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Resumo

A resisténcia bacteriana tem crescido e vem aumentando seu risco com 0
passar dos anos. Organizacdes de saude ja mostram que ndo teremos
antibiéticos no mercado para tratar das infeccdes em um futuro nao téo distante.
A necessidade de novas moléculas e novos candidatos a antibidticos tem
mobilizado pessoas em todo mundo a desenvolver novas estratégias para
solucionar esse problema. A parede celular bacteriana é um alvo recorrente e
bem reconhecido dos antibi6ticos, porém por causa da resisténcia bacteriana a
maioria dos inibidores de parede celular ndo apresentam o efeito esperado. O
presente trabalho busca avaliar se novos candidatos a inibidores da parede
celular estdo sendo desenvolvidos. O instrumento de pesquisa foi o banco de
dados Pubmed e os descritores usados foram: “((Antimicrobial) AND (Inhibithors
of cell wall)). Os resultados mostraram que estdo sendo desenvolvidos novas
moléculas inibidoras de parede celular e todos apresentaram atividade
antimicrobiana. Além disso, enzimas para as quais nao haviam sido testados
como alvo moleculares e ndo haviam inibidores foram avaliadas quando a
possibilidade de serem usados como alvos de farmacos.

Palavras-chaves: Antimicrobianos, bactéria,parede celular



Abstract

Bacterial resistance has grown and has increased its risk over the years.
Health organizations already show that we will not have antibiotics on the market
to treat infections in the not-too-distant future. The need for new molecules and
new antibiotic candidates has mobilized people around the world to develop new
molecules to solve this problem. The bacterial cell wall is a recurring and well-
recognized target for antibiotics, but because of bacterial resistance most cell wall
inhibitors are no longer active. The present work seeks to evaluate whether new
candidates for cell wall inhibitors are being developed. The search instrument for
the Pubmed database and the descriptors used were: “((Antimicrobial) AND
(Inhibithors of cell wall)). The results induced that new cell wall inhibitory
molecules are being developed and all antimicrobial activity. In addition, enzymes
for which they have not been tested as molecular targets and non-inhibitors have
been evaluated when they are likely to be used as drug targets.

Keywords: Antimicrobials, bacteria, cell wall
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l.Introducéo:
Com o aumento da resisténcia aos antibioticos pelas bactérias,o problema

de super bactérias se tornou um caso de saude publica mundial,os centros de
prevencgdo e controle de doencas, assim como o resto dos médicos e paciéntes
tem necessitado de inovacdes no desenvolvimento de novos antibiéticos. Um
dos principais alvos para esses novos antibioticos a serem pesquisados é a
parede de celular, cujo constituinte principal é o peptidoglicano(PG) das
bactérias, pois ela ndo esta presente nas células humanas. Porém, a sintese do
PG ainda possui muitos mistérios que ainda precisam ser elucidados, o que
dificulta o desenvolvimento de novos antibioticos.(CENTERS FOR DISEASE
CONTROL AND PREVENTION, 2013)

O peptidoglicano é um polimero feito de uma cadeia alternada de N-
acetilglicosamina e acido N-acetiimuramico presente na parede celular das
bactérias encontrada circundando a membrana celular da bactéria. Sua principal
funcao é manter a integridade celular. O PG serve também para anexar proteinas
e polimeros, e por ser poroso permite que nutrientes e sinais quimicos
importantes cheguem a bactéria. Alem disso, o PG esta intimamente ligado ao
crescimento e divisao celular(PAZOS; PETERS, 2019).

A sintese do PG comeca na sintese do seu precursor, 0 UDP-MurNAc,
gue é sintetizado no citoplasma. Apés essa etapa o lipidio | e lipidio Il associados
a membrana, sdo produzidos. Finalmente, apds a translocacdo de lipideo Il
através da membrana plasmatica, ocorre polimerizacdo do PG. A enzima
transpeptidase catalisa a etapa final da polimerizacéo adicionando grupamentos
acil, formando a malha rede caracteristica do PG(PAZOS; PETERS, 2019).

Os B-lactamicos sdo a principal classe de medicamento inibidores da
sintese da parede celular bacteriana. Antibacterianos que inibem
irreversivelmente a enzima transpeptidase. Essa enzima forma as ligacfes
cruzadas entre as cadeias peptidicas da estrutura PG, que conferem a parede
celular uma rigidez importante para a protecdo da célula bacteriana contra as
variacbes osmoticas do meio. Essa classe de medicamento possui em sua
estrutura um anel p-lactamico que é composto por trés atomos de carbono e um
de nitrogénio. O anel B-lactamico é o grupo farmacoférico, responsavel por
interagir com o sitio catalitico da enzima da enzima transpeptidase.(ARRUDA;
FARO, 2019)



Além dos B-lactamicos, outra classe de medicamentos inibidores de
parede celular sdo os glicopeptideos. Os glicopeptideos se ligam ao terminal
carbono da molécula DAla-D-Ala do precursor mureina, cuja agéo resulta em
inibicdo da transpeptidacdo durante a etapa de biossintese da parede celular
bacteriana. Desse modo, o peptideoglicano fica enfraquecido e faz com que as
bactérias se tornem mais susceptiveis a lise devido as mudancas de pressao
osmética (KANG; PARK, 2015).

2. Revisdo Bibliografica.
2.1 Bactérias resistentes.
As bactérias sdo organismos unicelulares descobertas por volta de 1670,

pelo pesquisador van Leeuwenhoek, com a invencdo do microscopio. Porém
somente com Pasteur, no século XIX, foi descoberto que as bactérias poderiam
ser patogénicas. Essa confirmacédo se veio com Robert Koch, que isolou os
microrganismos causadores da febre-tifoide, tuberculose e colera. Para
combater as infec¢gdes causadas por bactérias, Paul Ehrlich, pesquisador
conhecido como pai da quimioterapia, trabalhou nas primeiras substancias
guimicas capazes de inibir a proliferacdo destas bactérias, com toxicidade
toleravel ao hospedeiro, desenvolvendo em 1910, o primeiro antibidtico de
origem sintética, chamado salvarsan, utilizado contra sifilis(GUIMARAES; DA
SILVA MOMESSO; PUPO, 2010).

