeiramente, como inibidor de sintese
de parede celular bacteriana.® Posteriormente descobriu-se que este
composto, além de possuir esta atividade inibitdria, € resistente a acao
das -lactamases e que o grupo 70, metoxila € o responsavel por esta
atividade. Este grupo atua como estabilizador da estrutura do anel
B-lactdmico, reduzindo a sensibilidade a lactamase.®
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Enquanto a CefC € ativa contra organismos Gram-negativos, nao
¢ ativa contra os Gram-positivos, assim, esta molécula precisou ser
quimicamente modificada para aumentar seu espectro de atividade
antibidtica. A troca da cadeia lateral aminoadipil na posi¢ao 7§ da
CefC por um grupo tienilacetil proporcionou o efeito desejado, o
que resultou no composto semi-sintético B-lactimico, cefoxitin. O
cefoxitin, produzido pela Merck & Co Inc., ¢ amplamente usado no
tratamento de infeccdes e na prevencio de infec¢des pds-operatorias
por bactérias resistentes 2 penicilina. E interessante o fato de que a
introdugdo de um grupo metoxila na posicdo 6 resulta na perda da
atividade bioldgica.’

Além do cefoxitin, outros antibiéticos semi-sintéticos sao obtidos
a partir da cefamicina C, como o cefometazol e o cefotetan, todos
com excelente atividade contra bactérias Gram-negativas resistentes
aos antibidticos B-lactdmicos conhecidos.®”

O cefminox, um antibidtico de terceira geragio, foi obtido por
uma modificag@o na posi¢do 73 e uma metoxilagéo da posi¢do 70,
por Iwamatsu er al.%® no Japao. O cefminox € mais ativo que outras
cefamicinas contra enterobactéria e Bacteroides fragilis, exibindo
propriedades farmacocinéticas favoraveis. Contudo, muitas dificul-
dades sdo encontradas no processo quimico da 7o-metoxila¢do.®

A descoberta da CefC representa um marco no desenvolvimento
dos antibiéticos, pois pela primeira vez, uma molécula com ativida-
de antibacteriana mostrou-se resistente a 3-lactamases de bactérias
Gram-negativas. A CefC ndo € utilizada clinicamente, porém € o
precursor de vdrios antibidticos de importincia terapéutica, chama-
dos cefamicos. S. clavuligerus, amplamente estudado por Liras,'* é
dos mais utilizados industrialmente tendo a capacidade de sintetizar
também o AC. Porém diferentemente do AC, sua biossintese ja €
conhecida, tendo vdrias etapas em comum com aquelas da biossin-
tese das cefalosporinas, incluindo a formagao do tripeptideo ACV
como intermedidrio."* A CefC € produzida por grandes empresas
farmacéuticas, como Eli Lilly & Co., Takeda Industries e Otsuka
Pharmaceuticals.””"! Para a produ¢io da CefC sdo utilizados actino-
micetos, sendo que apenas a Merck & Co. Inc. emprega Nocardia
lactamdurans,* este antibidtico € produzido por fermenta¢do para
depois ser transformado quimicamente, e ndo se encontra disponivel
comercialmente nem mesmo sob a forma de reagente.

Biossintese da cefamicina C

A Dbiossintese de antibidticos em culturas de actinomicetos em
meios ricos em nutrientes segue um modelo de duas fases, caracterizado
por uma fase de rapido crescimento onde se acumula biomassa, seguida
da fase de produg@o dos antibiéticos, na qual as enzimas utilizadas na
sintese dos mesmos sdo formadas rapidamente e permanecem ativas
por um certo periodo, até que decaem irreversivelmente. A demanda de
oxigénio dissolvido € uma varidvel critica nos tanques de fermentagao
para que se obtenha boa produgdo de antibidtico. Nas fermentagdes
onde séo produzidas a CefC e a cefalosporina C, a redugdo de oxigénio
leva ao acumulo de um dos intermedidrios, a penicilina N, o que indica
a baixa eficiéncia da conversdo deste intermedidrio no produto final,
que requer a introduc@o de oxigénio molecular.”

Na biossintese das cefamicinas (Figura 5) sdo utilizados trés ami-
nodcidos como precursores, o dcido L-ci-aminoadipico, a L-cisteina
e a L-valina (tripeptideo ACV), que se unem formando a estrutura
B-lactama. A familia das cefamicinas apresenta substitui¢des no C-3
e no C-7. Uma substituicio metoxi estd sempre presente no C-7o. de
todas as cefamicinas e esta substitui¢do confere a elas a capacidade
de resisténcia a enzima B-lactamase. O grupo metila desta substitui-
¢do vem do grupo metila da metionina.” A segunda substitui¢do no
C-7 vem do 4cido o-aminoadipico. Existe também a substituicdo
carbamoila, que deriva do fosfato de carbamoila.”
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Figura 5. Biossintese da cefamicina C

Kern et al.”” propuseram que o tripeptideo € sintetizado a partir
dos aminodcidos individuais, sofrendo posterior cicliza¢do para for-
mar a isopenicilina N, que € convertida em penicilina N para depois
formar o anel de seis membros, a desacetoxicefalosporina. Estes
autores sugeriram que a expansao do anel € a etapa limitante na sin-
tese da CefC. A substituicio metoxi no C-7 parece acontecer depois
da expansio do anel.” Nio se sabe quando ocorre a substitui¢ao no
C-3, mas sabe-se que esta ocorre primeiro e que € justamente ela que
distingue as cefamicinas naturais das sintéticas.

