Antimicroblanos — mecanismo de
acao

Prof. Marcio Dias



Caracteristicas gerais

- Sao substancias com peso molecular entre 150 a 5000 Kda;

-Quase todos os grupos organicos funcionais sao representados

- Eles ndao sao homogéneos como proteinas e hormonios esterdides

-Todos sao sdlidos organicos

Peptideos/policetideos/aminoacticares



Definicoes Importantes:

Antibidtico: antimicrobiano de origem microbiana ;

Antimicrobiano: qualquer substancia com atividade suficientemente antimicrobiana
gue pode ser usado no tratamento de infeccdes

Bactericida : um antimicrobiano que é letal para bactérias ;
Bacteriostatico: um antimicrobiano que inibe o crescimento mas nao mata bactérias;
Bacteriolitico: um antimicrobiano que causa a lise de bactérias

Quimioterapia: um termo geral que engloba antibidticos, antimicrobianos e farmacos
para o tratamento de cancer ;

MIC (CIM): concentracdao minima (ng/mL) capaz de inibir o crescimento de
microorganismos;



Antibioticos sao moléculas que impede o
crescimento de microorganismos (bactérias ou
fungos )

Introduction to Antibiotics

Log Number of Viable Bacteria

Drug Control

Addition

+ Bacteriostatic Agent

Figure 1.1 Effects of bacteriostatic versus bactericidal
antibiotics on a logarithmically growing bacterial cul-
ture. (From Scholar and Pratt [2000], with permis-
siom. )



Fontes de agentes antimicrobianos

- Microorganismos
- Bactérias/fungos
Actinomycetes — Streptomyces
Burkholderia

Bacillus
Aspergillum

-Plantas
Artemisia

- Moléculas sintéticas
Sulfas/fluoroquinolonas/oxazolidinonas

- Manipulacgao sintética de antibioticos ja descobertos (beta-lactamicos)
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Gerhard Domagk

Descobriu um corante vermelho, Prontosil que
era efetivo no tratamento de infeccdes
estreptococicas em animais

Nao era efetivas em testes em tubo

Enzimas em mamiferos quebravam o prontosil
em sulfanilamida — que era ativo

OO0
Sulfas

S
-~
H N \@\ NH,
NéN\( j
NH

Prontosil



Alexander Fleming

Trabalhou com culturas de Staphylococcus
Contaminacao com bolor

Colonias proximo ao bolor tinham forma
estranhas

Bolor secreta substancias que matavam as
bactérias
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Figure 20.1



Original Experiment (Fleming, 1928) Modern Experiment (Streak Culture)

Penicillium colony Penicillium colony

-

[ Zone of inhibition

—

| Staphylococci
undergoing lysis

N

o £ 7 4
. Staphylococcus aureus
L colonies (streak culture)

o4

{ Normal colony of )
_ Staphylococcus
5 - d

Experiment: Eight mice were infected with a pathogenic bacteria (hemolytic Streptococcus)

Control: No further treatment Experimental: Penicillin injections

Howard Florey, 1940 % w\ m/ m/
Result: All four mice died Result: All four mice survived

Conclusion: Penicillin has antibiotic properties (kills bacteria but not host cells)



Espectro de atividade

* Antibioticos podem variar com respeito a faixa de
microrganismos que eles matam ou inibem:

* Alguns matam somente uma faixa limitada:
espectro estreito de atividade

* Qutros matam uma larga faixa de microrganismos:
amplo espectro de atividade

Por que essa diferenca????