O apice do desenvolvimento de antibiéticos no séc. XX, veio com a
descoberta da penicilina, pelo pesquisador Alexander Fleming. Em 1929, a
penicilina G, de origem natural, foi utilizada como antibiotico, porém introduzida
no mercado como agente terapéutico somente em 1940 (GUIMARAES; DA
SILVA MOMESSO; PUPO, 2010).

A descoberta da penicilina e de outros antimicrobianos, revolucionou a
vida das pessoas, pois foi a primeira molécula capaz de ser usada de maneira
segura para tratar infeccdes, sendo altamente usada na Segunda Guerra
Mundial. Porém sem critério de uso definido, o uso a penicilina foi passada para
ser utilizada em febres e dores no geral. Com o decorrer do tempo, a pressao
seletiva sobre as bactérias as tornaram resistentes a penicilina. A frequéncia de
cepas resistentes a penicilina aumentou cada vez mais e as bactérias que

anteriormente eram tratadas com penicilina, se tornaram resistentes ao



produzirem beta-lactamases, tornando o tratamento ineficiente (LIMA;
BENJAMIM; SANTOS, 2017).

Em decorréncia do avango da medicina e da ciéncia, novos antibioticos
foram desenvolvidos. Entretanto como o uso ainda era sem controle e sem
grandes critérios, em 1996, microrganismos como a Klebsiella pneumoniae
carbapenemase (KPC) mostraram-se resistentes a este farmaco (LIMA;
BENJAMIM; SANTOS, 2017).

Os antibidticos estdo entre os medicamentos mais prescritos pela
Medicina, porém, é possivel afirmar que até 50% de todos os antibidticos
prescritos sdo considerados desnecessarios. Neste sentido, seu mau uso e/ou
uso excessivo sdo fatores que tém levado ao crescimento da resisténcia
bacteriana (HOLMES et al., 2016).

Existem alguns fatores que contribuem para o alto indice de uso de
antimicrobianos. No Brasil, existe um numero grande de farmacias e drogarias,
0 que dificulta o controle pelos 6rgéos fiscalizadores, onde pode ocorrer venda
de antibidtico sem receita. Além disso, duvidas no diagnostico entre infeccbes
bacterianas ou virais e falta de programas de saude que orientam sobre o uso
racional desses medicamentos contribuem para o alto uso de antibiotico no Brasil
(FRANCO et al., 2015).

A resisténcia bacteriana pode ser intrinseca ou adquirida. A resisténcia
intrinseca € quando a bactéria desenvolve caracteristicas enzimaticas ou
estruturais que proporcionam resisténcia ao antibiotico administrado. A
resisténcia adquirida ocorre quando um novo aspecto é expresso, ha maioria das
vezes, por mutacdo ou transmissdo de material genético, por causa da
apresentacao a novos antibiéticos.(CULYBA; MO; KOHLI, 2015)

As bactérias, desenvolveram diferentes mecanismos de resisténcia pelo
fato de os antibidticos possuirem varios mecanismos de acao. As resisténcias
bacterianas mais comuns e proeminentes sdo: 1) altera¢des na permeabilidade
da membrana celular que, impede a entrada do antibiético na célula; 2)
capacidade de degradar ou inativar o antibiético; 3)alteracdo do alvo de um
antibiético de modo gque o novo alvo nédo seja afetado; ou 4) desenvolvimento de
bombas de efluxo que faz com que o antibiético seja bombeado para fora da
célula.(CULYBA; MO; KOHLI, 2015)



2.2 Parede Celular Bacteriana
A parede celular bacteriana & uma estrutura complexa em forma de malha

gue, na maioria das bactérias, é essencial para manutencdo da forma celular e
integridade estrutural. (Figura 1) (PAZOS; PETERS, 2019)

O peptidoglicano consiste em uma malha de poli-N-acetilglucosamina
(GIcNACc) e N-&cido acetilmuramico (MurNACc) reticulada por meio de pontes de
peptideo curtas. (EGAN; ERRINGTON; VOLLMER, 2020)

A sintese do precursor do peptidoglicano comeca com a formacédo do
precursor UDP-GIcNAc (Difosfato de uridina-poli-N-acetilglucosamina) e do
UDP-MurNAc (Difosfato de uridina-N-acido acetilmuramico) no citoplasma. UDP-
GIcNACc é sintetizado a partir de frutose 6-fosfato pelas enzimas GImS, GImM e
GImU. Ja o UDP-MurNAc é sintetizado pela adicdo de enolpiruvato a UDP-
GIcNAc e em seguida é feita uma reducdo, essas reacfes sdo feitas
respectivamente pelas enzimas MurA e MurB (Figura 2) (EGAN; ERRINGTON;
VOLLMER, 2020).

Os peptideos entdo sdo acoplados por reacdes dependentes de ATP
pelas enzimas MurC, MurD, MurE e MurF, formando o PhosphoMurNAc-
pentapeptideo que é transferido para o portador de lipideo undecaprenil fosfato
por MraY, formando o lipidio | (Figura 2). O lipidio | recebe uma molecula de
GIcNAc pela enzima MurG, que resulta na formacao do lipidio Il. (EGAN;
ERRINGTON; VOLLMER, 2020)

Em uma etapa final o lipidio 2 é translocado através da membrana, onde
sera usado para compor o peptidoglicano (PAZOS; PETERS, 2019).

A sintese de uma nova molécula de peptidoglicano ocorre em reacfes
polimerizacdo de cadeias de glicano por glicosiltransferases (GTases) (Figura
2) e sua incorporacdo a novas cadeias pré-existentes por meio de ligacdes
cruzadas dos peptideos-tronco por transpeptidases(TPases) (Figura 2)(EGAN;
ERRINGTON; VOLLMER, 2020).

