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Abstract

Nowadays, Tuberculosis (TB), a contagious infectious disease caused by Mycobacterium tuberculosis, is becoming again a worldwide health problem.
The major causes that increase TB cases in the twenty one century are the rapid spread of multi-drug resistant strains, and TB association with the human
immunodeficiency virus (HIV) infection, which started in the mid-1980s. Considering that, the development of new drugs is urgently needed or a human
tragedy could happen. In this context, Translocase I, an enzyme involved in the biosynthesis of peptidoglycan, can be an important target for the development
of new drugs against this disease. Considering that, the aim of the present review is to highlight a series of new promising anti-TB agents, which have been
reported as Translocase 1 inhibitors namely Liposidomicines, Caprazamicines, Capuramicines, Pacidamicines, Mureidomicines e Napsamicines,
Muraimicines, and Tunicamicines all of these structural templates isolated from Streptomyces species.
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Resumo

Atualmente, a tuberculose (TB), doenga infecto-contagiosa cujo agente etiologico ¢ o Mycobacterium tuberculosis é um grave problema de saude
mundial. Os principais fatores responsaveis pelo ressurgimento dessa doenga no século vinte um foram o rapido desenvolvimento de cepas multiresistentes e
a associagdo do Mycobacterium tuberculosis com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) no inicio da década de 1980. Nesse contexto, torna-se
necessario o desenvolvimento de novos farmacos ou uma tragédia humana pode ocorrer. Considerando esses fatores, a translocase I, enzima envolvida na
biossintese de peptideoglicanas, pode ser um importante alvo no desenvolvimento de novos farmacos no combate a essa doenga. Assim sendo, o objetivo
dessa revisdo ¢ destacar uma série de novas substincias promissoras para o tratamento da TB, isoladas de diferentes espécies de Streptomyces, que vem sendo
relatadas como inibidores da translocase I como Liposidomicinas, Caprazamicinas, Capuramicinas, Pacidamicinas, Mureidomicinas e Napsamicinas,
Muraimicinas, and Tunicamicinas.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢é uma doenga cronica
endémica na maioria dos paises em desenvolvimento,
transmitida pelo ar e existente ha milhares de anos,
causada pelo agente etiologico Mycobacterium
tuberculosis, que, por ser uma bactéria aerobia,
desenvolve-se principalmente nos pulmdes, mas
também pode atacar outras areas do corpo humano.

Atualmente, estima-se que um tergco da populacdo
mundial é portadora assintomatica do Bacilo de
Koch, dos quais 5% a 10% irdo manifestar a doenga
que tem como principais sintomas tosse cronica
persistente, suor noturno, dor no térax e perda de
peso devido a falta de apetite. ( De Souza and
Vasconcelos, 2005a)

A prevencao da TB ¢ feita por meio da vacinacao
de recém-nascidos em seus primeiros 30 dias de vida
com a vacina BCG (Bacilo de Calmette-Guérin), ¢ o
tratamento da doenca ¢ realizado, preferencialmente,
através da combinacdo de quatro firmacos:
Isoniazida, Rifampicina, Pirazinamida e Etambutol,
utilizados durante um periodo de 6 meses que pode
ser estendido para 9 meses em casos especiais.
Apesar de ser um tratamento eficaz e barato, a taxa
de abandono ¢é extremamente elevada em alguns
paises por diversos motivos como a longa duracdo do
tratamento, falta de  informacao e de
acompanhamento médico ¢ a grande quantidade de
efeitos colaterais associados ao uso desses farmacos.
(De Souza, 2006a, 2006b)

A questdo da TB torna-se ainda mais delicada
quando inserida no contexto da pandemia de
HIV/AIDS, ja que a co-infeccdo por M. tuberculosis
e HIV tem se mostrado uma combinacao letal. Dados
da Organizagdo Mundial de Saude (OMS) indicam a
ocorréncia de mais de 300 casos anuais de TB a cada
100.000 habitantes em areas da Africa subsaariana,
local em que ha maior incidéncia do virus HIV.
Nessas areas, mais de dois tercos das pessoas
infectadas por TB estdo co-infectadas por esse virus.
No Brasil, dados da OMS mostram que no periodo
entre 2000 e 2006 foram notificados quase 700.000
casos de TB, sendo o Rio de Janeiro o estado com
maior nimero de casos registrados por ano, € pouco
mais de 60.000 obitos causados por essa doenga.
Aproximadamente 20% dessas mortes estdo
associadas a pacientes co-infectados pelo virus HIV.
(WHO, 2009)
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MATERIAIS E METODOS

O presente review foi  organizado
basicamente em trés secgdes: A primeira delas
apresenta a tuberculose e o seu ressurgimento, devido
ao aparecimento de super-bactérias resistentes aos
farmacos utilizados. A segunda secdo destaca a
importancia dos produtos naturais no tratamento da
tuberculose, bem como uma importante enzima
conhecida como translocase presente na parede
cellular do Mpycobacterium tuberculosis, agente
etiologico da TB. Finalmente, a ltima se¢do destaca
produtos naturais e sua relagdo estrutura-atividade
capazes de inibir essa enzima.

