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ANTIBIOTICS: THERAPEUTIC IMPORTANCE AND PERSPECTIVES FOR THE DISCOVERY AND DEVELOPMENT
OF NEW AGENTS. There is a continuous need for antibiotics, mainly with new mechanisms of action, since infectious diseases

represent the second major cause of death in the world and bacteria resistance levels are high. This review describes the contribution
of microbial natural products for the development of the major antibiotic classes, the mechanisms of action of current antibiotics,
some modern approaches involving genetic tools for the discovery and development of new antibiotics from microbial products and

antibiotics in clinical trials.
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INTRODUCAO

Antibidticos sdo compostos naturais ou sintéticos capazes de
inibir o crescimento ou causar a morte de fungos ou bactérias. Po-
dem ser classificados como bactericidas, quando causam a morte
da bactéria, ou bacteriostdticos, quando promovem a inibi¢cdo do
crescimento microbiano.!

As bactérias sdo organismos unicelulares, identificados pela
primeira vez por van Leeuwenhoek por volta dos anos 1670, apds
a invengdo do microscépio. Porém, somente no século XIX a pos-
sibilidade destes micro-organismos serem causadores de processos
infecciosos comegou a ser aventada. Esta hipdtese surgiu apds os
elegantes experimentos de Louis Pasteur, que demonstrou que al-
gumas linhagens de bactérias eram importantes para processos de
fermentagdo e, também, que as bactérias eram de ampla distribuicdo
pelo meio ambiente.> Apds a segunda metade do século XIX, cientis-
tas como Robert Koch identificaram micro-organismos responsaveis
por doengas como tuberculose, célera e febre tifoide. Nessa época,
as pesquisas eram conduzidas na busca de agentes quimicos que
apresentassem atividade antibiética. O pesquisador Paul Ehrlich,
conhecido como o pai da quimioterapia — uso de substancias quimi-
cas contra infec¢des — foi responsdvel pelos conceitos primdrios de
que uma substancia quimica poderia interferir com a prolifera¢do de
micro-organismos, em concentragdes tolerdveis pelo hospedeiro.?
Em 1910, Ehrlich desenvolveu o primeiro antibiético de origem
sintética, salvarsan (1), usado contra sifilis. Poucos progressos
foram conseguidos nos 20 anos seguintes para o desenvolvimento
de antibidticos, até a introducdo da proflavina (2), em 1934, agente
amplamente utilizado na Segunda Guerra Mundial, principalmente
contra infeccdes de feridas profundas. Entretanto, este composto era
muito téxico para ser usado em infec¢des bacterianas sistémicas, o
que evidenciava a necessidade de agentes mais eficazes.? Em 1935,
um marco na quimioterapia antibacteriana ocorreu com a descoberta
de Gerhard Domagk de que o corante vermelho prontosil (3) apre-
sentava atividade in vivo contra infec¢des causadas por espécies de
Streptococcus. O prontosil (3) € um pré-farmaco que originou uma
nova classe de antibidticos sintéticos, as sulfas ou sulfonamidas (22),
que constituem a primeira classe de agentes efetivos contra infec¢oes
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sistémicas introduzida no inicio dos anos 1940.% Entretanto, as sulfas
apresentam espectro de a¢éo limitado e s3o pouco usadas atualmente.

Apesar destes avangos, o grande marco no tratamento das in-
fecgdes bacterianas ocorreu com a descoberta da penicilina (4), por
Alexander Fleming, em 1928.3 A atividade da penicilina era superior
a das sulfas e a demonstracéo que fungos produziam substancias ca-
pazes de controlar a proliferacio bacteriana motivou uma nova frente
de pesquisas na busca de antibiéticos: a prospeccdo em culturas de
micro-organismos, especialmente fungos e actinobactérias.

A penicilina G, ou benzilpenicilina (4), foi descrita em 1929
como agente antibidtico, porém somente foi introduzida como agen-
te terapéutico nos anos 1940. Apds o processo de industrializagao
da penicilina, especialmente em consequéncia da Segunda Guerra
Mundial,* foi observado um rdpido crescimento na descoberta e
desenvolvimento de novos antibidticos.

Entre os anos 1940-1960 vdrios antibidticos foram descober-
tos através de triagens de produtos naturais microbianos, sendo a
maioria deles eficazes para o tratamento de bactérias Gram positivo:
B-lactamicos (5, cefalosporina), aminoglicosideos (9, estreptomicina),
tetraciclinas (12, clortetraciclina), macrolideos (10, eritromicina),
peptideos (15, vancomicina) e outros (11 cloranfenicol, 16 rifami-
cina B, 14 clindamicina e polimixina B). Neste periodo apenas trés
derivados sintéticos foram introduzidos no mercado: isoniazida,
trimetropim (23) e metronidazol.’

Entre os anos 1960-1980 foram introduzidos no mercado an-
tibidticos semi-sintéticos eficazes para o tratamento de patégenos
Gram positivo e Gram negativo, andlogos aos antibidticos naturais ja
existentes. A maioria deles foi obtida a partir de protétipos naturais
microbianos, como derivados B-lactdmicos (andlogos de penicilina e
cefalosporina, 4cido clavulanico, aztreonam), andlogos da tetraciclina,
derivados aminoglicosidicos (gentamicina, tobramicina, amicacina).’

Entre os anos 1980-2000 as principais ferramentas utilizadas para a
busca de novos antibidticos foram a gendmica e as triagens de colecoes
de compostos, em detrimento as triagens de produtos naturais micro-
bianos. Porém, houve uma redugiio dramatica na identificacdo de novos
protétipos antibidticos, a0 mesmo tempo em que ocorreu um aumento
na incidéncia de resisténcia bacteriana. Este perfodo ¢ marcado pela
modificagdo do mercado de antibidticos pela introducdo da classe das
fluoroquinolonas sintéticas (25, 26) na metade dos anos 1980, desenvol-
vidas a partir do dcido nalidixico (24). Alguns antibidticos baseados em
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protétipos naturais, como imipenem (derivado B-lactimico) e andlogos da
eritromicina (10, derivado macrolideo) também foram introduzidos neste
periodo. A combinacdo de dois derivados semi-sintéticos de produtos
naturais microbianos, quinupristina (18) e dalfopristina (19), foi aprovada
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Figura 1. Antibidticos de origem sintética
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Figura 2. Fdarmacos representativos das principais classes de antibidticos de origem natural
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sintética da classe das oxazolidinonas foi introduzido no mercado farma-
céutico, a linezolida (27).° Os programas de descoberta de antibidticos de
fontes naturais tém sido retomados em algumas industrias farmacéuticas,
levando a aprovacao do lipodepsipeptideo natural daptomicina (20) pelo
FDA em 2003. O derivado semi-sintético glicopeptidico dalbavancina
(21) encontra-se em fase III de triagens clinicas pelo FDA.>¢

PRINCIPAIS CLASSES DE ANTIBIOTICOS EM USO
CLINICO

Os antibidticos de origem natural e seus derivados semi-sintéticos
compreendem a maioria dos antibiéticos em uso clinico e podem ser
classificados em B-lactdmicos (penicilinas, cefalosporinas, carbape-
ninas, oxapeninas ¢ monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos,
macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos),
estreptograminas, entre outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas
etc). Os antibidticos de origem sintética sao classificados em sulfonami-
das, fluoroquinolonas e oxazolidinonas.>”® Os principais mecanismos de
acdo antibidtica destes agentes terapéuticos estdo listados na Tabela 1.