As bactérias coordenam a sintese de novas moléculas de peptidoglicano
com a reciclagem do peptidoglicano pré-existente. Essa reciclagem é importante,
pois gera materiais que podem ser acoplados a novas moléculas de
peptidoglicano (PARK; UEHARA, 2008).
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Figura 2: A biossintese do peptidoglicano pode ser dividida em tres etapas: sendo elas
a sintese do precursor, no qual o pentapeptideo é formado; a translocacdo, no qual o
pentapeptideo é translocado por carreadores para o espac¢o periplasmético no qual vai ser
adicionado a malha pré-existente de peptidoglicano; e por fim a polimerizacdo no qual ocorre
as reacles de transpeptidacéo e formacédo das ligacdes glicosidicas. Fonte: Adaptado de Egan
et al,.2020

2.3 Antibioticos inibidores de parede celular
Os farmacos inibidores da sintese da parede celular ttm sido amplamente

utilizados, uma vez que se mostraram bastante eficazes no combate de
infeccbes bacterianas importantes. Dentre os principais inibidores, estdo os
betalactamicos e os glicopeptideos (SANKAR, et al., 2017).

Os antibioticos inibidores de parede celular foram amplamente usados no
tratamento de infec¢des bacteriana ao longo do tempo, uma vez que mostram-
se bastante eficazes e seguros.Dentre os principais destacam-se 0s beta-
lactamicos e os glicopeptideos.

Os glicopeptideos sdo uma classe de antibiéticos inibidores de parede
celular, que tém como alvo as bactérias gram-positivas ligando-se ao terminal
acil-D-Ala-D-Ala do peptidoglicano em crescimento e assim interrompendo a
sintese do peptidogliciano (KANG; PARK, 2015).

No combate as bactérias super-resistentes, dos antibiéticos inibidores da
biossintese da parede celular, os glicopeptideos, foram um dos mais explorados.

Com o passar dos anos, algumas espécies de bactérias desenvolveram



resisténcia aos glicopeptideos, os levando o comprometimento do seu efeito
terapéutico (SHANKAR, 2016).

Com o desenvolvimento da resisténcia aos glicopeptideos uma nova
classe de medicamentos (glicopeptideos de segunda geracdo) foram
desenvolvidos. A telavacina € um semissintético da vancomicina aprovado para
0 uso clinico em 2009. Assim como a vancomicina, a telavacina se liga a porcao
terminal acil-D-Ala-D-Ala do peptidoglicano em crescimento interrompendo sua
sintese. Além disso, a telavacina tem outro mecanismo de acdo que é o de
causar a despolarizacdo da membrana celular bacteriana, causando uma
perturbacdo na membrana, tendo assim um duplo mecanismo de acao contra as
bactérias(DAS, 2017).

Os betalactamicos séo os antibidticos mais utilizados nos tratamentos de
infeccdes bacterianas, visto que inibem a biossintese da parede celular por
ligacdo as peptideoglicano transpeptidase presentes tanto em bactérias Gram-
positivas como Gram-negativas. Além disso, esta classe de antibidticos exibe
melhor atividade antibacteriana, propriedades farmacocinéticas e um amplo
espectro (BUSH; BRADFORD, 2016).

Além dos glicopeptideos e os betalactamicos outros antibioticos inibidores
de parede de celular bacteriana foram desenvolvidos, porém ndo se mostraram
tdo eficazes quanto aos antibiéticos ja disponiveis no mercado.

D-dicloserina € um antibiético atualmente usado para o tratamento de
tuberculose. Este por sua vez mimetiza a ciclico D-alanina inibindo a enzima D-
Ala-D-Ala-ligase (BATSON et al., 2017).

A fosfomicina foi descoberta em 1969 e teve seu uso clinico aprovado em
1996. A fosfomicina atua como um analogo do fosfoenolpiruvato que se liga a
MurA a inibindo e consequentemente, inviabiliza o processo de biossintese, uma
vez que causa enfraquecimento da parede celular e da atividade bacteriana
(DIJKMANS et al., 2017).

Outros compostos como tunicamicina, liposidodomicinas e mureidomicina
foram relatados como principios ativos inibidores da MraY, a qual tem influéncia
direta no estagio da biossintese da parede celular. No entanto, esses
medicamentos (principalmente a tunicamicina) apresenta baixa seletividade e
também atua contra a biossintese de glicoproteinas em humanos (HERING et
al., 2018).



3. Objetivos
3.1 Objetivo principal:
Produzir uma reviséo bibliogréfica sobre novos antibiéticos inibidores de

parede celular bacteriana.

3.2 Objetivos especificos:
Descrever as moléculas utilizados como antibiéticos que atuam contra a

biossintese da parede celular bacteriana
Apresentar novos candidatos a antimicrobianos inibidores da biossintese
de parede celular bacteriana.

4. Justificativa:
Os antibidticos diminuiram mundialmente as taxas de morbidade e

mortalidade associadas a infec¢des bacterianas. Entretanto, 0 mau uso desses
farmacos acelera o processo natural de resisténcia das bactérias contra os
antibidticos. A resisténcia bacteriana representa um risco a qualidade de vida
conquistada ao longo dos anos com o0 avanco da farmacia e da medicina. Além
disso compromete o orcamento dos sistemas de saude, sejam eles publicos ou
privado e intensifica outro problema de saude publica de grande relevancia: as
infeccdes hospitalares.

Portanto, se faz necessario uma revisdo e apresentar oS possiveis
candidatos a farmacos antimicrobianos, que estdo sendo pesquisados ao redor

do mundo.

5. Metodologia:

A selecdo de artigos abordando a tematica “antibiéticos e inibidores de
parede celular bacteriana” foi realizada na base de dados PubMed com o os
termos de buscas “((Antimicrobial) AND (Inhibithors of cell wall))”. Os critérios de
inclusdo usados para a selecdo dos artigos foram publicacées que tinham um
nome de classe ou nome de molécula no titulo ou no resumo e ter como alvo a
parede celular das bactérias. Os critérios de exclusdo foram publicacdes anterior
ao ano de 2016, estudos de revisdo, uso de mais de uma classe de antibidtico e

uso em micobactérias.