MULTIDRUG RESISTANT (MDR) E
EXTENSIVELY DRUG RESISTANT (XDR)
TUBERCULOSE

O abandono do tratamento tem provocado o
aparecimento de cepas resistentes aos farmacos de 1°
escolha. Multidrug resistant (MDR) TB ¢ definido,
segundo a OMS (Organizagdo Mundial da Satde),
como doencas causadas pelo M. tuberculosis
resistente a Isoniazida e Rifampicina que sdo os
farmacos mais eficazes no tratamento da tuberculose.
Essas cepas resistentes foram identificadas no final
dos anos 80 e inicio dos anos 90, representando uma
ameaca ao controle da doenca.

De acordo com a OMS, as infecgdes por cepas
MDR-TB devem ser tratadas com pelo menos quatro
medicamentos de segunda escolha nunca usados
anteriormente pelos pacientes, incluindo
Capreomicina, Amicacina ou Canamicina injetaveis e
um derivado fluorquinolénico como a Ciprofloxacina
e a Ofloxacina. O uso dos farmacos de segunda
escolha apresenta como desvantagens a maior
quantidade de efeitos colaterais, alto custo ¢ maior
tempo de tratamento, que pode chegar a até 24 meses
de duragao.

No tratamento de casos de infec¢Ges por cepas
MDR-TB, também é comum o uso de Etionamida e
Acido p-aminossalicilico e dos farmacos de primeira
escolha Pirazinamida e Etambutol. (De Souza, 2006c)

Uma nova ameaca ao controle da TB ¢é a
identificacdo recente de cepas do tipo Extensively
Drug Resistant (XDR) TB, que ¢ definida, de acordo
com a OMS, como cepas do tipo MDR-TB
resistentes a fluorquinolonas e a pelo menos um dos
trés medicamentos injetdveis de segunda escolha
anteriormente  citados. Como essas bactérias
apresentam resisténcia aos farmacos de primeira e de
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segunda escolha mais eficazes, a doenga se torna
virtualmente incuravel através da utilizagdo dos
medicamentos atualmente existentes no mercado para
tratamento da TB. (CDC, 2009)

Uma pesquisa conduzida pela OMS em conjunto
com o CDC (Center for Disease Control and
Prevention) entre 2000 e 2004 identificou cepas do
tipo XDR-TB em todo o mundo, principalmente nos
paises da antiga Unido Soviética e da Asia. Outra
pesquisa realizada pela OMS, dessa vez na Africa do
Sul, mostrou resultados alarmantes. De 544 pacientes
estudados, 221 estavam infectados com cepas do tipo
MDR-TB e desses, 53 foram enquadrados na
defini¢ao de XDR-TB, sendo 44 HIV-positivos. Dos
53 pacientes XDR-TB, 52 morreram em até 25 dias,
incluindo os beneficiados pelo uso de antirretrovirais,
fato esse que desperta a preocupagdo e demonstra a
urgéncia de novos esforgos com relagdo a
identificagdo de novos alvos terapéuticos e ao
desenvolvimento de novos fdrmacos no combate a
TB. (WHO, 2009)

IMPORTANCIA DOS PRODUTOS NATURAIS
NO TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

De maneira similar ao que aconteceu com outras
doengas, tais como céancer, a malaria, e certas
doencas inflamatorias, o sucesso dos produtos
naturais merece destaque também na descoberta do
tratamento e cura da tuberculose. Vale ressaltar que a
descoberta da estreptomicina (Figura 1), isolada a
partir de culturas de Streptomyces griséus, pela
equipe liderada pelo bioquimico norte-americano,
Selman Waksman, em 1943, foi uma das mais
relevantes da historia da medicina moderna e da
humanidade. Esse medicamento foi responsavel pela
cura ¢ pelo controle da tuberculose, doenga que na
época de seu surgimento causava a morte de um
numero incontavel de individuos. (De Souza, 2009)

Figura 1. Estrutura da Estreptomicina.
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Apds a descoberta da estreptomicina, outros
aminoglicosideos foram descobertos e utilizados até
os dias de hoje no tratamento e controle da
tuberculose, podendo-se destacar 0s
aminoglicosideos canamicida, obtida a partir da
cultura de fungos Streptomyces capreolus, amicacina,
derivado semisintético obtido partir da canamicina A
e capreomicina 1A, obtida a partir da cultura de
fungos Streptomyces Kanamyceticus. Além dos
aminoglicosideos, pode-se mencionar também a D-
cicloserina, obtida a partir da fermentagdo de
Streptomyces sps.