Antibiéticos B-lactamicos

Os antibidticos B-lactdmicos corresponderam a 50% do total de
vendas de antibiéticos em 2004.° Sdo agentes antibacterianos que ini-
bem irreversivelmente a enzima transpetidase, que catalisa a reagdo de
transpeptidagdo entre as cadeias de peptideoglicana da parede celular
bacteriana."'® A atividade desta enzima leva a formacdo de ligacoes
cruzadas entre as cadeias peptidicas da estrutura peptideoglicana,
que conferem a parede celular uma estrutura rigida importante para a
protecao da célula bacteriana contra as variagcdes osméticas do meio.
Constituem a primeira classe de derivados de produtos naturais utili-
zados no tratamento terapéutico de infeccdes bacterianas. Hoje, varias
décadas apds a descoberta da penicilina, este grupo ainda contém os
agentes mais comumente utilizados. Possuem amplo espectro de ati-
vidade antibacteriana, eficicia clinica e excelente perfil de seguranca,
uma vez que atuam na enzima transpeptidase, inica em bactérias.

Todos os antibiéticos B-lactimicos t¢ém um elemento estrutural
farmacoférico em comum, o anel azetidinona de quatro membros,

Tabela 1. Principais mecanismos de agdo antibiética'?
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ou anel B-lactimico. Na maioria dos antibidticos, o anel central
B-lactdmico € fundido a outro anel de cinco (tiazolidinico) ou seis (di-
hidrotiazinico) membros, formando as penicilinas ou cefalosporinas,
respectivamente.”!” Em geral, o sistema biciclico é fundamental para
a atividade destes antibidticos, por mimetizar o residuo dipeptidico
terminal D-Ala-D-Ala da cadeia de peptideoglicana, substrato da
enzima transpeptidase (Figura 3).

O sistema biciclico tensionado destes antibiéticos contribui para
o aumento da instabilidade quimica do anel B-lactdmico, altamente
suscetivel ao ataque de nucledfilos que promovem a hidrélise do
grupo farmacofdrico. No caso das penicilinas, o oxigénio da cadeia
lateral acilica participa como nucledfilo em reacdo intramolecular que
promove a abertura do anel B-lactimico em meio 4cido, inativando o
antibidtico e inviabilizando sua administracdo por via oral (Figura4A).

As modificag¢des estruturais possiveis ficam restritas as cadeias
laterais, que podem modular: a estabilidade em meio 4cido, funda-
mental para a atividade por via oral destes farmacos; a estabilidade
frente as B-lactamases, enzimas bacterianas relacionadas a resisténcia,
que hidrolisam o grupo farmacofdrico destes antibidticos e, o espectro
de acdo frente a bactérias Gram negativo.

Para aumentar a estabilidade em meio dcido foram adicionados
grupos retiradores de elétrons no carbono o ao carbono carbonilico
da cadeia lateral em penicilinas semi-sintéticas (ampicilina, amo-
xicilina, oxacilinas), que diminuem a nucleofilicidade do oxigénio
carbonilico (Tabela 2).

O principal mecanismo de resisténcia bacteriana aos antibidticos
B-lactimicos € através da produgéo de enzimas que apresentam grupos
nucleofilicos (em geral, residuos de serina) capazes de promover a
abertura do anel B-lactimico. Neste caso, a modifica¢do molecular
responsével pelo aumento de resisténcia as B-lactamases foi a intro-
ducdo de grupamentos volumosos no carbono o ao carbono carbo-
nilico da cadeia lateral em penicilinas semi-sintéticas (meticilina,
oxacilinas), que impedem o acesso dos antibidticos ao sitio ativo da
enzima B-lactamase por impedimento estérico.?

Devido a natureza mais complexa da parede celular, as bactérias
Gram negativo sdo mais resistentes a acéio de antibiéticos, que ndo
sdo capazes de cruzar efetivamente esta barreira lipidica. Para ter
acesso a célula bacteriana, os antibidticos devem cruzar a parede

Antibidticos Alvo

Mecanismo de agido

B-lactamicos (penicilinas, cefalosporinas,
carbapeninas, monobactamas)

Enzima transpeptidase

B-lactdmicos (oxapeninas, sulfoxapeninas) Enzima B-lactamase
Macrolideos, lincosamidas, estreptograminas
(dalfopristina e quinupristina), cloranfenicol,
oxazolidinonas (linezolida)
Aminoglicosideos, tetraciclinas
Glicopeptideos (vancomicina, teicoplanina)
peptideoglicano

Peptideos ndo ribossomais (bacitracina,
gramicidina C, polimixina B)

Membrana plasmatica

Lipodepsipeptideos (daptomicina) Membrana plasmatica

Rifampicina RNA polimerase dependente de DNA
Fluoroquinolonas Enzima DNA girase
Sulfonamidas Enzima di-hidropteroato sintetase

Subunidade 50S ribossdmica

Subunidade 30S ribossdémica
Dipeptideo terminal D-Ala-D-Ala do

Inibicdo da formagdo de ligac@o cruzada entre cadeias de
peptideoglicano, impedindo a formagdo correta da parede
celular bacteriana.

Inibicdo da enzima de resisténcia bacteriana, que degrada
antibidticos B-lactdmicos.

Inibicdo da sintese proteica bacteriana.

Inibicdo da sintese proteica bacteriana.

Complexagdo com as cadeias peptidicas ndo ligadas e bloqueio
da transpeptidagdo, impedindo a formagdo correta da parede
celular bacteriana.

Afetam permeabilidade da membrana bacteriana por
facilitarem o movimento descontrolado de fons através da
membrana.

Afeta permeabilidade da membrana bacteriana e bloqueia
sintese de dcido pipoteicoico, componente da membrana
externa de bactérias Gram positivo.

Inibigdo da sintese de RNA.

Bloqueio da replicac@o e reparo do DNA.

Bloqueio da formagao de cofatores do dcido félico, importantes
para sintese de dcidos nucleicos.
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a) Mecanismo catalisado pela transpeptidase para a formagéo da ligagéo cruzada entre cadeias peptidicas
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Figura 3. Mecanismo de reagdo da transpeptidase na formagdo de ligagdo cruzada entre cadeias peptidicas da parede celular bacteriana e inibi¢do por

antibidticos B-lactdmicos

Tabela 2. Estrutura e propriedades das principais categorias de pe-
nicilinas em uso clinico!

H
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celular através de canais proteicos de porina, embebidos na estrutura
lipidica, que apresentam o interior com caracteristicas hidrofilicas.
Assim, antibidticos com maior atividade frente a bactérias Gram
negativo sido aqueles que apresentam grupos ionizdveis em suas
estruturas quimicas. A Tabela 2 apresenta as principais modificacdes
estruturais encontradas em penicilinas.

O maior nimero de antibidticos B-lactdmicos em uso clinico
pertence a classe das cefalosporinas, que estdo subdivididas em cefa-
losporinas de primeira, segunda, terceira e quarta geragdes, em funcao
do espectro de agdo mais ampliado frente a bactérias Gram negativo.
O sistema biciclico das cefalosporinas € menos tensionado em com-
paracdo ao das penicilinas, o que contribui para a maior estabilidade
frente & reagdo de abertura intramolecular do anel B-lactimico pela
cadeia lateral.>!° De fato, ndo sdo observados produtos de degrada-
¢ao cefalosporinas provenientes deste tipo de reacdo. A presenga de
grupos abandonadores ligados na posigdo 3 favorece a reagdo com a
enzima transpeptidase (Figura 4B) contribuindo, portanto, para a agdo
antibidtica. Por outro lado, a presenca de ésteres em C-3 favorece a
hidrdlise por esterases plasmaticas. A hidrdlise por esterases leva a
formacao do dlcool, que € um fraco grupo abandonador e, portanto,
o produto reagird mais lentamente com a enzima transpeptidase. A
introducio de grupos abandonadores diferentes do éster, como piridi-
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Figura 4. A- Instabilidade de penicilinas em meio dcido. B- Mecanismo de
agdo das cefalosporinas
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Figura 5. Exemplos selecionados de cefalosporinas de 1“a 4“ gerag¢do

nium e carbamato, impede a hidrdlise por esterases e favorece a reagio
com a enzima transpeptidase. Porém, estes grupos abandonadores
também podem aumentar a hidrdlise em meio 4dcido, dificultando a
administragdo por via oral destes antibidticos. A presenca de metila
em C-3 favorece a absor¢do no trato gastrointestinal, mas diminui a
velocidade de reacdo com a enzima transpeptidase.