Faixa de atividade de diferentes antimicrobianos

Penicillins

Sulfonamides, Cephalosporins,
Quinolones, Carbapenems

Streptomycin
Tetracyclines
Isoniazid
Polymyxin

Vancomycin

Mycobacteria ~ Gram-negative ~ Gram-positive ~ Chlamydiae
bacteria bacteria

)
—
 ——

| e

Rickettsiae



Principais mecanismos de acao de agentes
antibacterianos

1. Inibicao da sintese da parede celular
2. Inibicao da sintese proteica

3. Inibicao da sintese de acidos nucleicos
4. Destruicao da membrana plasmatica

5. Inibicao da sintese de metabdlitos essenciais



DNA

Replication

Alvos dos antimicrobianos

Inhibition of cell wall synthesis: Inhibition of protein synthesis:
penicillins, cephalosporins, chloramphenicol, erythromycin,
bacitracin, vancomycin tetracyclines, streptomycin

R

Transcription Translation
A > >

mRNA Protein

Inhibition of
nucleic acid
replication and
transcription:

Enzymatic
activity,
synthesis of
essential

quinolones,

rifampin metabolites _
Injury to plasma membrane: Inhibition of synthesis
polymyxin B of essential metabolites:

sulfanilamide, trimethoprim

Copyright © 2007 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



Classificacao de alguns antibioticos com relacao a
estrutura quimica
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1. Antibioticos que inibem a sintese
da parede bacteriana

N-Acetylglucosamine
(GIcNAC)

N-Acetylmuramic
acid (Mur2Ac)

Site of

cleavage by \‘ :

Reducing
end

Pentaglycine
cross-link



Antimicrobianos inibidores da biossintese da parede celular

Cell wall biosynthetic stages Antibiotics Target
Stage I: the cytoplasmic stage D-Cycloserine D-Ala-D-Ala ligase, alanine racemase
Fosfomycin MurA

Stage Il: the membrane-associated stage Uridyl peptides (tunicamycin) MraY

Ramoplanin MurG, lipid Il

Stage lll: the extracytoplasmic stage B-Lactams PBPs
Glycopeptides Lipid Il (D-Ala-D-Ala terminal)
Moenomycin Transglycosylase
Mannopeptimycins Lipid Il
Lantibiotics (nisin) Lipid Il
Defensin (plectasin) Lipid Il

Bacitracin Undecaisoprenyl pyrophosphate



Antibidticos B-Lactamicos
Historia
Sua descoberta ocorreu em 1928 por Alexander Fleming
Um dos antibidticos mais utilizados
Efeito nao experado: um aumento crescente do numero de isolados
clinicos de Staphylococcus aureus resistentes a penicilina em hospitais

de Londres e que se espalhou progressivamente no mundo. Assim
ocorreu a descoberta da 3-lactamase!!!

Como resolver esse problema:
- desenvolvimento de agentes mais estaveis a hidrolise
- desenvolvimento de inibidores de 3-lactamase
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Penicillin subtype

Antibacterial activity
resistance to p-lactamase

stability for stomach acids
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A Thiazolidine ring

B pB-lactum ring
1 penicillnase

2 amidase
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Penicilina natural - Penicilina G
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Utilizada para tratamento de infeccdes estreptococas,
estafilococas e espiroquetas
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Penicilina semi-sintética
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Aumento da carga positiva — pode ser transportado por porinas



Aminopenicilinas — amplo espectro
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Inibidores de Beta-lactamases
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Classificacao dos antibidticos beta-lactamicos

Geralmente os compostos que eram descobertos e desenvolvidos
eram descritos pelos seus nomes triviais:

-Penicilina
-cefalosporinas
-acido clavulanico

Hoje esses compostos sao classificados de acordo com suas estruturas
quimicas :
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Penam — tem um anel B-lactamico fusionado com um
anel tiazolidina (ampicilina)

Penem — semelhante ao penamos, mas apresenta uma
dupla ligacao entre o C2 e C3 (anel insaturado) (todos
sintéticos) (Faropenem)

Carbapenamos e carbapenemos. O enxofre do
penemo é substituido por um atomo de carbono (todos
sintéticos) (Meropenem)

Cefem, oxacefem e and carbacefem . Anel -lactamico fusionado
com um anel de 6 atomos insaturados. Exemplo de Cefem:
cefalosporinas — cefacetril
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Efetivo contra Pseudomonas aeruginosa e outras bactérias gram-negativas



Beta-Lactamicos — mecanismo de acao

Cell Wall Biosynthesis teichoic acid

\/NAG\/NAMYNAG\/NANM\ [NAG

Peptidoglycan
layer -
(2 of n)