Processos de isolamento e purificacio da cefamicina C

Alguns processos de purificagdo da CefC foram publicados.”®
Schubert™ patenteou um processo de reciclagem eficiente que gera
a CefC pura e com alto grau de rendimento. Neste processo, o caldo
fermentativo tem seu pH ajustado a um valor entre 1,8-2,5 e em segui-
da € submetido a uma filtragdo. O filtrado obtido € aplicado em uma
coluna de resina de troca cationica e a coluna € lavada com dgua. A
fase estaciondria € entlo eluida com solucéo de NaCl 10%. O material
coletado tem seu pH ajustado para 7, o qual € entdo repassado pela
coluna. Para que diminua a degradagdo quimica em pH =7 abaixa-se
a temperatura no processo de purificacio. Este procedimento deve
ser repetido de 10-15 vezes. A eficiéncia deste processo € maior em
relagéo ao processo de adsor¢do em carvio ativo’™ e ao processo de
troca idnica sequencial.”’

Jéd a patente®® GB2052502A descreve que apds a centrifugaco ou
filtracdo do caldo, o filtrado tem seu pH ajustado para 7-8 e entdo €
submetido a uma cromatografia de troca catidnica em resina Diaion
PA 406; o material adsorvido € eluido com NaCl 0,5 M.

Segundo Miller er al.,*' apés a filtragdo do caldo faz-se uma
cromatografia de troca cationica Dowex 1x2 utilizando como eluente
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NaCl 5%. As fragdes que apresentam atividade sdo reunidas e seu pH
ajustado para 2 com HCI. Nova cromatografia € realizada em resina
Dowex 50x2 e como eluente usa-se piridina 2%. A amostra coletada
¢é concentrada e novamente cromatografada em resina Dowex 1x2,
porém desta vez eluida com tampao piridina/HCI (0,1M, pH=5). A
fragdo que apresenta atividade ¢ dessalinizada por cromatografia em
Bio gel P-2 e ajusta-se o pH para 7. O rendimento € de 66% e a CefC
apresenta 40% de pureza.

De acordo com Charcosset,* sdo relatados vdrios trabalhos uti-
lizando membranas de microfiltracao de 0,45 a 0,22 um de didmetro
de poro. Uma das vantagens da utiliza¢ao dessa técnica de separacdo
¢é a obtencdo de altos valores de recuperagdo com altos rendimentos,
devido a possibilidade da realizagdo de didlise. O processo de ultra-
filtragdo ¢ muito utilizado para a retirada de macromoléculas que
interferem nos processos subsequentes. O autor sugere também que
a ultrafiltracdo pode ser utilizada para a remogdo de emulsificacio
de caldos de antibidticos.

Ap6s a etapa de filtracdo podem ser utilizadas as técnicas de
extragdo liquido-liquido e/ou cromatogréficas, tal como a permeacao
em gel. De acordo com Barboza et al.,*® para as cefalosporinas, anti-
bidticos hidrofilicos, a extragdo liquido-liquido ndo € muito eficiente
devido sua alta solubilidade em dgua. Neste caso utiliza-se a adsor¢ao
em resinas ndo funcionais do tipo Amberlite XAD-2 para a extracdo
do antibidtico do meio de cultura.

Poucos artigos s@o encontrados sobre a CefC, e muito pouco se
sabe sobre seu isolamento e purificagdo. Algumas patentes referem-
se a seu isolamento, mas os procedimentos sdo descritos superfi-
cialmente; além disso, a CefC nio estd disponivel comercialmente,
dificultando sua andlise quanto a degradacio, solubilidade e outras
caracteristicas fisico-quimicas, as quais poderiam ser Uteis durante
seu isolamento.

Mecanismo de a¢do da cefamicina C

Sabe-se que para a bactéria sobreviver precisa se adaptar a vérias
condigdes ambientais, tais como, pH, temperatura e pressao osmatica,
para isso € necessario que se tenha uma parede celular robusta. Como
a parede celular ndo € encontrada em células animais, essa ¢ um
importante alvo para agentes antimicrobianos, como as penicilinas
e cefalosporinas.’ Entretanto, ¢ muito dificil atravessar a parede das
bactérias, devido a sua formagdo, que pode agir como uma barreira
protetora, por exemplo, a camada exterior pode ter carga positiva ou
negativa, dependendo dos triglicerideos constituintes, um excesso de
fosfatidilglicerol pode resultar em uma carga anionica e, também, um
excesso de lisilfosfatidilglicerol pode resultar em uma carga cationica.
Como tanto as penicilinas quanto as cefalosporinas e as cefamicinas
apresentam um grupo acido carboxilico livre, se esse grupo estiver
ionizado, o composto serd repelido pela membrana celular, como
mostra o Esquema 1. Os antibidticos podem conseguir penetrar na
parede celular pelos canais de proteina situados na membrana externa,
porém muitos desses encontram-se sempre fechados.?