Modificagdes em C-7 contribuem para o aumento de resisténcia
frente as B-lactamases. Tanto a introdugio de um grupamento metoxili-
co com configura¢ao o.em C-7 quanto a presenca de fun¢do oximino na
posicdo o ao carbono carbonilico da cadeia lateral conferem resisténcia
as enzimas B-lactamases. A presenga de anel aminotiazolico na cadeia
lateral em C-7 de cefalosporinas de terceira geracdo aumenta a pene-
tragdo do antibidtico através da membrana externa das bactérias Gram
negativo. Estruturas zwitteriOnicas apresentam maior atividade em
bactérias Gram negativo, devido ao maior carater hidrofilico (Figura 5).

As cefalosporinas de primeira geragdo sdo consideradas firmacos
de menor atividade que as penicilinas, porém apresentam boa ativi-
dade frente a bactérias Gram positivo. Também podem ser utilizadas
para tratamento de infecgdes por S. aureus e por Streptococcus
quando as penicilinas t€ém que ser evitadas. As cefalosporinas de
segunda geragdo sao farmacos que, em geral, apresentam atividade
variada frente a bactérias Gram positivo, porém atividade superior
frente a bactérias Gram negativo. A terceira e a quarta geracdo das
cefalosporinas também sdo representadas por farmacos da classe
das oximinocefalosporinas. Essa classe de formacos representa um
considerdvel incremento na poténcia e no espectro de agdo, particu-
larmente frente a bactérias Gram negativo.>!°

Durante o periodo de maior procura por novos antibiéticos,
compreendido entre as décadas de 1970 e 1980, muitos subgrupos
de B-lactimicos foram relatados, tais como as monobactamas,’ repre-
sentadas pelas nocardicinas (naturais) e pelo aztreonam (sintético), e
as clavamas ou oxapeninas, representadas pelo dcido clavulanico (6),
farmaco inativador de -lactamases.! Os inibidores de B-lactamases
apresentam fraca agdo antibidtica, devido a auséncia de cadeia lateral
em C-6. Porém, reagem rapida e irreversivelmente com enzimas de
resisténcia bacteriana, com mecanismo andlogo ao da reagdo de peni-
cilinas e cefalosporinas com a enzima transpeptidase. S3o geralmente
usados em combinagdes com penicilinas de amplo espectro de acdo.

As monobactamas s3o antibiéticos B-lactimicos monociclicos
e foram isoladas de fontes naturais. As nocardicinas (7) apresentam
atividade moderada in vivo frente a um pequeno grupo de bactérias
Gram negativo, incluindo Pseudomonas aeruginosa.>'° O aztreonam
é um farmaco sintético da classe das monobactamas com antividade
antibidtica e administrado via intravenosa. Apresenta atividade frente
a micro-organismos Gram positivo e bactérias anaerébias.>!°

A tienamicina (8) foi o primeiro exemplo da classe das carbapeni-
nas naturais e serviu de prot6tipo para o desenvolvimento de andlogos
sintéticos como imipenem, meropenem e ertapenem. As carbapeninas
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atuam de maneira andloga as penicilinas e cefalosporinas, com elevada
poténcia e extraordindrio espectro de atividade frente a bactérias Gram
positivo e Gram negativo, além de boa resisténcia a -lactamases.?

Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sdo agentes que possuem um grupo amino
basico e uma unidade de agticar. A estreptomicina (9), principal re-
presentante da classe, foi isolada em 1944 de Streptomyces griseus,
um micro-organismo de solo. Os aminoglicosideos apresentam
atividade melhorada em pH levemente alcalino, em torno de 7,4,
onde estdo positivamente carregados, facilitando a penetracdo em
bactérias Gram negativo.>

Os antibidticos aminoglicosidicos apresentam efeito bactericida
por ligarem-se especificamente a subunidade 30S dos ribossomos
bacterianos, impedindo o movimento do ribossomo ao longo do
mRNA e, consequentemente, interrompendo a sintese de proteinas.>!!
O uso continuo de antibidticos aminoglicosideos deve ser cuidadosa-
mente controlado, devido aos efeitos ototoxicos e nefrotoxicos. Esses
agentes sdo efetivos contra bactérias Gram negativo aerébicas, como
P. aeruginosa, e apresentam efeito sinérgico com B-lactamicos.'

Devido a polaridade, os aminoglicosideos devem ser adminis-
trados por via injetdvel. Eles também so incapazes de atravessar a
barreira hemato-encefdlica eficientemente e, portanto, ndo podem ser
usados para o tratamento de meningites, a menos que sejam injetados
diretamente no sistema nervoso central.>!!

Macrolideos

Os macrolideos representaram cerca de 18% do total de vendas
de antibiéticos em 2004.° Os macrolideos naturais caracterizam-se
pela presenca de lactonas macrociclicas de origem policetidica de 14
ou 16 membros, ligadas a um agticar e um amino-agtcar.' Derivados
semi-sintéticos podem apresentar anel macrociclico de 15 membros
(azitromicina). A eritromicina (10), isolada pela primeira vez em
1952 de Streptomyces erythreus, ¢ um dos mais seguros antibidticos
em uso clinico.? Os macrolideos sdo agentes bacteriostéticos, que
atuam pela ligacdo com o RNA ribossomal 23S da subunidade 50S,
interferindo na elongacgdo da cadeia peptidica durante a translacio
e bloqueando a biossintese de proteinas bacterianas.'> Sdo usados
em infec¢des respiratdrias como pneumonia, exacerbagdo bacteriana
aguda de bronquite cronica, sinusite aguda, otites médias, tonsilites
e faringites. Streptococcus pneumoniae, Streptococcus pyogenes,
Haemophilus influenzae e Moraxella catarrhalis sdo os patogenos
predominantes envolvidos nestas doengas.’

A eritromicina age frente a maioria dos patégenos respiratorios,
¢é considerada segura e amplamente prescrita a criancas. Entretanto,
seu limitado espectro de acdo e sua limitada estabilidade em meio



672 Guimaraes et al.

acido resultam em uma fraca biodisponibilidade e uma variedade
de outros efeitos colaterais, tais como influéncia na motilidade
gastrointestinal, acdes pré-arritmicas e inibicdo do metabolismo
de farmacos. Porém, durante décadas, esforcos tém sido realizados
para se obter novos derivados da eritromicina, tanto de origem
natural quanto sintética, com perfis mais favoraveis. Antibidticos
macrolideos de segunda geragdo, como roxitromicina, claritromicina
e azitromicina, foram gradualmente substituindo a eritromicina,
superando seu espectro de atividade, melhorando a atividade e os
perfis fisico-quimico e farmacocinético, além de atenuar os efeitos
colaterais.’