Com o crescente surgimento de super bactérias
resistentes a praticamente todos os farmacos
utilizados no tratamento da tuberculose, diversos
grupos de pesquisa tem demonstrado mais uma vez, o
papel fundamental da mae natureza na descoberta de
novos farmacos no combate a tuberculose. Nesse
contexto, pode-se destacar o crescente nimero de
publicagdes cientificas na area, identificando diversos
produtos naturais isolados de diversas fontes com
promissoras perspectivas no combate a tuberculose
multiresitente. Na figura abaixo se encontra alguns
exemplos de produtos naturais obtidos de plantas
com atividade tuberculostatica. (De Souza, 2005b)
(De Souza, 2006d).

Figura 2: Produtos naturais com atividade tuberculostatica.
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MYCOBACTERIUM E TRANSLOCASE |

Em geral, o citoplasma bacteriano é separado do
meio extracelular por uma membrana citoplasmatica
formada por uma bicamada lipidica com boa fluidez,
que age como uma barreira seletivamente permeavel,
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e por uma parede celular constituida por
peptideoglicanas que confere a resisténcia necessaria
para suportar a alta pressdo osmética interna (Nikaido
and Saier JR, 1994). A biossintese da parede celular
vem sendo explorada como alvo farmacolégico para
a pesquisa de novos antibidticos desde a descoberta
da penicilina por Fleming em 1929.

Bactérias Gram-positivas como o Staphylococcus
aureus possuem parede celular formada por uma
espessa camada de peptideoglicanas que confere
pouca resisténcia a difusdo de pequenas moléculas. Ja
as bactérias Gram-negativas, como a Escherichia
coli, contém em sua parede celular, além da camada
de peptideoglicanas, uma outra membrana bilipidica
externa. A superficie externa dessa membrana ¢
recoberta por um lipideo ndo usual, o
lipopolissacarideo (LPS), que possui estrutura de
pouca fluidez. Foi demonstrado que até mesmo
moléculas lipofilicas apresentam dificuldades para
atravessar a parte hidrofébica desse lipideo, o qual se
torna uma barreira eficiente contra a rapida difusdo
de antibioticos lipofilicos. Em contraste, a parede
celular das micobactérias € constituida por trés
subestruturas  covalentemente  interligadas: as
peptideoglicanas, arabinogalactanas e os acidos
micoélicos, sendo os ultimos formados por longas
cadeias de acidos graxos contendo diferentes grupos
funcionais, como ligagdes duplas, cetona, éster,
epoxido, metdxi e ciclopropano. Esses compostos sdo
de extrema importidncia para a sobrevivéncia das
micobactérias, pois dificultam a penetragdo de drogas
hidrofobicas, evitam a desidratagdo e permitem que a
bactéria se desenvolva no sistema imune do
hospedeiro (Figura 3). (Bugg and Walsh, 1992),
(Heijenoort, 2001), (Kimura and Bugg, 2003) (De
Souza, 2008)

Figura 3. Representagdo da parede celular de bactérias.
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no desenvolvimento de antibioticos, ja que ndo existe
correspondéncia em células eucaridticas (presente
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nos animais ¢ na maioria das plantas). A biossintese
do peptideoglicano consiste é constituida de trés
estagios: sintese do lipideo I e do lipideo II, seguido
da polimerizagdo do lipideo II por transpeptidagdo e
transglicosilagdo. Como exemplo de farmacos em uso
clinico que inibem a polimerizagdo do lipideo II na
superficie da bactéria, pode-se mencionar as p-
lactamas e as vancomicinas. Esses farmacos possuem
um mecanismo de acdo diferente dos utilizados no
tratamento para tuberculose, tornando-se possivel
combater as infeccdes causadas por micobactérias
multirresistentes. (Boyle and Donachie, 1998),
(Hirano et al, 2008a)

Estudos tém sido realizados visando a descoberta
de substancias capazes de inibir a sintese do lipideo I.
Nessa etapa, a enzima fosfo-MurNAc-pentapeptideo
translocase, também chamada de translocase I
(MraY), catalisa a reacdo entre o UDP-MurNAc-
pentapeptideo e o undecaprenil-fosfato formando
UMP e o Lipideo I, que € o primeiro intermedidrio da
sintese de peptideoglicanas. Essa catalise requer a
presenga de Mg como cofator para a ativagdo da
enzima (Figura 4).(Struve et al, 1966), (Heydanek et
al, 1969)

Figura 4: Biossintese do Lipideo I
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Varias substincias tém sido relatadas como
inibidoras da enzima translocase I, dentre elas as
liposidomicinas, as caprazamicinas, as capuramicinas
e as pacidamicinas, que serdo abordadas a seguir.