6. Resultados
6.1 Selecao dos artigos
O termo de busca usado para pesquisa no Pubmed no dia vinte de abiril

de 2021 e apresentou como resultado2347 artigos. ApOs critérios de
elegibilidade 25 artigos passaram para a fase de leitura.
Busca no Pubmed 20 de abril 2021:
((Antimicrobial) AND (Inibithors of cell wall))
2347 artigos encontrados

Selecionados artigos a partir de 2016:

471 artigos encontrados

Artigos selecionados apds leitura de
Titulo/Resumo:

25 artigos

Artigos selecionados apds leitura completa:

18 artigos

Figura 3: Identificagao, selecao e elegibilidade dos artigos do farmaco

6.2 Caracteristicas e moléculas selecionadas pelos artigos
Os artigos selecionados apresentam grande variedade de alvos

moleculares, metodologias e bactérias.Dez artigos testaram o efeito
antimicrobiano in vitro em ambas bactérias Gram-postivias e Gram-negativas, 4
testaram apenas em Gram-positivas, somente um testou em apenas Gram-
negativas e 3 nao fizeram testes in vitro. Essas informacdes estdo descritas na
(Figura 4).

Os 18 artigos selecionados, tiveram como alvo algum componente da
parede celular bacteriana ou alguma enzima presente em sua biossintese.
Dessas 18 publicagfes, 4 tinham como alvo as enzimas Mur, 4 a enzima G-6-P,
2 as enzimas UppS, todas as demais enzimas tiveram apenas 1 artigo cada.
Essas informacgfes estdo apresentadas no (Figura 5).
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Todas as informacdes estao sintetizadas na tabela.

Testes in vitro

ARTIGOS

Gram-positiva Gram-negativa Ambos Gram Sem testes in vitro
negativa e positiva

Figura 4:Gréfico sobre o uso das bactérias nos testes in vitro dos artigos. Fonte: Proprio autor

Alvos moleculares

ARTIGOS

Figura 5:Grafico com os alvos moleculares usados nos artigos. Fonte: Préprio autor



Titulo

Objetivo

Nome da
molécula

Testes in
vitro

Alvo

molecular

Atividade
antimicrobiana

Mur ligases
inhibitors with
azastilbene scaffold:
Expanding the
structure—activity
relationship

Catalytic
Mechanism and
Covalent Inhibition
of
UDP-N-Acetylgluco
samine Enolpyruvyl
Transferase (MurA):
Implications to the
Design of Novel
Antibacterials

Autor Ano Pais do
trabalho

Sintetizar e
relatar de
inibidores
Martina Esloveni de Mur
Hrast, et 2021 a ligases
al usando
derivados
de
azastilbene
Levente Sintetizar
M. . novos
Mihalovits 2019 Hungna i iiores
, etal de MurA

Derivado de
azastilbeno

Derivados de
oxirano,
ogivas de
halocetona e
aceitadores
de Michael

E.Colie S.
Aureus

Nao foi feito
testes in
vitro

Enzimas Mur

MurA

As moléculas
testadas
inibiram as
enzimas, sendo
gue algumas
moléculas
inibiram mais de
uma enzima

Houve inibicdo
e ligacao a
enzima



MurB as a target in
an alternative
approach to tackle
the Vibrio
cholerae resistance
using molecular
docking and
simulation study

Elucidating the
inhibition of
peptidoglycan
biosynthesis in
Staphylococcus
aureus by
albocycline, a
macrolactone
isolated from
Streptomyces
maizeus

Avaliar a
MurB da
AU e
Ragunath 2017 India
testar
an, et al .
possiveis
inibidores
fitoquimicos

Avaliar
atividade
inibitoria da
albociclina
extraido de
Streptomyc
es

Guangfen
g Zhou et 2018 CStados
Unidos

al

Compostos
fitoquimicos

Albociclina

Vibrio
Cholerae

S.Aureus e
E.Coli

12

Foi identificado
fitoquimicos
MurB com atividades
inibitérias da
Murb

A Albociclina
apresentou
MurA atividade
antimicrobiana



Naringenin
derivatives as
glucosamine-6-phos Sintetizar P. mirabilis,
phate synthase derivados P.
inhibitors: synthesis, Amit da - aeruginosa,
antioxidants, Lather, et 2020 India  naringenina EZ;:\rllldgr?ir?: S. aureus,
antimicrobial, al como 9 E. coli, C.
preservative inibidor da albicansand
efficacy, molecular G-6-P A. nige
dockingand in silico
ADMET analysis
Naringin derivatives
as
glucosamine-6-phos Avaliar se P.mirabilis,
phe}te_ . : derivados P.
synthase inhibitors A : de Analogos da aeruginosa,
based Latheret 2020 India . 2
Dreservalives and al _narginina narginina S. aureus,
inibem G-6- E. coli, e A.
P nige

their biological
evaluation

13

Os derivados da
naringenina
G-6-P exibiram
inibicdo da G-6-
P

Os analogos da
G-6-P narginina
inibiram a G-6-P



The rational design,
synthesis, and
antimicrobial
investigation of 2-
Amino-
4-Methylthiazole
analogues inhibitors
of GIcN-6-P
synthase

Virtual Screening of
Novel Glucosamine-
6-Phosphate
Synthase Inhibitors

Abdelsatt
ar M.
Omar, et
al

Arébia

2020 Saudita

Amit
Lather, et
al

2018 India

Sintetizar
analogos
de 2-amino-
4-metiltiazol
e avaliar
atividade
antimicrobia
na

Sintetizar e
avaliar
atividade
antimicrobia
na de
inibidores
de G-6-P
sintase

Analogos de
2-amino-4-
metiltiazol

Candidatos a
inibidores
retirado de
biblioteca
virtual

Staphyloco
ccus
aureus
, Bacillus
subtilis e
Micrococcu
S,
Escherichia
colie
Pseudomon
as
aeuroginos
a

N&o foram
feitos testes
in vitro

G-6-P

G-6-P

14

Uma das
moléculas teve
boa atividade
antimicrobiana

Foram testados
moléculas para
inibir da G-6-P e
podem vir a ser
testados como
antimicrobianos



Discovery and
Characterization of
a Class of Pyrazole

o Nestor
Inhlbltor_s of Concha et
Bacterial al
Undecaprenyl
Pyrophosphate
Synthase
Isoprenoid
Biosynthesis Janish
Inhibitors Targeting  Desali, et
Bacterial Cell al