Cloranfenicol

O cloranfenicol (11) foi isolado a primeira vez do micro-
organismo Streptomyces venezuela. Atualmente o cloranfenicol ¢
sintetizado e somente o isdbmero R,R € ativo.>® O cloranfenicol liga-se
a subunidade 30S do ribossomo e parece inibir o movimento dos ri-
bossomos ao longo do mRNA, provavelmente pela inibigao da peptidil
transferase, responsavel pela extensdo da cadeia peptidica. Uma vez
que o cloranfenicol se liga 8 mesma regido que os macrolideos e as
lincosamidas, eles ndo podem ser administrados em associa¢@o. Os
grupamentos nitro e ambos grupamentos dlcool estdo envolvidos nas
interacdes. O grupo dicloroacetamida também € importante, porém
pode ser substituido por outros grupos eletronegativos.>®

Tetraciclinas

As tetraciclinas sdo antibidticos policetidicos bacteriostaticos
de amplo espectro e bastante eficazes frente a diversas bactérias
aerébicas e anaerdbicas Gram positivo e Gram negativo.>!3 A
clortetraciclina (12) foi o primeiro derivado a ser descoberto. As
tetraciclinas inibem a sintese de proteinas através da liga¢do com a
subunidade 30S dos ribossomos, impedindo a ligagdo do aminoacil-
tRNA. Como resultado, a adi¢do de novos aminodcidos para o
aumento da cadeia proteica é bloqueada. A liberagdo de proteinas
também € inibida.>® A seletividade frente aos ribossomos bacteria-
nos em relacéio aos ribossomos de eucariotos deve-se a diferencas
estruturais nos ribossomos e também a concentracio seletiva do
antibitico nas células bacterianas.! Devido ao aumento de resis-
téncia bacteriana as tetraciclinas, o seu uso como primeira escolha
na terapia antibidtica tem diminuido. Entretanto, o desenvolvimento
recente de um derivado semi-sintético desta classe, a tigeciclina
(77), que inibe a bomba de efluxo, indica o interesse continuo nesta
classe de antibidticos.! Devido a presenca de formas de equilibrio
ceto-endlico, as tetraciclinas apresentam a capacidade de quelar
metais, especialmente cdlcio. Portanto, seu uso ndo € recomendado
em criancgas e mulheres gravidas, uma vez que estes antibidticos
podem se acumular em dentes e ossos em formacéo.?

Lincosamidas

As lincosamidas t€m propriedades antibacterianas similares aos
macrolideos e agem pelo mesmo mecanismo de agdo. A lincomicina
(13) e seu derivado semi-sintético clindamicina (14) foram introduzi-
dos na prética clinica como antibidticos de uso oral em 1960 e 1969,
respectivamente. A lincomicina foi isolada do micro-organismo de
solo Streptomyces lincolnensis. A clindamicina € um antibi6tico
amplamente utilizado, que possui melhor atividade e maior absorcio
por via oral. A clindamicina € o firmaco de escolha para o tratamen-
to de infec¢des periféricas causadas por Bacillus fragilis ou outras
bactérias anaerdbicas penicilina resistentes. Este fairmaco € também
topicamente utilizado para o tratamento de acne.>*'
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Glicopeptideos

Os antibidticos glicopeptidicos, vancomicina (15) e teicoplanina
tém se tornado os fadrmacos de primeira linha no tratamento de infec-
¢Oes por bactérias Gram positivo com resisténcia a diversos antibi-
6ticos.” A vancomicina (15), o primeiro antibiético glicopeptidico
introduzido na prética clinica em 1959, foi isolada de amostras de
solo de Streptomyces orientalis (reclassificado como Amycolatopsis
orientalis). A elucidagio da estrutura desse antibiético demorou vérios
anos, até ser completa e inequivocadamente proposta na década de
1980.° A vancomicina apresenta uma conformag@o rigida importante
para a atividade. Os glicopeptideos inibem a biossintese da parede ce-
lular bacteriana pela complexagdo com o residuo dipeptidico terminal
D-Ala-D-Ala das cadeias peptidicas que constituem a parede celular.
Esta complexag@o impede que o substrato esteja disponivel para a agdo
da transpeptidase inibindo, portanto, a reagéo de transpeptidagdo.!
O desenvolvimento de resisténcia bacteriana a estes antibidticos €
mais lento, apesar de algumas linhagens de Staphylococcus aureus
hospitalares ja apresentarem resisténcia desde 1966. Eles sdo restritos
para o tratamento de infec¢des causadas por bactérias Gram positivo
por serem incapazes de penetrar nas membranas de bactérias Gram
negativo.”!> A vancomicina (15) em geral € o antibiético de tltima
escolha frente a patdgenos Gram positivo resistentes, em particular
contra espécies de Enterococcus.

Lipodepsipeptideos

A daptomicina (20) € um lipodepsipeptideo isolado de Strep-
tomyces roseosporus e aprovado em 2003 para tratamento de infec-
¢des causadas por bactérias Gram positivo. Seu mecanismo de acdo
envolve desorganiza¢do de multiplas fun¢des da membrana celular
bacteriana.>>'2 E provével que todos os antibidticos lipopeptidicos
apresentem alguma penetracdo na membrana devido as cadeias
alquilicas, o que promove sua desorganizacao.'

Rifamicinas

A rifampicina (17) € um farmaco semi-sintético derivado darifa-
micina B (16), produto natural hibrido de policetideos e peptideos nido
ribossomais. A rifamicina B (16) foi isolada de Streptomyces medi-
terranei, reclassificado como Nocardia mediterranei.' A rifampicina
éum inibidor da RNA polimerase, utilizada clinicamente como parte
da combinagdo de formacos para o tratamento da tuberculose. E o
unico farmaco em uso clinico que bloqueia a transcrigio bacteriana."'?

Estreptograminas

A pritinamicina ¢ uma mistura de substincias macrolactonas
obtidas de Streptomyces pristinaespiralis, que podem ser utilizadas
oralmente no tratamento de infeccdes por bactérias Gram positivo.
Dois derivados semi-sintéticos desta classe, quinupristina e dalfo-
pristina, t8m sido utilizados por via intravenosa em combinac¢do.” A
quinupristina (18) ¢ derivada da pristinamicina I, uma peptideolactona
ciclica ndo ribossonal, enquanto a dalfopristina (19) deriva da pris-
tinamicina ITA, um hibrido policetidico/peptidico contendo um anel
macrolacténico."!® Esses agentes atuam de maneira sinergistica para
bloquear a translagdo do polipeptideo, pela ligagdo na subunidade
508 dos ribossomos bacterianos, na regido 23S do rRNA, sobrepondo
parcialmente o sitio de ligagdo dos macrolideos.!'* Aparentemente,
a ligagdo da dalfopristina (19) aumenta a afinidade da ligacdo para a
quinupristina (18), explicando o efeito sinérgico. A quinupristina (18)
inibe a elongacgdo da cadeia peptidica, enquanto a dalfopristina (19)
interfere na transferéncia da cadeia peptidica de um tRNA para outro.?
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Antibiéticos sintéticos

Sulfonamidas e trimetoprim

As sulfonamidas, também conhecidas como sulfas, foram testadas
pela primeira vez nos anos 1930 como farmacos antibacterianos. Um
exemplo de sulfa ainda utilizada na terapéutica € o sulfametoxazol
(22), em associagdo com o trimetoprim (23), para o tratamento de
pacientes com infecgdes no trato urindrio e também para pacientes
portadores do virus HIV que apresentam infec¢des por Pneumocystis
carinii. Cada um desses fdrmacos bloqueia uma etapa no metabolismo
do 4cido fdlico."? O sulfametoxazol bloqueia a enzima di-hidroptero-
ato sintetase, presente apenas nas bactérias, enquanto o trimetoprim
inibe a di-hidrofolato redutase. Ambas as enzimas atuam na via de
biossintese do N°, N'’-metileno-tetra-hidrofolato, importante cofator
que fornece uma unidade de carbono na biossintese de bases pirimi-
dinicas constituintes dos dcidos nucleicos. A atuagdo destes farmacos
€ sinérgica no bloqueio de dois diferentes passos na via bioquimica
de formagio deste cofator essencial.! As sulfonamidas sio, portanto,
agentes bacteriostaticos que atuam como antimetabdlitos do 4cido p-
aminobenzoico, substrato para a di-hidropteroato sintetase bacteriana,
impedindo a formagao do di-hidropteroato e, consequentemente, do
N°, N"°-metileno-tetra-hidrofolato.?