INIBIDORES DA TRANSLOCASE |

Liposidomicina

As liposidomicinas (LPMs) sdo produtos naturais
da classe dos antibidticos 6’-N-alquil-5’-f-O-
aminoribosilgliciluridina. Em 1998, foram reportadas
liposidomicinas do tipo I, II, III e IV, isoladas da
cepa mutante de Streptomyces griseosporeus SN-
1061M. As LPMs originais do tipo I possuem as
porcdes sulfato e 4acido 3-metilglutarico. Os
compostos do tipo II ndo contém a porcao acido 3-
metilglutarico, os do tipo IIl ndo contém a porcdo
sulfato e os do tipo 4 ndo possuem nenhuma das duas
porg¢des (Figura 5). (Kimura et al, 2003)
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A capacidade das liposidomicinas (LPMs) em
inibir seletivamente a sintese de peptideoglicanas foi
descoberta em 1985. (Isono et al, 1985). Testes in
vitro indicam que as LPMs do tipo I e III sdo os
melhores inibidores da enzima translocase I, quando
comparadas as LPMs do tipo Il e IV, indicando que a
por¢do acido  3-metilglutdrico exerce papel
fundamental na inibigdo da translocase I. Entretanto,
as LPMs do tipo I, assim como a LPMs do tipo II,
apresentam baixa atividade antimicrobiana in vivo
devido a presenca da porgdo sulfato, hidrofilica, na
posicdo 2” da S-aminopentose, fato que confere as
LPMs baixa permeabilidade através da membrana
celular., As LPMs do tipo III e IV s3o mais
lipofilicas devido a auséncia da porgdo sulfato,
consequentemente, possuem maior  atividade
antimicobacteriana in vivo.

A presenca do acido graxo nessa classe de
substancias também ¢ extremamente importante para
a atividade bioldgica, provavelmente porque confere
um aumento da lipofilicidade. (Kimura et al, 1998)

Figura5: Liposidomicinas dos tipos I, I, Il e I'V.
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Dini e colaboradores em 2000 e 2001 sintetizaram
varias substincias baseadas em simplificagdes
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estruturais das LPMs, que foram testadas como
inibidoras da translocase 1. Algumas dessas
moléculas estdo representadas na figura 6.

Figura 6. Simplificagdes estruturais das liposidomicinas
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A substancia 1 apresentou moderada atividade
inibitoria (ICsp: 50uM). A introdugdo do grupamento
CH,OH na posi¢ao 57, indicou que o isomero R (2) ¢
inativo, enquanto o isomero S (3) possui maior
atividade inibitéria do que a substincia 1 (ICs:
SuM). (Dini et al, 2000)

Um grupamento basico, tal como o grupamento
amino, aminas secundarias, amidina e guanidina sdo
importantes para a atividade inibitoria da MraY.
Sendo que, no caso das aminas secundarias, o
tamanho da cadeia lateral influéncia diretamente na
atividade inibitoria. A metilamina (6) é ativa (ICso:
45uM), enquanto que aminas com grupamento
alquilico (7 e 8) maior sdo inativas. (Dini et al,
2001a)

A comparagdo da atividade inibitoria dos
compostos 9-13 indicou que presenga da hidroxila na
posi¢do 3” ¢é essencial para a atividade. Entretanto, o
composto 3’-dexoxi € 5 vezes mais ativo do que o
correspondente derivado 3’-hidroxilado, sugerindo
que apenas a hidroxila na posi¢do 3” ¢ essencial para
a inibi¢do da translocase 1. (Dini et al, 2001b)

Caprazamicinas

As caprazamicinas (CPZs) (Figura 7) sao
produtos naturais que, assim como as LPMs,
pertencem a classe dos antibioticos 6’-N-alquil-5’-f-
O-aminoribosilgliciluridina. As CPZs sdo isoladas a
partir de culturas de Streptomyces sp. € mostram uma
excelente atividade contra bactérias Gram-positivas.
(Igarashi et al, 2005)
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Figura 7. Estrutura das Caprazamicinas.
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As CPZs apresentam atividade in vitro contra
Mycobacterium  tuberculosis, tanto em cepas
sensiveis como em cepas multirresistente e ndo
demonstraram toxicidade significativa em ratos.

Devido as excelentes propriedades biologicas, as
CPZs sao substancias promissoras para a sintese de
novos agentes anti-TB, com um novo mecanismo de
acdo. Nesse contexto, quando comparadas as LPMs,
as CPZs possuem importantes semelhangas
estruturais e bioldgicas sugerindo que essas classes
de compostos possuem o mesmo mecanismo das
LPMs. (Ichikawa, 2008)

Hirano e colaboradores sintetizaram diversos
analogos da caprazamicina (Figura 8), incluindo o
caprazol e o palmitoilcaprazol, que foram testados
contra o Mycobacterium sp.

Figura 8. Analogos das Caprazamicinas.