A parede celular das bactérias € composta de peptidoglicanos, ou
seja, € feita de peptideos e unidades de acticar. A estrutura da parede
celular consiste de um esqueleto de agtcares, contendo dois tipos de
actcares, o dcido N-acetilmurdmico (NAM) e a N-acetilglucosamina
(NAG). As cadeias de peptideo sdo ligadas ao NAM e, no passo
final da biossintese da parede celular, essas cadeias de peptideos se
ligam pela substitui¢do da D-alanina de uma cadeia pela glicina de
outra cadeia. A enzima responsavel pela reacao de ligacdo cruzada €
conhecida como transpeptidase (Esquema 2).?

Esse € o passo final da reacéo cruzada que € inibido pelas penici-
linas e cefalosporinas, de forma que a estrutura da parede celular nio
fique unida. Como resultado a parede celular torna-se fraca, uma vez
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Esquema 1. Esquema da parede celular de uma bactéria. Adaptado da ref. 3

que a concentragdo salina dentro da célula € maior do que fora, com
isso a dgua penetra na célula, essa fica inchada e acaba se rompendo.?
Esse processo pode ser observado no Esquema 2.
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Esquema 2. Esquema de formagdo da ligagdo cruzada para construgdo da
parede celular de bactérias. Adaptado da ref. 3

Existe uma proposta em que a penicilina apresenta a mesma con-
formag@o da por¢do da cadeia de aminodcido D-Ala-D-Ala envolvido
na reagdo cruzada. Como este € o centro de reacdo responsavel pela
transpeptidase, essa € uma teoria bastante interessante, uma vez que
se acredita que por um erro da enzima a unidade D-Ala-D-Ala é
substituida por moléculas de penicilina. Uma vez que o antibidtico se
encontra no sitio ativo, a rea¢do enzimadtica ocorre com a penicilina.?

No mecanismo normal, a ligacdo amida entre as duas unidades
alanina € dividida. A unidade alanina terminal sai do sitio ativo,
deixando a cadeia peptidica ligada a0 mesmo. A glicina terminal da
cadeia pentaglicil entra no sitio ativo e forma uma ligagao peptidica
com o grupo alanina, removendo o outro grupo alanina do sitio.?

A enzima pode atacar o anel -lactimico da penicilina e abrir o
anel da mesma forma que € feito com a ligagdo amida. Entretanto,
como a penicilina € ciclica, essa nfo € dividida e nada deixa o sitio
ativo. Subsequentemente, a hidrélise do grupo acil ndo ocorre, prova-
velmente porque a glicina ndo € capaz de chegar até o sitio de reacao,
pois a molécula de penicilina impede seu acesso, como pode ser visto
no Esquema 3.% Entretanto, ainda existem ddvidas quanto a essa teoria
uma vez que, por exemplo, a 6-metilpenicilina € um analogo bastante
proximo a D-Ala-D-Ala (Figura 6) e por isso deveria se encaixar me-
Thor no sitio ativo e ser mais ativa, mas, pelo contrério, ¢ menos ativa.?
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Esquema 3. Mecanismo de agdo normal e mecanismo inibido pela molécula
de penicilina. Adaptado da ref. 3
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Figura 6. Estruturas da penicilina, da 6-metilpenicilina e da Acil-D-Ala-D-Ala

Existe ainda uma proposta alternativa onde, na verdade, a pe-
nicilina ndo se liga ao sitio ativo, mas se liga a um sitio vizinho e
isso impediria o acesso dos reagentes normais ao sitio ativo —isso €
conhecido como efeito guarda-chuva e pode ser visto no Esquema
4. Mesmo que um grupo nucleofilico ataque o anel B-lactamico, a
penicilina permanece ligada irreversivelmente, bloqueando o acesso
ao sitio ativo permanentemente.’

C‘»D—ALA— D-ALA ][ BLOQUEADO

ACILACAO

Esquema 4. Mecanismo de agdo alternativo da penicilina (efeito guarda-
chuva). Adaptado da ref. 3

CONCLUSOES

Os antibidticos, de maneira geral, estdo, estiveram ou, prova-
velmente, estarfio presentes na vida de todos nds. A descoberta da
penicilina, durante a 2* Guerra Mundial foi o que proporcionou a
cura para muitos soldados que, sem ela, teriam pouca chance de
sobreviver.

Existem vérios grupos de pesquisa em todo o mundo estudando
os antibidticos B-lactamicos, quer seja para compreender as etapas
ainda desconhecidas da biossintese desses compostos, quer seja
para tentar isolar novos compostos bioativos a partir de linhagens
produtoras de antibiéticos B-lactimicos ou, ainda, tentando melho-
rar a produg@o e/ou os processos de producio destes compostos.
Qualquer que seja a linha de pesquisa, todas trazem informagdes
valiosas e que, sem duvida, enriquecem o conhecimento a respeito
destes compostos.
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