Quinolonas e fluoroquinolonas

As quinolonas e fluoroquinolonas sdo farmacos bactericidas muito
utilizados no tratamento de infec¢des do trato urindrio e também no
tratamento de infec¢des causadas por micro-organismos resistentes
aos agentes antibacterianos mais usuais.? Esta classe representou
19% das vendas de antibidticos em 2004.° O dcido nalidixico (24),
sintetizado em 1962, foi o protétipo desta classe de antibiGticos. E
ativo frente a bactérias Gram negativo e utilizado no tratamento de
infecgdes do trato urindrio, porém, os micro-organismos podem ad-
quirir rapida resisténcia a esse antibiético. Vdrios outros andlogos tém
sido sintetizados, com propriedades similares ao dcido nalidixico.> A
enoxacina (25), desenvolvida em 1980, é um farmaco que apresenta
elevado espectro de atividade frente a bactérias Gram positivo e Gram
negativo. E também ativo frente a Pseudomonas aeruginosa, bactéria
altamente resistente a antibiéticos. O desenvolvimento da enoxacina
(25) foi baseado na descoberta de que um dtomo de fldor na posicio
6 aumenta a atividade, bem como facilita a entrada na célula bacte-
riana. Um anel piperazinico bdsico na posi¢ao 7 levou ao aumento na
absorc¢do por via oral, distribui¢do tecidual e estabilidade metabdlica.
Foi observado também um aumento no nivel e espectro de atividade,
particularmente frente a bactérias Gram negativo como Pseudomonas
aeruginosa. Muitos desses beneficios sdo devidos ao substituinte basico
ligado a posi¢do 7 formar um zwitterion com o dcido carboxilico da
posic¢do 3.2 A introducdo de um substituinte ciclopropilico na posicao
1 incrementou o amplo espectro de agdo, enquanto a substitui¢do do
nitrogénio da posi¢do 8 por um carbono reduziu as reagdes adversas e
aumentou a atividade frente a S. aureus. Estas modificacdes originaram
a ciprofloxacina (26), o antibiético mais ativo da classe das fluoroqui-
nolonas frente a bactérias Gram negativo. Esse firmaco € amplamente
utilizado em infec¢des do trato urindrio, respiratdrio e gastrointestinal,
além de infeccdes de pele, ossos e articulagdes.”

As fluoroquinolonas agem inibindo a topoisomerase IV de
bactérias Gram positivo e apresentam seletividade 1000 vezes
maior para enzimas bacterianas em relag¢@o as enzimas correspon-
dentes em células humanas. Em bactérias Gram negativo, o alvo
das fluoroquinolonas € a topoisomerase II, também conhecida por
DNA-girase, que apresenta as mesmas fungdes da topoisomerase
IV.217 As DNA-topoisomerases mudam o nimero de ligacdes no
DNA superenrolado através de quebras transitérias no DNA, que
se torna topologicamente relaxado devido a quebra tempordria
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em uma fita (tipo I) ou em ambas as fitas a0 mesmo tempo (tipo
I1).""' Topoisomerases sdo essenciais para a viabilidade celular em
células procaridticas e eucaridticas. As quinolonas apresentam boa
seletividade para células bacterianas.

Oxazolidinonas

A linezolida (27) € um agente bacteriostitico da classe das
oxazolidinonas que apresenta um amplo espectro de agdo e
atividade frente a bactérias resistentes a outros antibidticos que
inibem a sintese de proteinas.'® A linezolida (27) liga-se a subu-
nidade 50S ribossomal, impedindo sua unido com a subunidade
30S para formagdo do ribossomo 708, essencial para o inicio da
sintese proteica. Desta forma, a translagdo nio pode ser iniciada.
Os outros antibidticos que inibem a sintese proteica atuam no
préprio processo de translagdo.>'® A linezolida (27) foi langada
em 2000 e apresenta boa atividade frente bactérias Gram positivo.
Esse farmaco pode ser administrado por via oral, porém, apresenta
um alto nivel de efeitos colaterais.>!®

RESISTENCIA BACTERIANA

A resisténcia pode ser considerada um fendmeno ecoldgico que
ocorre como resposta da bactéria frente ao amplo uso de antibidticos
e sua presenca no meio ambiente.'” As bactérias multiplicam-se rapi-
damente, sofrem mutag@o e sdo promiscuas, podendo trocar material
genético entre linhagens de mesma espécie ou de espécies diferentes.
Sao consideradas micro-organismos de alta capacidade de adaptacio
a diversos fatores, como a exposic@o a agentes quimicos potentes.>!”

Antes do século XXI a resisténcia bacteriana ocorria predomi-
nantemente em ambientes hospitalares. Atualmente, a resisténcia
bacteriana estd associada a diversos ambientes e pode atingir indivi-
duos sauddveis.'” Uma alternativa que pode ser adotada na tentativa
de contornar o problema da resisténcia bacteriana € o uso de terapias
associadas.’ Porém, o uso extensivo e muitas vezes inapropriado
dos antibidticos, mds condicdes de higiene, fluxo continuo de via-
jantes, o aumento de pacientes imunocomprometidos e a demora no
diagnéstico das infec¢des bacterianas tém favorecido o aumento da
resisténcia.” Um dos mais recentes exemplos de resisténcia a anti-
bidticos € a causada por patdgenos intracelulares, que constituem
um reservatério para infec¢des recorrentes. Isso ocorre quando os
patégenos atacam células como os macréfagos e ficam em um estagio
de dorméncia, protegidos dos efeitos dos antibidticos administrados.
Atualmente, os antibidticos ampicilina e meropenem sdo capazes de
combater mais eficiente e rapidamente bactérias intracelulares do
que as extracelulares.?

E dificil predizer qual micro-organismo vai ser influenciado por
um determinado antibidtico, pois nem sempre ocorre a resisténcia
com o patégeno que estd sendo focado no tratamento. Um exemplo
foi a observagdo de resisténcia de enterococci frente a vancomicina
utilizada, inicialmente, para o tratamento do patégeno Staphylococcus
aureus resistente a meticilina.”!

O conhecimento dos mecanismos bioquimicos e genéticos
envolvidos na resisténcia bacteriana € de grande importancia para
se entender como a bactéria pode desenvolver a resisténcia. Apesar
destes mecanismos variarem de patégeno para patdgeno, a resistén-
cia é causada por alguns fatores bdsicos: inativagdo do antibidtico
diretamente na molécula bioativa por altera¢des quimicas, geralmente
promovidas por enzimas bacterianas;** modifica¢do do alvo que leva a
perda de sensibilidade ao antibiético;* mudangas na bomba de efluxo
e permeabilidade externa da membrana que promovem a redugéo da
concentracdo do antibidtico sem sua modificagdo quimica;'® trans-
missdo do alvo — algumas bactérias se tornam insensiveis a alguns
antibidticos porque sdo capazes de transmitir a inativagdo de uma
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determinada enzima, ou seja, os antibidticos com mecanismos de
acdo que envolvem inibicdo enzimadtica tornam-se inativos por nio
terem o alvo para atuar.”

Algumas estratégias podem ser adotadas para evitar o desenvolvi-
mento de resisténcia bacteriana: prevencao de infec¢des bacterianas
com o uso de vacinas, uso racional de antibidticos, controle e preven-
¢do da disseminac@o de micro-organismos resistentes, descoberta e
desenvolvimento de novos antibidticos.?® Além disso, a caracteriza¢do
dos genes responsdveis pela resisténcia, assim como sua localizacéo
e diversidade sdo de grande importincia para o entendimento dos
fatores envolvidos na resisténcia.”