Ho,C '}‘W \\<o Ho,C ’}‘W o)
Me Me
o0 OH

Hi HO OH
Palmitoilcaprazol 14

(MIC = 6,25 pg/mL) (MIC = 25 pg/mL)
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HO OH HO OH
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Caprazol (MIC = 2,50 pg/mL)

(inativa)

. mﬂ”

N \\<
HO.C e HOC N o Me
HO  OH Me
16
)

(inativa;

17
(inativa)

O palmitoilcaprazol, quando testado contra
Mycobacterium smegmatis ATCC607, apresentou
MIC (Minimum inhibitory  concentration —
concentracdo inibitéoria minima) de 6,25 pg/mL,
similar ao das CPZs, e quatro vezes maior do que o
do composto 14 (25 ug/mL), mostrando que a
auséncia do grupamento metila na porcdo da
diazepanona influencia negativamente a atividade
antimicobacteriana. (Hirano et al, 2008a). Outros
analogos foram testados contra Mycobacterium
tuberculosis H37Rv, sendo que o composto 15
apresentou atividade ligeiramente reduzida quando
comparado ao palmitoilcaprazol (MIC = 2,50 e 6,25
pg/mL, respectivamente), sugerindo que a abertura
do anel diazepanona diminui a atividade inibitoria
sem, contudo, tornar a substdncia inativa. A
fragmentacdo da molécula nas porgdes aminoribose
ou uridina tornou as moléculas 16 e 17 inativas e,
portanto, sdo cruciais para a atividade antibacteriana.
(Hirano et al, 2008b) O caprazol, analogo das CPZs
sem a por¢do alquilica no anel diazepanona, também
ndo apresentou atividade antimicobacteriana. Essas
alteracOes realizadas na parte lipofilica da cadeia
lateral sdo de fundamental importancia para a
permeabilidade na célula bacteriana. (Hirano et al,
2008a)

Capuramicina

A capuramicina (figura 9) foi originalmente
isolada a partir de culturas de Streptomyces griseous
466-S3 e possui a capacidade de inibir a enzima
translocase I, no entanto seu espectro de agdo € baixo.
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Figura 9. Analogos da Capuramicina e sua attividade
antimicrobiana (Hotoda et al, 2003a)

CONH, OHCONH,
I G L

Capuramicina (R =H
P ( ) Anélogos da Capuramicina 18-24

A-500359A (R = Me)

Compostos ~ R? 1 2* 3 4 5
Capuramicina - 10 12,5 8 8 8
A-500359A - 10 6,25 8 4 16
A-500359E MeO- 27 >100 - - -
18 PhNH- 6,5 6,25 16 4 8
19 3-Me-PhNH- 7,6 12,5 4 1 8
20 3-F-PhNH- 10 6,25 2 2 8
21 4-F-PhNH- 37 6,25 4 2 2
22 3,4-di-F- 9 625 2 0,5 1
PhNH-
23 4-CI-PhNH- 18 6,25 4 2 16
24 4-Br-PhNH- 20 6,25 8 05 8
Rifampicina - - - 0,125 0,125 0,125

Isoniazida - - -

*Translocase I, ICsy (ng/mL)

°M. smegmatis SANK75075, MIC (ug/mL)

¢ M. avium NIHJ1605, MIC (ug/mL)

M. intracellulareATCC1954 E-3, MIC (pg/mL)
°M. kansasii ATCC12478, MIC (ug/mL)

Em geral, a capuramicina apresenta maior
atividade frente a micobactérias e pouca atividade
frente a bactérias Gram-positivas. E interessante
notar que as micobactérias apresentam resisténcia
contra muitos derivados f-lactamicos, medicamentos
que pertencem a mesma classe das capuramicinas,
devido a presenca da enzima f-lactamase. A
atividade dessas substancias poderia ser entdo
explicada pela estabilidade do seu anel A-lactamico
frente a essas enzimas. O mecanismo de
permeabilidade das capuramicinas através da
membrana das micobactérias ainda ndo esta
completamente elucidado, sendo atualmente, muitos
analogos de capuramicinas vém sendo isolados,
sintetizados e testados como inibidores da enzima
translocase I. Como exemplo, pode-se citar analogos
da capuramicina que ndo contém a por¢ao azepan-2-
ona (Figura 7) obtidos por Hotoda e Colaboradores, a
partir da reagdo entre diversas aminas e o produto
natural AS500359E, também isolado de cepas S.
griseous.