Growth

2016

2016

Estados

Unidos

Estados
Unidos

Avaliar
novos
inibidores
de Upps

Sintetizar
novos
inibidores
de FPPS e
UPPS

Moléculas
criadas por a
partir de
banco de
dados

Bifosfonatos,
hidroxifosfon
atos e

dihidroxiacido

S

S.
aureus,S.
pneumonia
e, S.
pyogenes,
M.
catarrhalis
H. inf
luenzae,K.
pneumonia
e E.coli,P.
aeruginosa,
A.
baumannii
S. aureus,
B. subtilis,
E. coli,
Acinetobact
er
baumannii,
Klebsiella
pneumonia
ee
Pseudomon
as
aeruginosa

15

Dois candidatos
a inibidores da
Upps foram
identificados e
tiveram sucesso
em inibir a Upps

UppS

Descoberta de
um novo alvo
para novos
antibidticos e
boa inibicao da
Upps

Upps e Fpps
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Sintetizar
C analogos Os compostos
Synth§3|_s,_l§|net|cs do Lipideo ~ se ligaram a
and inhibition of Estados A para Analogos do N&o foram Heptosiltransfe Heptosiltransfer
Escherichia coli Noreen K. 2018 ) Y alog feitos testes P P .
Unidos  inibidores Lipideo A o rase | ase | porém
Heptosyltransferase Nkosana, da in vitro com inibicao
| by : etal Heptosiltran fraca
monosaccharide Sferase |
analogues of Lipid A
Discovery of
(phenylureldq)p|perl Sintetizar , Foi identificado
dinyl benzamides as fenilureido) Moléculas e 0S
PITETEETTE WIS Esloveni iperidinil SEHETEIMI comq ostos de
inhibitors of Borisek, 2018 a bgnpzamidas s usando S.Aureus Autolisina E feniIFl)Jreido e
bacterial autolysin E et al ue inibam triagem ligam a
from que ini virtual gan
autolisina E Autolisina E
Staphylococcus
aureus
Sintetizar
. peptideos a Foram
Structural studies of . partir do . > identificados
Staphylococcus Saima . veneno do Peptideos do Varias
. Paquist moleculas
aureus Sortase Younis,et 2019 50 carqc_ol_ cone veneno do cepas de Sortases capazes de
inhibiton via Conus al e 'nt'b[f as caracol cone bactérias iﬁibir as
; proteinas
venom peptides Sorteases das Sortases

bactérias



Hydrophobic
substituents on
isatin derivatives
enhance their
inhibition against
bacterial
peptidoglycan
glycosyltransferase
activity

Structure-based
design of bacterial
transglycosylase
inhibitors
incorporating
biphenyl, amine
linker and 2-alkoxy-
3
phosphorylpropano
ate moieties

Yong

Wang, et 2020 China
al

Jul-¥Yin 5518 Taiwan
Yu, et al

Desenvolve
r |n|bd|céores Derivados da
. a Isatina
glicosiltrans
ferase
Série de
. _ compostos
Sintetizar i
o e de 2-alcoxi-3
deTgase a0 ligados
por bifenil

S. aureus,
B. subtilis e
E. coli

Staphyloco
ccus

fosforilpropan aureus e A.

baumannii

17

Algumas
moléculas
testadas
tiveram sucesso
em inibir a
enzima

Glicosiltransfer
ases

Alguns dos
compostos
sintéticos
exibiram m
atividade
inibitoria
modesta

Tgase



1-(2-
Hydroxybenzoyl)-
thiosemicarbazides
are promising
antimicrobial agents
targeting D-alanine-
D-alanine ligase in
bacterio

In-silico designing,
chemical synthesis,
characterization and
in-vitroldentification
of potential
inhibitors for
Penicillin
binding protein
(PBP) from
Staphylococcus
aureus

Alice
Ameryckx 2018 Bélgica
, etal

Langeswa

ran P
Kulanthai 2018 India

vel et al

Sintetizar e
avaliar
inibidores
da
D-Ala-D-Ala
ligase

Identificar
Novos
inibidores
para a
proteina de
ligacéo a
penicilina

2-
hidroxibenzoll
)-4fenil-3-
tiosemicarba
zida

Moléculas
retiradas de
banco de
dados apés
triagem
virtual

S. aureus e
E. faecalis

Staphyloco
ccus
aureus

D-ala-d-ala
ligase

Proteina de
ligacao a
penicilina

18

Varios
compostos
apresentaram
atividades
antimicrobianas
promissoras

As moléculas
testadas
inibiram a

enzima



Structures of the
Peptidoglycan
N-Acetylglucosamin
e Deacetylase
Bc1974 and Its
Complexes with
Zinc Metalloenzyme
Inhibitors

Petros
Giastas,
et al

2017

Grécia

Identificar
possiveis
inibidores
da
Peptidoglic
ano N-
acetilglucos
amina
desacetilas
e e avaliar
as
conformacd
es
estruturais
que
possam ser
usadas
para
sintese de
novos
antimicrobia
nos

Moléculas
baseadas na
cristalizacao
da proteina
Peptidoglican
o0 N-
acetilglucosa
mina
desacetilase

Bacillus
Cerus

Peptidoglicano
N-
acetilglucosam
ina

19

Demonstrou

possiveis

canditados a

inibididores

dessa enzima
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7. Discussao
Todos os artigos usados usaram docking molecular para avaliar a ligacao

de uma molécula com a proteina alvo. E de suma importancia conhecer as
porcdes da enzima que a molécula se liga, tipo de ligacdo e distancia entre seus
ligantes para assim avaliar possiveis modificagdes que podem ser feitas nas
moléculas. Além disso, alguns artigos fizeram testes in vitro que apresentaram
resultados mais confiaveis que somente com 0s testes computacionais.

7.1 Inibidores da enzima Mur
As enzimas ou ligases Mur sdo responsaveis pela etapa inicial da

formacado do peptideoglicano presente na parede celular das bactérias. Como
séo enzimas ausente em mamiferos se tornou entéo alvo de pesquisa de novos
antibidticos. Existem varios tipos de enzimas Mur sendo elas:
MurA,MurB.MurC.MurD,Murg,MurF.