Atualmente, ha apenas cerca de trés compostos antibiéticos com
novos mecanismos de acdo em estudos pré-clinicos Fase I, sendo
que estes compostos sdo de amplo espectro para micro-organismos
Gram positivo ou para infecgdes do trato respiratério. O cendrio para
bactérias Gram negativo € ainda mais alarmante, pois ndo ha nenhum
composto com novo mecanismo de acdo em ensaios pré-clinicos.”’

Aspectos econdmicos sdo também preocupantes. As industrias
farmaceéuticas desejam receber o retorno financeiro investido ao longo
do processo de desenvolvimento apds terem um antibidtico langado
no mercado. Entretanto, o aumento do uso de agentes antibidticos
gera também o rdpido aumento da resisténcia bacteriana, o que con-
tribui para diminuir o tempo da patente. O investimento na busca de
agentes antibidticos fica mais complicado, pois a descoberta de um
antibidtico pode levar cerca de 7-10 anos e o desenvolvimento de
resisténcia pode levar 7-8 anos.’?

Os antibidticos mais recentes langados no mercado e em estudos
clinicos estdo ilustrados na Figura 7 e pode-se destacar a significativa
e continua contribui¢ao de produtos naturais microbianos nesta classe
terapéutica. A tigeciclina (77), pertecente a classe das tetraciclinas,
foi recentemente lancada no mercado pela inddstria Wyeth.!? Os
derivados glicopeptidicos dalbavancina (21), telavancina (79) e
oritavancina (82) ainda estdo sendo submetidos a estudos clinicos.
A telavancina (79) e oritavancina (82) atuam na terminagdo D-ala-
D-ala, precursores do peptideoglicano da parede celular bacteriana.
O antibidtico B-lactimico ceftobiprol (80) estd em estudos clinicos
fase II1."> Dois novos macrolideos, telitromicina (78), lan¢ada no
mercado, e cetromicina (81), em estudos clinicos Fase III, sdo
antibidticos que atuam no dominio V da regido 23S do rRNA.? O
iclaprim (83) estd em Fase III de estudos clinicos e atua na inibicio
da di-hidrofolato redutase.'

PERSPECTIVAS PARA A DESCOBERTA E
DESENVOLVIMENTO DE NOVOS ANTIBIOTICOS

Diversas razdes justificam a necessidade urgente por novos
agentes antibidticos: doengas infecciosas sdo a segunda maior causa
de mortalidade do mundo; altas taxas de resisténcia microbiana,
especialmente em ambientes hospitalares; o decréscimo constante
observado no nimero total de novos agentes antimicrobianos aprova-
dos pelo FDA;* a necessidade de agentes que atuem por mecanismos
de agdo diferentes aos farmacos em uso.?’%

Novas fontes de produtos naturais

Antibidticos naturais geralmente apresentam estruturas quimicas
complexas importantes para as interagdes especificas e reconheci-
mento por alvos macromoleculares em bactérias patogénicas.’ Neste
contexto, nos tltimos 10 anos os pesquisadores t&ém voltado aten¢do
para fontes naturais ainda pouco exploradas, pois organismos obti-
dos de novos ecossistemas estdo frequentemente associados a nova
diversidade quimica.’! Uma ampla diversidade de organismos tem
sido explorada nos mais diversos habitats, especialmente em locais
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de condigdes ambientais extremas (ambientes que possuem alteragdes
drésticas de temperatura, pH, umidade e/ou luminosidade).

O crescente interesse por micro-organismos marinhos, especial-
mente actinobactérias, tem levado a descoberta de substincias com
atividade antitumoral e antibidtica.’? Algumas destas substincias estiao
ilustradas na Figura 6. O antibidtico policiclico abissomicina C (45)
foi isolado de uma actinobactéria marinha do género Verrucosispora e
atua inibindo a sintese do 4cido p-aminobenzoico.* As marinomicinas
A-D (46-49), macrolideos incomuns formados por lactonas diméricas
do 4cido hidroxibenzoico conjugadas com cadeias policetidicas,
foram isoladas da actinobactéria marinha Marinispora e apresenta-
ram atividade antibidtica frente a Staphylococcus aureus resitente a
meticilina e Enterococcus faecium resistente a vancomicina.**

Bactérias de solo ainda continuam sendo promissoras na busca de
antibidticos. A platensimicina (52), isolada de Streptomyces platensi,
apresentou atividade antibacteriana de amplo espectro contra Gram
positivo e encontra-se em fase de estudos pré-clinicos.?

Outro grupo de micro-organismos que tem sido explorado sdo as
bactérias gliding, caracterizadas como um grupo diverso de micro-
organismos que possuem alta capacidade de adaptagdo a diferentes
condi¢des ambientais, como florestas tropicais, costa marinha, dguas
sujas, areias de desertos e nos tratos gastrointestinais de seres humanos e
animais. Essas bactérias t€ém sido consideradas importantes na ecologia
microbiana e compostos antibacterianos isolados destas bactérias apre-
sentaram diferentes mecanismos de acdo antibidtica, como inibicdo da
sintese proteica, inibi¢do de RNA polimerase e interferéncia na sintese
da parede celular.’” Micro-organismos endofiticos, organismos no pa-
togénicos que vivem no interior de vegetais, tém sido considerados outra
fonte promissora na busca de substincias bioativas. 38 Recentemente,
novas substincias antimicrobianas tém sido isoladas de fungos endo-
fiticos.”* Os peptideos munumbicinas A-D, isolados de Streptomyces
associado a Kennedia nigriscans, apresentaram atividade frente a dife-
rentes bactérias resistentes a meticilina.** Guanacastepenos A e I (50,
51) foram isolados do fungo endofitico CR115. O guanacastepeno A
(50) apresentou atividade frente a cepas resistentes de Staphylococcus
aureus e Enterococcus faecalis e o guanacastepeno I (51) apresentou
atividade antimicrobiana frente a S. aureus.*!

As plantas também podem contribuir na descoberta de novos
antibidticos, pois € possivel que produtos naturais antimicrobianos
possam ser biossintetizados para prevenir e/ou combater o ataque
de micro-organismos patogénicos as plantas. Gibbons** cita vdrios
exemplos de metabdlitos isolados de plantas frente a Staphylococcus
sp. Produtos naturais vegetais também t€m sido apontados como
inibidores de bombas de efluxo, conhecidas como “bombas de resis-
téncia a multiplos farmacos”, um novo alvo na busca de antibi6ticos.*

Fontes naturais pouco exploradas com interagdes ecoldgicas que
podem resultar na descoberta de compostos quimicamente diversos
e biologicamente ativos tém sido consideradas promissoras na busca
de novos antibidticos como, por exemplo, estudos de bactérias sim-
biontes com insetos.** Estudos quimicos das bactérias endosimbiontes
LU 2184 e LU 7314 isoladas de tecidos da pulga Ceratophyllus sp.
e do intestino da larva da libélula Ceoenagrion sp., respectivamente,
permitiram o isolamento de dois compostos antibacterianos: bacitra-
cina (LU 2184) e amicoumacina B (LU 7314).%

Peptideos antimicrobianos foram isolados do contetido estomacal
de pingiiins rei (Aptenodytes patagonicus)* e da hemolinfa de for-
migas bifalo oriundas da Austrdlia (Myrmecia gulosa).” Plectasina,
um peptideo com 40 residuos de amoninodcidos foi isolado de um
ascomiceto saprofitico, Pseudoplectania nigrella, e possui atividade
frente a bactérias Gram positivo.*® Trés tetrapeptideos constituidos
de aminodcidos incomuns foram isolados de Streptomyces sp.*” A
partir do fungo Phoma sp. foram obtidas trés substancias antibiéticas:
acidos fomalénicos A-C (53-55).%
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A contribuicio da gendmica na descoberta de antibidticos
naturais