www.blacpma.org
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As substancias obtidas foram testadas frente ao M.
smegmatis e a enzima Translocase I, ficando evidente
a importancia do grupamento NH da amida para a
atividade dessas substancias. Os melhores resultados
foram observados com os compostos 18-24 que
foram, entdo, testados frente as micobactérias de
maior relevancia clinica: Mycobacterium avium
NIHJ1605, Mycobacterium intracellulare ATCC1954
E-3 e Mycobacterium kansasii ATCC12478. Suas
atividades foram comparadas com a da rifampicina e
isoniazida sendo que o analogo 18 apresentou MIC
semelhante ao da capuramicina, variando entre 4 ¢ 16
ug/mL. (Hotoda et al, 2003a)

Hotoda e Colaboradores também obtiveram
derivados acilados a partir das moléculas de
capuramicina e de seu derivado metilado A500359A
(Figura 10)

Observou-se que o aumento no tamanho da cadeia
lateral provoca diminuicdo na atividade das
moléculas frente a enzima Translocase I, porém,
cadeias de tamanho ideal como a duodecanoila e a
decanoila presentes, respectivamente, nos derivados
da capuramicina (25, MIC variando entre 0,063 e
3,13 pg/mL) e do A-500359A (26, MIC variando
entre 0,063 e 6,25 pg/mL), apresentaram excelente
atividade frente as micobactérias, provavelmente
devido a lipofilicidade conferida a esses compostos
que permite uma melhor penetragdo através da
membrana celular desses microorganismos. Os
valores de MIC observados para estes compostos
foram iguais ou melhores do que os observados para
a isoniazida (MIC entre 0,125 ¢ 0,25 pg/mL) e a
rifampicina (MIC entre 1 e 2 pg/mL). (Hotoda et al,
2003b)

Figura 10. Analogos acilados da Capuramicina e sua attividade
antimicrobiana (Hotoda et al, 2003b)
OH

~_OH O
o H | CONH, MH
HN o o 0. N~
R o) / o

MeO O (CHpnH
2526 T(( 2
o)

Compostos R n 1* 2° 3° 49 5

Capuramicina H - 10 12,5 8 8 8
A-500359A Me - 10 6,25 8 4 16
25 H 11 nd. 3,13 <0,063 0,125 0,125
26 Me 9 50 6,25 <0,063 <0,063 <0,063
Rifampicina - - nd 0,125 0,125 0,125 0,25
Isoniazida - - nd - 1 8 2

? Translocase 1, ICsy (ng/mL); bM.smegmatis SANK75075, MIC
(ugmL);* M. Avium NIHJ1605, MIC (pg/mL); ‘M.
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intracellulareATCC1954 E-3, MIC (pg/mL); °M. Kansasii
ATCC12478, MIC (pg/mL)

Os compostos (RS-124922) e (RS-118641)
(Figura 11), sintetizados pela empresa japonesa
Sankyo, foram avaliados frente ao Mycobacterium
tuberculosis, apresentando melhor atividade contra
M. tuberculosis (Cepa H37Rv) (MIC = 8 ug/mL e
MIC = 1 pg/mL, respectivamente), do que o
composto A500359A (MIC = 16 pg/mL). A atividade
dessas substancias frente a cepas MDR-TB nao
sofreu variagches estatisticamente significativas,
quando comparadas as observadas nas cepas H37Rv.
Nao foram realizados testes in vivo para o composto
(RS-124922) devido a sua baixa solubilidade no
modelo de tratamento utilizado. Na avaliacdo in vivo
dos outros, observou-se uma consideravel redugdo no
nimero de organismos viaveis nos pulmdes em
comparagdo com o grupo de controle. Os estudos
desenvolvidos mostram que os analogos de
capuramicinas possuem grande potencial
antimicobacteriano e sdo bons candidatos a posterior
avaliacdo no tratamento de infec¢des causadas por M.
tuberculosis. (Koga et al, 2004)

Figura 11. Analogos da capuramicina sintetizados pela empresa
japonesa Sankyo e sua attividade antimicrobiana (Koga et al,

2004).
U m/(l CONH, ]@/ m)fl k(_;/

A500359-A (RS-124922)

OH o
A _OH
° H ‘ CONH, /\ﬁH
Y TN
Me' o R °©

%Y\/\/\/\/
(RS-118641) o)
Substancias Cepa H37Rv | Cepa MDR-TB
MIC (pg/mL) MIC (pg/mL)
A500359-A 16 16
(RS-124922) 8 4
(RS-118641) 1 0,5
Rifampicina <0,03 > 32
Isoniazida 0,06 4

Pacidamicinas, mureidomicinas e napsamicinas

As pacidamicinas sdo antibioticos da classe uridil
peptideos (UPAs), assim como as mureidomicinas e
napsamicinas (Figura 12), capazes de inibir a enzima
translocase 1 (MraY), isoladas de cultura de
Streptomices sp. (Isono et al, 1992), (Boojamra et al,

www.blacpma.org
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2003), (Chatterjee et al, 1994), (Chen et al, 1989),
(Fernandes et al, 1989)