No trabalho de Martina Hrast e colaboradores (2021) foi sintetizado uma
serie de moléculas derivadas do estilbeno e foi avaliado sua capacidade de
inibicdo das enzimas Mur( MurC — MurF) e sua efetividade in vitro. Sua ideia era
desenvolver uma molécula que inibisse varias enzimas Mur diferentes tentando
uma ligacéo na regido que todas as enzimas tem em comum. O resultado obtido
foi que a maioria das moléculas inibiu satisfatoriamente 3 ou mais enzimas. Além
disso uma das moléculas inibiu os 4 tipos de enzimas testadas. Porém, nos
testes in vitro exibiram baixa atividade antimicrobiana, que provavelmente se
deve a baixa penetracao no citoplasma da bactéria.(HRAST et al., 2021)

No estudo de Adhithya Ragunathan e parceiros (2018) o obijetivo foi inibir
a biossintese da parede celular da bactéria Vibrio cholera .Para isso foram
usados 20 compostos fitoquimicos para inibir a enzima MurB. Dentre esses 20
fitoquimicos, 3 apresentaram alta afinidade pela enzima. Foi revelado também
gue o fitoquimico quercetina formou um complexo quercetina-MurB que € mais
estavel que a MurB sozinha. Esses resultados mostraram que a quercetina ou
derivados de quercetina podem ser usados para serem inibidores de MurB no
futuro (RAGUNATHAN; MALATHI; ANBARASU, 2018).

Ja no trabalho de Guangfeng Zhou e sua equipe (2018) averiguou-se o
mecanismo de inibicdo da albociclina, um produto natural sintetizado por cepas

de Streptomyces maizeus. Neste trabalho avaliou a liga¢éo da albociclina com a
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enzima MurA e sua possivel atividade antimicrobiana. Em bactérias gram-
positivas foi apresentado atividade antimicrobiana, porém em bactérias gram-
negativas nao foi apresentado atividade. Guangfeng e sua equipe concluiram
gue se a albociclina chegar a testes clinicos, ela deve ser usada como
medicamento de espectro estreito. No teste de docking molécular com a MurA,
comprovou-se que a albociclina inibe a MurA, porém de maneira fraca, mas
suficiente para alterar a regulacdo e biossintese do peptideoglicano (ZHOU,
2018).

No estudo de Levente Mihalovits (2019) o objetivo era estudar moléculas
gue inibiam a enzima MurA e que essa inibicdo ocorra usando uma ligacao
covalente com a cisteina 115 da enzima. Esse mecanismo de inibicdo também
€ usado no unico medicamento aprovado que inibe a MurA, que é a fosfomicina.
Seus resultados foram que trés grupos de compostos foram testados, sendo
eles, derivados de oxirano, ogivas de halocetona e aceitadores de Michael.
Essas moléculas sdo consideradas pequenas e se ligaram covalentemente a
cisteina 115 da enzima.

7.2 Inibidores da Glucosamina-6-Fosfato-Sintase
A G-6-P € uma enzima existente nas bactérias que catalisa a primeira

etapa da biossintese dos acUcares do peptidoglicano. Essa enzima também esta
presente em mamiferos, porém foi comprovado que a inibicdo rapida dessa
enzima é letal para 0s microrganismos, enquanto que nos mamiferos essa
inibicdo curta ndo é danosa (LATHER; SHARMA; KHATKAR, 2018).

No trabalho de Lather (2018), foi pesquisado em banco de dados
moléculas inibidoras de G-6-P e avaliado sua ligacdo com a enzima usando
docking molecular. No total 36 moléculas encontradas na literatura foram
testadas e tiveram sua ligacdo com a enzima avaliada. Além disso foi avaliado a
carcinogenicidade das moléculas, sua ligacdo a proteinas plasmatica. Seu
resultado mostrou que as moléculas tem diferentes sitios de ligagdo com a
enzima e que podem ser explorados em futuras pesquisas. (LATHER; SHARMA;
KHATKAR, 2018)

Um estudo foi feito por Abdelsattar (2020) sobre analogos de 2-amino-4-
metiltiazol e sua atividade antimicrobiana. Foi determinado que esses analogos
eram muito mais efetivos e seguros que alguns medicamentos no mercado. O

mecanismo de a¢éo dessas moléculas é a inibicdo da G-6-P e o rompimento da
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parede celular bacteriana. Além disso, seus resultados in vitro mostraram que
nenhum dos compostos sdo téxicos para as células humanas (OMAR et al.,
2020).

Em outros 2 estudos de Lather e colaboradores (2020) foi pesquisado o
uso de analogos da naringina e da naringenina. Seus estudos foram avaliados
para uso como conservantes de alimentos, porém seus estudos podem ser
usados para uso como antibiético no futuro. Foi feito docking molecular dos
analogos da naringina e da naringenina e seu resultado de ligacdo a molécula
G-6-P foram satisfatérios, porém foi percebido que mesmo as moléculas sendo
parecidas entre si, se ligaram a diferentes sitios da enzima. Nos testes in vitro a
naringina e a naringenina exibiram atividade antimicrobiana contra bactérias
gram-positivas e gram negativas. Aléem disso, a naringenina exibiu atividade
microbiana mais forte que de medicamentos no mercado(LATHER; SHARMA,
KHATKAR, 2020b, a).

7.3 Inibidores da Undecaprenil pirofosfato sintase
A Undecaprenil pirofosfato sintase € a enzima que condensa moléculas

de isopentenil pirofosfato com farnesil pirofosfato para formar C55 - pirofosfato
de undecaprenil. O C55 — pirofostafo € o precursor do undecaprenil fosfato que
€ essencial para o transporte dos componentes do peptideoglicano.Como se vé
0 Upps € essencial para manutencao e biossintese da parede celular bacteriana
, logo foi visto como interessante alvo para novos antimicrobianos(CONCHA et
al., 2016).

No trabalho de Nestor Concha e colaboradores (2016), foi observado que
a maioria dos candidatos a inibidores de Upps tinham uma porcéo hidrofébica
gue se ligava a parte hidrofébica da enzima. Algumas dessas moléculas ainda
possuiam uma porc¢ao polar para se ligar ao pirofosfato presente no Upps. Porém
Concha e sua equipe usaram uma biblioteca com pequenas moléculas
codificadas por DNA, para identificar moléculas que podiam agir como inibidores
de Upps. Eles identificaram pizaroles substituidos que podiam ser usados como
inibidores e ao testar in vitro e obsevar o docking molecular, foi observado que
dois pizaroles substituidos inibiram satisfatoriamente a Upps (CONCHA et al.,
2016).