Virias abordagens relacionando a quimica dos produtos naturais
e técnicas de biologia molecular t€m sido desenvolvidas visando a
obtencdo de moléculas naturais, que possam ser usadas como proté-
tipos para o desenvolvimento de novos antibidticos.*

Os micro-organismos cultivdveis sdo reconhecidos como uma
excelente fonte para a descoberta de novas moléculas bioativas, sendo
responséveis por cerca de 10% de todos os produtos naturais bioativos
conhecidos.” Porém, apenas cerca de 1% dos micro-organismos
existentes s@o cultivaveis através de técnicas microbioldgicas nor-
malmente usadas em laboratdrios.™

Atualmente, abordagens como a metagendmica, a biossintese
combinatdria e a exploragcdo gendmica tém possibilitado o cultivo
de um grande nimero de micro-organismos nao cultivaveis, a diver-
sificac@o de colegdes de compostos através da obtengdo de produtos
naturais ndo-naturais e o acesso a clusters de genes biossintéticos
silenciosos, respectivamente, gerando uma promissora expectativa
quanto a descoberta de novos compostos bioativos.*

Os genomas de toda a microbiota encontrada na natureza sao
denominados em conjunto de metagenoma.>! Técnicas de isolamento
do metagenoma do solo permitem que o DNA de toda comunidade
microbiana seja diretamente extraido do ambiente, eDNA (do inglés
environmental DNA). Através da expressdo heteréloga do eDNA
em hospedeiros facilmente cultivdveis, como Escherichia coli, os
respectivos produtos naturais codificados pelo metagenoma de
micro-organismos nao cultivdveis podem ser produzidos, isolados,
identificados e avaliados biologicamente.’! Como a produgao de anti-
bidticos geralmente estd relacionada a vias complexas de biossintese
inseridas em extensas regides do DNA, a clonagem dessas vias ¢
uma atividade bastante complexa.?” O emprego desse tipo de técnica
pode gerar uma boa expectativa na descoberta de novos antibidticos,
porém uma das limitagdes desse método € que o hospedeiro pode
ndo expressar o fragmento de DNA incorporado.” A descoberta das
turbomicinas A-B (56, 57)°* e da palmitoilputrescina (58)% utili-
zando técnicas metagendmicas ilustra o potencial desta abordagem
na busca de novos antibidticos. Mais recentemente, a abordagem

metagendmica foi aplicada na busca de genes especificos relaciona-
dos a enzimas envolvidas em acoplamento oxidativo na biossintese
de antibidticos glicopeptiticos, resultando no isolamento de dois
novos clusters de genes.>* Apés estudos de reconstituic@o in vitro e
expressdo heteréloga destes clusters de genes, sete novos analogos
aglicdnicos sulfatados da teicoplanina foram isolados e identificados,
com atividade antibidtica semelhante a vancomicina e teicoplanina
frente a Staphylococcus aureus.>

A biossintese combinatdria envolve a engenharia genética das vias
biossintéticas naturais para a producdo de novos compostos usando a
maquinaria biossintética existente em cada organismo, especialmente
para obtencio de antibidticos derivados policetideos e peptideos ndo
ribossomais.> Esta possibilidade foi primeiramente demonstrada por
Hopwood ef al.,>® que clonou os genes biossintéticos do antibiético
actinorodina (59) de Streptomyces coelicolor nos micro-organismos
produtores de medermicina (60) e di-hidrogranaticina (61), respec-
tivamente. O actinomiceto Streptomyces sp. AM-7161 modificado
geneticamente produziu, além de medermicina (60), grandes quanti-
dades de uma nova substancia mederorrodina (62), a qual contém um
grupo hidroxila adicional caracteristico da actinorodina. Streptomyces
violaceoruber Tii 22, modificado para produzir di-hidrogranaticina
(61), produziu uma nova substancia, di-hidrogranatirodina (63), pre-
servando as configura¢des dos precursores nos estereocentros da nova
molécula. Este trabalho representa a primeira utilizagio do conceito
de biossintese combinatorial de produtos naturais e abriu uma nova
perspectiva para a diversificacéio estrutural de produtos naturais de
interesse.”! Um exemplo mais recente de sucesso para a biossintese
combinatorial foi a manipula¢do genética das vias biossintéticas
de Streptomyces roseosporus, produtor da daptomicina (20), que
originou uma plataforma robusta com mais de 60 novos antibi6ticos
lipopetidicos, os quais seriam dificilmente obtidos por sintese qui-
mica.”” A engenharia metabdlica, caracterizada pela combinagio de
delecdes de genes e expressdes de genes externos através de vetores
de expressao replicativos, também tem sido usada com sucesso para
gerar variacdes estruturais de antibidticos aminocumarinicos.*®

Outro aspecto da gendmica que tem sido adotado para a busca
de substincias antibidticas € a identificagdo de clusters de genes
associados com a biossintese de antibidticos, denominada de “ex-
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Figura 7. Antibicticos recentes introduzidos no mercado farmacéutico e em estudos clinicos
ploracdo gendmica” (genome mining), que possibilita a identificacdo de acdo como nova estratégia para o combate a doencas infecciosas.
de genes que ndo sdo expressos em condi¢des usuais de cultivo.*® O composto friulimicina B (76) ¢ um dos poucos exemplos. Esta
Esta abordagem associa a informagdo genética primdria a fungao das substancia encontra-se em Fase I de estudos pré-clinicos, iniciada
respectivas enzimas biossintéticas, possibilitando a identificagdo de na Suica em junho de 2007. Apesar da friulimicina B apresentar
novos produtos naturais. O isolamento e identificacdo do composto similaridade quimica com a daptomicina, ela € o primeiro membro
coeloquelina a partir de Streptomyces coelicolor demonstra uma da nova classe de antibidticos lipopeptidicos bactericidas que parece
efetiva contribuic@o desta técnica para a descoberta de agentes interferir na inibicao da formacao do lipideo I, um precursor na sintese
antimicrobianos.! O potente agente antifiingico ECO-02301 (64) de peptideoglicanos da parede celular.?®
também foi identificado através da exploragcdo gendmica em Strep- Apesar dos nucleosideos simples possuirem mecanismos de agdo
tomyces aizunensis.” ja descritos, agindo especialmente como inibidores da sintese de
dcidos nucleicos, os derivados acil- e glicosil-nucleosidicos possuem
Novos mecanismos de acdo antibidtica mecanismos de a¢do mais diferenciados e complexos. Por exemplo,
a puromicina e nucleocidina podem agir como inibidores da sintese
Entre os 10 antibidticos aprovados desde 1998, somente a oxa- de 4cidos nucleicos ou proteinas ou sintese de glicanos, enquanto as
zolidinona linezolida (27) e o lipodepsipeptideo daptomicina (20) nicomicinas inibem a sintese de quitina da parede celular fingica.*
apresentaram novos mecanismos de acdo0.> Ha poucos relatos de Farmacos com novos mecanismos de acdo deverdo apresentar

compostos antimicrobianos que desempenham diferentes mecanismos vantagens no combate a micro-organismos resistentes e a emergéncia
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de novos patégenos. Butler e Buss® ilustram alguns compostos com
potencial para novas classes de antibidticos, destacando-se arilomi-
cina, manopeptimicina, muraimicina, caprazamicina e nocatiacina,
além de outros compostos em fase de estudos clinicos.*