Figura 12. Estrutura das napsamicinas, mureidomicinas e
pacidamicinas.
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A H | uracil A H uracil
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O  CHs CH; o
N N M
R N NN Tcom
CH; o o]
3 < NH N
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1 alanil | 3-indol
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~N o fols |w |~
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Compostos da classe das UPAs apresentam
excelente atividade contra Pseudomonas aeruginosa
devido as suas propriedades toxicologicas e
farmacologicas  favoraveis. Cepas  bacterianas
resistentes, a ofloxacin e f-lactamas, permanecem
sensiveis a substancias dessa classe de antibidticos.
Entretanto, os UPAs possuem espectro de acdo muito
estreito, sendo ativo especificamente contra cepas de
Pseudomonas, e muito pouco ativo contra bactérias
Gram-negativas e Gram-positivas, o que pode ser
explicado pelo fato desses compostos possuirem
acesso restrito a célula bacteriana, devido a sua
polaridade e ao seu grande potencial para fazer
ligagdes de hidrogénio com a agua. (Isono et al,
1992), (Boojamra et al, 2001), (Boojamra et al, 2003)

Boojamra e colaboradores, sintetizaram varias
diidropacidamicinas D, a partir da hidrogenagdo do
produto natural (pacidamicina 4), ou de sintese total,
introduzindo diferentes aminoacidos na cadeia
aciclica (Figura 13). (Boojamra et al, 2003) As
substancias sintetizadas foram testadas contra quatro
cepas de Mycobacterium tuberculosis, das quais duas,
a W e a P, sdo resistentes a todo o tipo de tratamento
anti-tuberculose, observando-se que as moléculas em
que NHCH(R*»COOH ¢é um residuo de um
aminoacido aromatico, e as por¢des H,NCH(R")C(O)
e (CO)CH(R*)NH possuem residuos hidrofobicos

Boletin Latinoamericano y del Caribe de Plantas Medicinales y Aromaticas Vol. 9 (1) 2010 | 8



De Souza et al.

(substancias 27 e 32-35) apresentaram melhor
atividade antimicobacteriana (MIC variando entre 4 e
10 pg/mL), inclusive quando comparadas a
pacidamicina 4 (MIC maior que 30 pg/mL), sendo
ativo inclusive frente as cepas multirresistentes.

Figura 13. Derivados da diidropacidamicina 4 e sua attividade
antimicrobiana (Boojamra et al, 2003)

O CHs ?2 i/R'i
HzN%N&NjﬁN N~ >Co,H

R! ‘H B H H
Cl %/\NHO A0

‘/,, O N NH
OH
o R2 R3
Substancias HZNE{LF\ AN E(NLCOZH
O H H
Pacidamicina4 | meta-tirosina alanina triptofano
27 alanina 4-fluor-fenilalanina tirosina
28 glicina leucina triptofano
29 alanina metionina tirosina
30 alanina fenilalanina (2-naftil)alanina
31 leucina fenilalanina triptofano
32 alanina (4-bifenil)alanina triptofano
33 alanina fenilalanina triptofano
34 alanina 4-flior-fenilalanina triptofano
35 alanina 4-trifluormetilfenilalanina triptofano

Substancias  1° PR 44

Pacidamicina4 >30 >30 >30 >30

27 10 8 8 10
28 >30 30 10 10
29 >30 >30 >30 >30
30 30 30 30 10
31 30 30 30 10
32 8 4 4 10
33 8 8 4 8
34 8 8 4 8
35 8 4 4 8

*Cepa H37Rv, MIC (png/mL)
°Cepa TN913, MIC (pg/mL)
“Cepa TN565 (W), MIC (ug/mL)
dCepa TN1618(P), MIC (ug/mL)

Muraimicinas

As muraimicinas (MRYs) sdo substancias
estruturalmente semelhantes aos antibidticos uridil
peptideo  (UPAs), como as mureimicinas,
napsamicinas, pacidamicinas e liposidomicina.
Dezenove muraimicinas foram isoladas a partir de
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culturas de Streptomices sp. (Figura 14). (McDonald
et al, 2002) Dentre estas, as muraimicinas A ¢ B, que
possuem um grupamento éster com uma cadeia
alquilica longa, geralmente possuem melhor atividade
antibacteriana do que as muraimicinas que nao
apresentam o grupamento éster, demonstrando a
necessidade da porg¢ao lipofilica para a penetragdo na
parede celular das bactérias.

McDonald e colaboradores relataram que algumas
muraimicinas (muraimicinas Al, A5, B6, C2 e C3)
inibem a sintese do lipideo II e a biossintese da
camada peptideoglicana em concentragdes de 0,027
pg/mL, indicando que a atividade antibacteriana das
MRYs ¢ comparavel a da LPM C e a da
mureidomicina A, que inibem a translocase de E.
colii, in vitro, com valores de ICs, de 0,05 e 0,03 pg
/mL, respectivamente.(Ichikawa and Matsuda, 2007)

Figura 14. Estrutura das muraimicinas.