Ja no trabalho de Janish Desai e sua equipe (2016) varias moléculas

foram sintetizadas de grupos diferentes para inibir as enzimas da familia
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isoprenoide e inibir o crescimento bacteriano.Para isso, varias moléculas foram
sintetizadas como bifosfonatos, hidroxifosfonatos e dihidroxiacidos. Um dos seus
resultados foi a descoberta de uma nova enzima que pode ser usada como alvo
para antibiético, a enzima FPPS. Além disso, a enzima Upps também foi inibida
pelas moléculas e houve uma interrupgéo do crescimento bacteriano.

7.4 Inibidores de transglicosilase
A enzima transglicosilase (Tgase) catalisa as rea¢des de transglicosilagéo

necessarias para a biossintese da parede celular.(YU et al., 2018)

No artigo produzido por Jui-Yin Yu e sua equipe observaram na literatura
gue a moenomicina A (um pentassacarideo com uma porcao fosfoglicerato, um
moenocinol e uma cauda lipidica) € um inibidor da Tgase, porém nao é usado
como medicamento por causa da sua baixa farmacocinética. Com base nisso,
Yu e sua equipe sintetizaram moléculas que mimetizam as porcdes da
moenomicina A, poréem melhorando sua farmacocinética. Esses compostos
foram classificados como, 2-alcoxi-3-fosforilpropanoato ligados por bifenil. Ao se
analisar por docking molécular foi observado que os compostos interagem com
0 aspartato 145 e que a atividade da enzima aumenta, caso o ligante seja uma
amina terciaria e diminui se for uma amida ou um carbamato. Os resultados
mostraram também que as moléculas inibiram de maneira intermediaria da
Tgase e nos testes in vitro foi percebido atividade antimicrobiana contra as
bactérias (YU et al., 2018).

7.5 Inibidores de Sortase
Sortase sdo enzimas que tem a funcdo de catalisar a ancoragem de

proteinas de superficie na parede de peptideoglicano(YOUNIS; TAJ; RASHID,
2019).

No trabalho de Saima Younis (2019) e seu grupo foi avaliado o
desenvolvimento de um inibidor da Sortase A do Staphylococcus aureus. Na
época desse trabalho ja haviam desenvolvidos dois inibidores para a Sortase B
do Staphylococcus aureus. Younis e sua equipe entdo usaram toxinas peptidicas
para desenvolver um inibidor de Sortase A. Foi usado toxina peptidicas por
causa da sua grande diversidade e utilidade para desenvolvimento de novos
antibidticos e outros trabalhos ja mostraram toxinas peptidicas com atividade
antimicrobiana. A toxina escolhida foi o do caracol cone, pois ndo havia testes

usando os venenos desse animal. Do veneno, seis peptideos foram isolados que
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entdo foram analisados por docking molécular. Seu resultado revelou que 2
peptideos se ligaram fortemente a enzima sortase e inibiram sua atividade,
porém mais estudos pré-clinicos sao necessarios (YOUNIS; TAJ; RASHID,
2019).

7.6 Inibidores da proteina de ligacéo a penicilina
A enzima PBP catalisa a retirada da D-alanina do precursor do

peptideoglicano que € uma das etapas finais na sua biossintese. A inibicao da
proteina de ligacdo a penicilina causa danos na parede celular bacteriana,
causando sua futura lise (KULANTHAIVEL et al., 2018).

O trabalho de Langeswaran Kulanthaivel e seu pessoal analisaram a
estrutura das PBP e entéo fizeram uma busca de compostos compativeis em
varios bancos de dados. A triagem virtual foi feita usando o docking molecular
como critério para filtragem das moléculas. Além disso, foi feito uma comparagéo
com substancias ja usadas para inibir a PBP. O resultado desse trabalho foi que
5 moléculas foram escolhidas e foi determinado ao analisar o docking molecular
gue as regides nucléofilicas dessas substancias interagiram com o sitio catalitico
da PBP inibindo sua atividade (KULANTHAIVEL et al., 2018).

7.7 Inibidores da Heptosiltransferase |
A Hepl é a enzima responsavel por catalisar a adicdo do primeiro L-glicero

D-manno-heptose ao precursor do lipidio A. A molécula lipidio A € um
componente do lipopolissacarideo bacteriano, sendo esse ainda necessario para
a sobrevivéncia das bactérias. Sendo assim, a heptosiltransferase | se tornou um
bom canditado a alvo para novos antimicrobianos (NOREEN K. NKOSANA,
DANIEL J. CZYZYK, ZAREK S. SIEGEL, JOY M. COTE, 2016).

No trabalho de Noreen K. Nkosana e sua equipe foram sintetizadas
moléculas similares ao lipidio A. Essas moléculas foram classificadas como
monossacarideo aciladas e ao observar seu docking molecular foi visto que as
moléculas se ligaram a uma bolsa alostérica que nado havia sido descrita. Porém
as moléculas exibiram fraca inibicdo da enzima Hepl (NOREEN K. NKOSANA,
DANIEL J. CZYZYK, ZAREK S. SIEGEL, JOY M. COTE, 2016).

7.8 Inibidores de Glicosiltransferase

A proteina glicosiltransferase catalisa a transferéncia da porgéo

dissacarideo-peptideo do lipidio Il para a cadeia de glicano (WANG et al., 2020).
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O artigo produzido por Wang (2020) e sua equipe tratou de um trabalho
gue usou um inibidor de glicosiltransferase a base de isatina na qual foi
adicionado um grupamento hidrofébico. Com essa ideia em mente, 20
compostos foram sintetizados que foram testados por docking molecular e por
atividade antimicrobiana in vitro. O teste de docking molecular apresentou que
ao alterar a porcdo hidrofébica da molécula se altera a inibicdo, sendo que
guanto maior a cadeia hidrofébica maior a inibicdo. Nos testes in vitro se
observou que houve atividade antimicrobiana satisfatéria com um dos
compostos. Concluiu-se que as moléculas inibidoras de glicosiltransferase tem
gue ser anfifilicas para se ligar a por¢cdo hidrofébica e a porcao hidrofilica da
enzima (NOREEN K. NKOSANA, DANIEL J. CZYZYK, ZAREK S. SIEGEL, JOY
M. COTE, 2016).