Novas estratégias t€ém sido desenvolvidas na tentativa de otimi-
zar processos de elucidacio de mecanismos de ac¢do de candidatos
a farmacos antibidticos, como ensaios baseados em microarray e
biomarcadores . Essa técnica consiste em trés etapas fundamentais:
construcéo de uma base de dados com as respostas transcricionais de
uma bactéria frente a diferentes compostos antibidticos; padronizagiao
das concentracdes e tempo de exposi¢do dos antibidticos no ensaio
com mecanismos de a¢do ainda desconhecidos e a determinagdo
de genes transcritos envolvidos em novos mecanismos de ag¢do. A
andlise dos dados € realizada comparando-se respostas de diferentes
antibidticos com mecanismos de a¢do conhecidos com compostos de
mecanismos de acdo desconhecidos. Os resultados sdo obtidos através
das respostas antibidticas baseadas em dados microarray dos meca-
nismos de acdo de antibidticos conhecidos em fungdo das respostas
transcricionais de uma bactéria (deve ter sequenciamento genético
previamente caracterizado) por biomarcadores frente ao composto
do qual se deseja determinar o mecanismo de a¢do.%

Novos ensaios antibacterianos

Os ensaios celulares caracterizam-se pela deteccdo dos efeitos que
um composto apresenta frente ao crescimento celular. Esta triagem ba-
seada na andlise do fendtipo pode ser informativa acerca de interacdes
entre 0s compostos e o sistema celular submetido no ensaio, porém nao
& possivel obter nenhuma informagao acerca do mecanismo de acio
pelo qual as substancias atuam, ja que a resposta fenotipica observada
pode estar relacionada a uma grande variedade de alvos responsaveis
pelos efeitos bioldgicos observados.®® Além disso, uma desvantagem
desta abordagem € que a presenca de compostos citotoxicos em extratos
brutos pode mascarar o potencial de outros compostos.®”’

Atualmente, ensaios high-throughput screening (HTS) tém sido
amplamente empregados para a descoberta e desenvolvimento de
novos farmacos. Esses ensaios sdo realizados por equipamentos
automatizados, comumente conhecidos como robotizados, que per-
mitem triagens in vitro e in vivo de grandes colecdes de compostos.
Os ensaios HTS permitem uma rdpida andlise na identificagcdo de
compostos bioativos com aplicacdes quimicas e biolGgicas.®®

Alguns alvos possuem alta probabilidade de sucesso na busca
de compostos antibacterianos: transglicosilase, que tem importante
fun¢do na formagao de substratos lipoglicopeptidicos para formacao
da parede celular tem sido alvo para ensaios HTS; a sintese proteica
bacteriana tem sido explorada a nivel ribossomal utilizando técnicas
de cristalografia de raios-X a fim de se verificar em qual regido do
RNA ribossomal o antibidtico se liga; em bactérias Gram positivo a
busca de inibidores de enzimas sortases, relacionadas a formacao da
parede de peptideoglicano, podem ser alvos para agentes bactericidas
e/ou bacteriostdticos; enzimas que participam da via de biossintese do
isopreno, descritas no metabolismo de vdrias bactérias patogénicas,
tém sido consideradas alvos interessantes, pois sdo enzimas diferentes
das encontradas em seres humanos.*

Alvos envolvendo mdltiplas enzimas sdo priorizados devido a
uma maior probabilidade de se encontrar moléculas capazes de se
ligarem a uma ou mais unidades, além de serem alvos mais dificeis
de favorecerem a resisténcia.”” Alvos envolvendo a viruléncia, que
pode ser promovida por intermédio de moléculas sinalizadoras em
processos quorum sensing, também tém sido explorados a fim de se
detectar fatores responsaveis pela patogenicidade. Nas bactérias, as
células monitoram sua densidade populacional por meio de sinais
quimicos, os quais t€ém sua producdo favorecida em fungdo do
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crescimento celular bacteriano. Apds um limiar de concentragio de
densidade populacional as moléculas guorum sensing podem indu-
zir diferentes comportamentos para a comunidade bacteriana como
bioluminescéncia, produgdo de antibidticos, formagdo de biofilme,
viruléncia, esporulac@o e capacidade de adaptagéo.®”*

Recentemente, informagdes sobre estrutura molecular de alta
resolucdo de ribossomos t€m contribuido para o desenvolvimento
de novos antibiéticos que atuam a nivel ribossomal, pois permitem
observar quais caracteristicas conectivas a nivel atdmico dos ribos-
somos e seus ligantes sdo importantes.”

Em muitas bactérias, a expressao de um determinado nimero de
genes crucial para o metabolismo € regulada por estruturas do mRNA
conhecidas como riboswitches. Em algumas bactérias patogé€nicas,
essas regides regulam a expressao genética essencial para a sobrevi-
véncia ou viruléncia do micro-organismo. Portanto, pode-se predizer
que metabdlitos que interajam nas regides riboswitches podem causar
efeitos letais para as bactérias, ja que o composto mimético ndo pode
desempenhar fungdes semelhantes ao ligante natural. Pesquisas tém
sido conduzidas utilizando essas regides como alvos para compostos
antibacterianos.”

Porém, tanto os ensaios bioquimicos quanto os ensaios celulares
apresentam desvantagens por desconsiderarem a presenca do hos-
pedeiro infectado. E importante considerar que i) algumas doengas
afetam um organismo como um todo, e a maioria dos organismos
ndo pode ser reconstituida in vitro; ii) células e organismos estio
fisiologicamente correlacionados e esta interface pode ser critica para
o desenvolvimento de algumas doengas, o que nio pode ser recons-
tituido in vitro; iii) o progresso de uma doenca também ndo pode ser
construido in vitro. Com isso, varios hits promissores apresentam
falhas quando submetidos a ensaios de toxicidade e eficacia in vivo.
Isso ocorre porque tanto os patégenos quanto as substancias subme-
tidas a esses tipos de ensaios se comportam diferentemente quando
observadas in vitro e no hospedeiro. Uma alternativa € a utilizacio de
mamiferos, como ratos e cobaias, infectados com micro-organismos
patogénicos. Porém, esses ensaios tém um alto custo e aspectos éticos
envolvidos.” Organismos invertebrados com genética bem caracte-
rizada, como Drosophylla, Caenorhabditis elegans e Arabidopsis
thaliana t€m sido utilizados como hospedeiros de micro-organismos
patogénicos caracterizando novos modelos bioldgicos na busca de
agentes antimicrobianos.”

Caenorhabditis elegans e Danio rerio (zebrafish) t€ém sido
utilizados em ensaios antibacterianos, contribuindo para um ensaio
in vivo mais informativo, onde podem ser descobertos compostos
com atividade in vivo, incluindo pré-fairmacos; compostos que
atuam sobre a viruléncia do micro-organismo utilizado no ensaio
ou compostos que aumentam a resposta imune do hospedeiro.
Além disso, podem ser detectados possiveis efeitos toxicos dos
compostos, o ensaio pode ser realizado em HTS e a infeccéo pode
ser monitorada em tempo real.”

Vale mencionar que muitos protdtipos ndo sio adequados ao
futuro desenvolvimento de farmacos devido a problemas relacionados
a farmacocinética. Com estas caracteristicas, ensaios baseados em
modelos de infeccdo in vivo podem levar a identificacdo de novas
substancias ativas com maior quantidade de informacdes agregadas,
o que pode agilizar o processo de desenvolvimento de eventuais
antibidticos a partir dos protétipos descobertos.”

CONCLUSOES

As novas estratégias da pesquisa em produtos naturais micro-
bianos, envolvendo a busca de substincias em micro-organismos
pouco explorados e a utilizacido de ferramentas gendmicas para o
acesso a novos produtos naturais, aliadas aos novos ensaios bioldgi-
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cos adotados nas triagens, podem acelerar o processo de descoberta
de novos antibidticos, extremamente importantes num cendrio de
rapido desenvolvimento de resisténcia pelas bactérias aos agentes
terapéuticos disponiveis.

A ampla biodiversidade existente no mundo combinada as di-

versas técnicas citadas neste trabalho indica que novos compostos
antibidticos podem ser descobertos através da pesquisa com micro-
organismos ou outras fontes naturais.
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