HO,C N N~ RY com P
H
O'j\H HOZN/\G/OQ O. N\\<ONH
0” N — R
H HO R, HO OH
Muraimicina R! R2 Muraimicina| Rt | g2
Al 0,C(CH,)1,N(OH)C(NH)NH,| OCHj c1 OH |OCH;
A2 0,C(CH,)10N(OH)C(NH)NH, | OCH3 c2 OH |OH
A3 0,C(CH,)1,NHC(NH)NH, OCH;, c3 OH |H
Ad 0,C(CH,)1,N(OH)C(NH)NH, | OH D1 H  |ocHs,
B1 0,C(CH,)sCH(CH3)CH,CH3 | OCHg D2 H |oH
B2 0,C(CHZ)6CH(CH3), OCH; D3 |H |H
B3 0,C(CH,),CH(CH3)CH,CH; | OCHg
B4 02C(CHy)sCH(CHy), OCHs3
B5 0,C(CH,)sCH(CHa), OH
B6 0,C(CH,)4CH(CH3), OCH,
B7 0,C(CH,)4CH(CH3), OH

O~ 'N
H
Muraimicina R!
A5 0,C(CH,)12N(OH)C(NH)NH,
Cc4 OH

Lin e colaboradores sintetizaram derivados da
muraimicina C1, através de reacOes seletivas nos
grupamentos amino primario ¢ secundario (Figura
15).
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Figura 15. Derivados da muraimicina CI.

OMeHO  OH
36: R = (CH,)4CH3 (MIC = 6,25 pg/mL)
37: R = CH,Ph (MIC = 6,25 pg/mL)

Os derivados onde ocorreu substitui¢do tanto na
amina primaria como na secundaria foram inativos
como inibidores da MraY, em concentragdes < 100
ug/mL. Entretanto, os compostos onde houve
substituigdo  apenas na  amina  secundaria
apresentaram  boa  atividade inibitoria, que
demonstrou estar correlacionada com a lipofilicidade
dos substituintes introduzidos. Dentre estes,
destacou-se as hidantdinas 36 e 37, que inibiram a
MraY na mesma concentragdo que a muraimicina C1
(6,25 pg/mL). (Lin et al, 2002)

Tunicamicinas

A classe de produtos naturais conhecidas como
tunicamicinas (TCM) (Figura 16) foi isolada da
fermentacdo de Streptomyces Ilysosuperficius sendo
capazes de inibir a replicagdo de virus, bactérias e
fungos baseada na glicosidagao de proteinas.

(0]

o MN HO  OH o
=z
H O OH (\f
O 0} N NH
H3C(OC)HN s
HO o o
HO HO OH
OH
Tunicamicina R
I (CH3)7CH(CH3),
1 (CH3)gCH(CH3),
n (CH2)10CH3
v (CH3)11CH3
\% (CHZ)9CH(CHg),
VI (CH2)11CH(CH3),
Vi (CH32)10CH(CHy),
VIl (CH,)1,CH3

Figura 16. Estrutura das Tunicamicinas.

Além de sua ampla atividade, as Tunicamicinas
servem como ferramentas na elucidagdo de
mecanismos bacterianos. (Inuka et al, 1993),
(Ichikawa, 2008)
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DISCUSSAO

Tendo em vista o grande numero de efeitos
colaterais associados aos fAirmacos mais utilizados no
tratamento da TB, a duracdo de seu tratamento ¢ 0s
adventos MDR e XDR-TB, faz-se necessario o
desenvolvimento de novos medicamentos ou uma
grande tragédia podera ocorrer, voltando-se ao tempo
em que ndo se existia a cura para essa doenca. Nesse
contexto, a translocase I (Mra Y), uma das enzimas
envolvidas na fase inicial da biossintese de
peptideoglicanas, tem se mostrado um alvo promissor
na busca de novos farmacos, sendo representada por
diversos produtos naturais e seus derivados sintéticos,
representando uma nova classe no combate as
infeccOes bacterianas modernas. Nesse contexto,
podemos destacar as liposidomicinas (LPMs) e as
caprazamicinas (CPZs), produtos naturais da classe
dos antibioticos 6’-N-alquil-5’-f-O-
aminoribosilgliciluridina, que apresentam excelentes
atividades frente a enzima translocase. Dentre os
compostos avaliados dessas classes, merece destaque,
a capuramicina, substincia pertencente a familia das
CPZs, que apresentou excelentes perspectivas sendo
o estudo de sua estrutura atividade importante para
identificacdo de novos derivados mais potentes,
simplificados, com melhores propriedade
farmacocinéticas, bem como capazes de ajudar na
melhor compreengdo desse mecanismo de agao.
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