7.9 Inibidores da D-ala-D-ala-Ligase
A enzima D-ala-D-ala ligase participa da etapa inicial da sintese do

peptideoglicano. A Ddla catalisa a formacdo do UDP-N-acetiimuramoil
pentapeptideo, precursor do peptideoglicano(PAZOS; PETERS., 2019).

No trabalho apresentado por Alice Ameryckx e sua equipe propuseram
desenvolver novos inibidores para Ddla, pois o uUnico no mercado, a D-
Cicloserina tem atividade antimicrobiana, porém possui efeito neurotoxico. Este
trabalho apresentou novos mecanismos de inibicdo e novos inibidores de Ddla.
As moléculas usadas foram as da biblioteca interna do laboratério e entéo foi
selecionado a molécula 2-hidroxibenzoil) -4fenil-3-tiosemicarbazida, no qual a
literatura ja havia mostrado fraca atividade antimicrobiana, mas sem o
mecanismo de acdo. A molécula e seus analogos entdo foram analisados por
docking molecular e sua atividade antimicrobiana in vitro. O docking molecular
revelou que um ligante 2-hidroxi e um ligante tiosemicarbazida foram capazes
de interromper o crescimento bacteriano. Além disso parecia que a presenca de
um grupo halogénio no fenil na parte direita da molécula é beneficial a atividade
antimicrobiana. Os testes in vitro revelaram boa atividade antimicrobiana contra
bactérias gram-positivas.

7.10 Inibidores de Peptidoglicano N- acetilglucosamina desacetilase
As proteinas peptidoglicano N-acetilglucosamina desacetilase tem a

funcao de desacetilar a camada de PG paraimpedir sua destruicao pela lisozima.
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Essa mudanca torna a parede celular mais catidnica e impede a ligacao
eletrostatica com a lisozima também catidénica(GIASTAS et al., 2018).

No artigo produzido por Petros Giastas e seu grupo foi analisado a
estrutura da enzima peptidoglicano N-acetilglucosamina desacetilase do Bacillus
cereus para também se ter uma idéia dessa enzima no microorganismo Bacillus
anthracis. Além disso, também foi testado possiveis candidatos a inibidor dessa
enzima. Neste trabalho foi feito primeiramente a cristalizacdo da proteina para
determinar sua estrutura e nesse experimento foi determinado a presenca de
zinco na enzima. Com a determinagcao da estrutura, testou-se 25 compostos e
entdo analisados por docking molecular, que determinou que 0s compostos
acidos hidroxamico foram os melhores inibidores da molécula. Além disso, foi
concluido que um anel aromatico atacando a zona quelante do zinco na enzima
€ importante para conseguir a inibicAo(GIASTAS et al., 2018).

7.11 Inibidores da Autolisina
As autolisinas tem a funcao de catalisar a degradacéo de partes da parede

celular bacteriana que estejam inativadas. Aléem disso, foi demonstrado que
algumas autolisinas tém o papel de ocultar as bactérias por meio da destruicéo
de proteinas que detectam o PG(BORISEK et al., 2018).

No trabalho de Jure Borisek e sua equipe usando a estrutura da autolisina
do Staphylococcus aureus que foi determinada por eles proprios em trabalhos
anteriores. Desenvolveu-se novos candidatos a inibidores da AtlE. Para ajudar
na triagem virtual das moléculas a serem testadas, usando quimica
computacional, a AtlE foi divida em trés unidades para se visualizar as regides
de ligacéo. O grupo de Borisek escolheu trabalhar com a ligacdo de moléculas
na regido central da enzima, que é a regido mais proxima ao sitio catalitico. A
triagem virtual determinou 10.000 moléculas capazes de se ligar a regido central
da enzima. Com isso a andlise de ligantes e orientacdes espaciais dessas
moléculas foi usando docking molecular, no qual 41 compostos deram resultados
satisfatorios. Desses 41 compostos, 16 eram (fenilureido) piperidinil benzamidas
gue se mostraram bastante satisfatérios na ligacdo com a AtlIE e ndo estavam
presentes na biblioteca inicial de compostos de Borisek e sua equipe. Conclui-
se que essas moléculas podem abrir o caminho para o desenvolvimento de
inibidores da AtIE (BORISEK et al., 2018).
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8. Concluséao
Portanto, ao concluir essa revisdo sobre se ha o desenvolvimento de

novos inibidores para a parede celular, observa-se que existem novas moléculas
sendo sintetizadas e testadas ao redor do mundo para a inibir a biossintese,
desestabilizar componentes e interferir na viruléncia bactéria. Foi visto que a
maioria dos artigos buscou inibir a biossintese da parede, pois € o mecanismo
mais usado em antibiotico que ja estdo no mercado.

Os compostos sintetizados, desenvolvidos, pesquisados e analisados
tiveram atividade antimicrobiana e ou capacidade de inibir sua enzima alvo, o
gue é um bom sinal para que no futuro essas moléculas possam ser usadas.
Além disso, a grande maioria das moléculas foi testada em ambas bactérias
gram-positivas e gram-negativas mostrando que sdo moléculas de amplo
espectro. Nenhuma dessas substancias estdo em testes clinicos.

O docking molecular provou-se ser a ferramenta mais utilizada para
desenvolver novos antibidticos e espera se que com o desenvolvimento dessa
técnica veremos ainda mais moléculas que possam agir como inibidores da
parede celular.

As organizacoes de saude necessitam de novos antibiéticos, a evolucéo
das bactérias estd mais rapida que o surgimento e desenvolvimento das
moléculas inovadoras, porém pesquisas estdo acontecendo ao redor do mundo
e novos marcadores e moléculas sdo testadas diariamente. A era pos antibiético

esta no fim, mas ja ha pistas de como comecar uma proxima.
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