NAG/ANAMANAGANA

@0o-Ala

"""""""" AMYNAG\/NA RGN S

transpeptidase
subunit
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Lipid Il Plasma Membrane
P GT lycosyltransferase

subunit

Cytoplasm

https://microbenotes.com/cell-wall-synthesis-inhibitors/



Beta-Lactamicos — mecanismo de acao

B-lactam mechanism
of action

. Terminal D-Ala

— AM\/NAG\/NAM\ /NAG

ABX-free PBP
e s
Synthesis = )

®
e ’ ’

NAG AMANAG ANAM/ANAG ANA

transglycosylase
subunit

Pén ‘Ceph’ ‘Monb Carba Block of transpeptidase activity interrupts
D-Ala-D-Ala structural mimics: @ @ . “ CfOSS-llnklng & C€” Wa” SyntheSiS

B-lactams — bind

to transpeptidase
active site

enzyme
inhibited

https://microbenotes.com/cell-wall-synthesis-inhibitors/



Mecanismo de agao dos B-lactamicos — inibicao das transpeptidases

Mechanism of Action of Penicillin
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Acyl-D-Ala-D-Ala Transpeptidase Transpeptidase
*Inhibit formation of peptidoglycan cross links in the bacterial cell wall. +Peptidoglycan unable to link with each other,
+B-lactam moiety mimics D-Ala-D-Ala moiety, binds to transpeptidase peptidoglycan cross link is inhibited, cell wall
that links peptidoglycan molecule in bacteria. weakens, cell cytolyses when bacteria divides.

-Inibicao da sintese do peptideoglicano

B-lactamicos inibem a atividade da D-alanil-D-alanina transpeptidase por acilagao,
formando um éster estavel com o anel lactamico aberto ligado ao grupo hidroxil do
sitio ativo da enzima (chamada de Proteina ligadora de penicilina — PBP)



Antibiotics

Penicillin kills by interfering

with the production of cell wall -

as these E. coli grow In size, the

weakened cell wall ruptures




HO OH OH

Oritavancin

Vancomycin

Glicopeptideos
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doi: 10.3390/antibiotics3040572



https://www.mdpi.com/2079-6382/3/4/572

Antibioticos glicopeptidicos
- A vancomicina foi o primeiro dessa classe a ser descoberto (Eli Lilly and Cia.).
- Ele foi identificado em bactérias de solo da Indonésia (Amycolatopsis orientalis) em 1950.

- Ativos contra bactérias Gram-positivas.

HO

NH,
0
m &H -Heptapeptideo

-Presenca de trés tirosinas modificadas
-Decoragdes com glicosideos e halogéneos

Vancomycin (1)



Mecanismo de acao

Os glicopeptideos ligam especificamente ao precursor da parede celular , o UDP-N-
Acetilmuramilpentapeptideo

Eles formam complexos covalentes com peptideos naturais e sintéticos que
terminam em Acil-D-alanil-D-alanina

Transglycosylase ¢
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Nature Reviews | Microbiology
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B-lactam & glycopeptide

ABX mechanisms —

ABX-free
Cell Wall
Synthesis ™

In presence of
Cell Wall —
Inhibitor

D-Ala
D-Ala

subunit

Pen Ceph Mono Carba

11 9 7

B-lactams — bind

to transpeptidase
active site

inhibited

PBP

transpeptidose
subunit

transglycosylase

Vanc o

Glycopeptide — large MW,

binds to D-Ala-D-Ala &
blocks transpeptidase




2.Antibidticos que inibem a sintese proteica



Ribossomo bacteriano

Initiation  50S subunit Nascent peptide chain

Copyright © 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology



Tetraciclinas

Caracteristicas quimicas :

Como o proprio nome diz, tetraciclinas
possuem 4 anéis que mimetizam o
tetraciclo naftaceno minimo.

e J |

H,C_  CH

OH
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I _
OH 0 0 O O

CH O OH O Q Q

Metal

"“IZ

Figure 15.2. Tetracycline pharmacophore and
numbering. Figure 15.3. Binding of metals by tetracycline
antibiotics.
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Usado para tratamento de
infec¢Oes por bactérias aerdbicas

Copyright © 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology

As tetraciclinas previnem a ocupancia do sitio A pelo aminoacil-tRNA
Além disso, causa a baixa de GTP devido a disparar a hidrélise de GTP por que permite a
apresentacao do aminoacil-tRNA pelo EF-Tu.




Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sao agentes de amplo espectro para o
tratamento de infec¢Oes causadas por bactérias Gram- negativas

Gram-positivas

Estreptomicina foi o primeiro aminoglicosideo isolado e foi o
primeiro antibidtico com potente atividade contra M. tuberculosi

Sdo altamente soluveis, mas sao pobremente absorvidos

oralmente

Table 1. List of aminoglycosides, there origin and discovery

MName

Year discovered

Streplomycin
Meomycin
Kanamy¢in
Paromomycin
Gentamicin
Tobramycin
Amikacin
Metilmicin
Spectinomycin
Sisomicin
Dibekacin

Isepamicin

Streplomyces griseus
Streplomyeces fradiae
Streptomyces kanamyceticus
Streptomyces fradiae
Micromonospora purpurca
Streptomyces tencbrarius
Streptomyces kanamyceticus
Micromonospora inyoensis
Streplomyces spectabilis
Micromonospora inyognsis
streplomyces kKanamycelicus
Micromonospora purpurea

1944
1949
1957
1959
1963
1968
1972
1975
1962
1970
1971
1978

HO




Aminoglicosideos

Mature protein

' Q , Blocks initiation
o (9 3 of protein synthesis
Q O Blocks further
5 & 3' translation and elicits
premature termination

Incorporation of
incorrect amino acid

Direction of
———
mRNA translation

aminoglycoside = @

Os aminoglicosideos causam erro de leitura do
cadigo genético levando a formacao de proteinas
erradas

Eles interagem com o rRNA 16S

Ocorre uma mudanca conformacional no rRNA ou o
bloqueio da translocacao do tRNA do sitio A para o
Sitio P depois da transferéncia do peptidil mantendo
o ribossomo em uma conformacao inativa

Copyright © 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology



Macrolideos

Macrolideos = largas lactonas macrociclicas j

Os macrolideos geralmente sao lipofilicos

Os anéis lactonicos sao chamados de R
agliconas e este é funcionalizado por
carboidratos

Os macrolideos de importancia clinica tém
agliconas de 12-16 atomos com um ou mais

acucares ou aminoacucares ligados

Ex: Eritromicina/azitromicina



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Propiolactone.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ester-general.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/65/Erythromycin_A.svg

Macrolideos

Macrolides Amino acid

Charged
tRNA

ok

MRNA

- Uncharged tRNA

Macrolideos podem inibir a translocacao da cadeia
polipeptidica em formacao

Copymgnt © 2005 Nalure Pubisting Gown-— \Macrolideos ligam-se ao sitio P ribossomal e bloqueam

Nature Reviews | Microbiology - , .
a elongacao do peptideo no tunel



Oxazolidinonas

O

N

0" "NH
/

2-Oxazolidonas sao compostos organicos
heterociclicos contendo ambos nitrogénio e
oxigénio em um anel de 5 dtomos .

Copynght © 2005 Nature Publishing Group
Nature Reviews | Microbiology


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/08/2-Oxazolidone.png

Oxazolidinonas O

A cicloserina € um exemplo de oxazolidinonas e foi descoberto em

OJLNH
_/
weNH3

1956. O
HN w
\
O
Linezolida (Zyvox) foi o primeiro agente desta classe aprovado e é
avaliado para administracao intravenosa
0"
'. h 2 o
@ W
A="N 0O O


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/0/08/2-Oxazolidone.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Cycloserine.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Linezolid.svg

Mecanismo de a¢ao

Linezolida bloquea o primeiro passo da sintese proteica, a inicicao, diferentemente
dos outros antibidticos inibidores da sintese proteica

Linezolida liga-se na porcao subunidade 50S do ribossomo e inibe a atividade da
peptidil transferase

Amino acid

55 rRNA 50S ‘large’

23S RNA ribosome

33 or34 subunit

proteins 708 .

initiation 3

_ complex '

16S rRNA 30S ‘small’

21 proteins ribosome
2] subunit

Aminoacyl tRNA
dissociates




3. Antibidticos que inibem a replicacao do DNA:
Fluoro/quinolonas
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Levofloxacina ciprofloxaxina


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3e/Chinolone.png

Fluoro/Quinolonas

S3ao antimicrobianos de amplo espectro e sao
bactericidas.

A primeira geracao de quinolonas foi iniciada
pela introducao do acido nalidixico em 1962
para o tratamento de doencas infecciosas do
trato urinario

Eles atuam sob a DNA girase e impedem a
duplicacdo do DNA

A maioria das quinolonas apresentam atomos
de fldor ligado ao anel central e sdo chamadas
de fluoroquinolonas

R R
N R
HO |
F
O O R
NN
o MM
O O

Acido Nalidixico
NH
'S
|
O O
Ciprofloxacina


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3e/Chinolone.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Nalidixic_acid.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Ciprofloxazin.svg
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4. Inibidores metabolicos



Sulfonamidas e trimetoprina

e Sulfas sao similares em estrutra ao PABA, um

intermediario critico na sintese de nucleotideos para
sintese de DNA e RNA.

e Sulfas bloqueam a sintese de DNA/RNA e assim, a
sintese proteica.

* |Inibem a enzima dihidropteroato sintase



Biossintese de folato em bactérias
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PABA Sulfanilamide Sulfamethoxazole Sulfisoxazole

(a) Para-aminobenzoic acid (PABA) and its structural analogs, the sulfonamides

Enzymes

Enzyme Tetrahydrofolic | | Purine and pyrimidine | [ 5ya nd RNA

PABA Dihydrofolic acid > acid (THE) [

Y

PABA

NH
2
- 3 | g S
Other C—OH Dihydrofolic Other 3’\\ g | Dihydrofolic acid
substrates \ : / acid substrates \ = O/)( not produced

Active site

Enzyme Enzyme

(b) Role of PABA in folic acid synthesis in bacteria (c) Inhibition of folic acid synthesis by sulfonamide
and protozoa
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Sulfas

dihydropteroate diphosphate + p-aminobenzoic acid (PABA)

dihydropteroate y « [sifonamides
synthetase

dihydropteroic acid

¥
dihydrofolic acid

dihydrofolate x «ltrimethoprim
reductase

tetrahydrofolic acid


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/5/59/Sulfonamide.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:THFsynthesispathway.png

Sulfametazole Sulfisomidine
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i
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Sulfacetamide
Sulfadoxine


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/8/8b/Sulfamethoxazole.png
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Sulfisomidine.svg
http://en.wikipedia.org/wiki/File:Sulfacetamide.svg
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/c/cc/Sulfadoxine.png
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http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/3/3b/Trimethoprim.svg

5. Destruicao da membrana plasmatica

- Antibidticos peptidicos — polimixina B

Fatty Acid (E:’r“‘:i:gc"c Heptapeptide Ring
Dab-5 D-Leu/D-Phe-6
H,N e , —
Leu-7 |

Dab-3 /‘7'-"‘" e

H,;N % - ;( D-Phe-6
\k')L TL HN NH, |1 Polymyxin B (PMB)
1 ows

CH; )

R\/k/\/\”/N\)L ﬁ WH\/\ R = ; D‘LGU'G
R=H, CHa (@) K OH Dab-9 ‘2 Polymyxin E (Colistin)l
Thr-2

NH,
Dab-1

Thr-10
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Outer
Membrane

Cytoplasmic
Membrane

Aumentam a permeabilidade da membrana e permite o extravasamento do conteudo
celular devido a suas caracteristica anfotero



Transmembrane pore-forming

Pore formation and gradient dissolution

Modes of intracellular killing

Outsid @ Penetration

Bind intercellular molecules







