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Inhibicion de la sintesis de
acidos nucleicos



Antimicrobianos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos

® Inhibicion de la DNA girasa c DNA and RNA replication

Quinolonas

e e . RNA polymerase
* Inhibicidn de la RNA polimerasa

Rifampicina

e|Inhibicidn de la sintesis de precursores

Sulfamidas
Trimetoprima

d Folate metabolism DNA
synthesis
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Inhibicion de la replicacion del DNA a través de las enzimas que controlan
el super-enrollamiento: girasa y topoisomerasa

Hacen cortes transientes en
Stabilize Break Reseal break
poentwe node back segrment S _onfrontside © front side el ADN sustrato y pasan el
ADN a ser relajado a través
de ese corte y luego religan
las hebras.
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Antimicrobianos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos

Bloguean la reaccién de superenrollamiento 8 -
dependiente de ATP catalizada por la girasa Y COOH Q N
bacteriana (topoisomerasa Il) o Topoisomerasa IV. e | l ~

. . L : CHy ¥ N g
Inhiben selectivamente el dominio ligasa (subunidad : CoHg N N A

A) estabilizando el intermediario covalente entre la
enzima y el DNA cortado. Esto inhibe la sintesis de

ADN e induce la respuesta SOS. Tienen efecto No afectan la estructura de cromosomas humanos
bactericida.
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Aminoglycoside




RESISTENCIA

Resistencia a quinolonas:

Modificacion del sitio blanco

Mutaciones puntuales de subunidad A de DNA Girasa
Disminucion de la permeabilidad

Disminucion de la expresion de porinas, que limita el ingreso del antibidtico
Disminucidn de la concentracion

Sistemas de expulsion



RESISTENCIA

Resistencia a quinolonas: disminucion de la concentraciéon

Mutaciones puntuales de transportadores que causen una disminucidn del ingreso o un
aumento de la expulsion de la droga.
Por adquisiciéon de genes que codifican bombas de eflujo.

Gram negativas Gram positivas
ABC transporter super-family ABC transporter super-family

g g ATP g g
MacA \ LmrA l
H* -é- TolC > Macrolides = > Many drugs
. ’ ADP+P,
ADP+P, MacA

MATE family
RND family
& § Aminoglycosides
Na* (H') > Fluoroquinolones
» < Cationic drugs
Ach 2 9
ToIC > Many drugs § §
SMR family

Acriflavine
2 Benzalkonium

e GacC___|
R W Cetrimide
mrB el Nalidixic acid -

TolC ~ Novobiocin MSF
-E Emra S5 a a Acriflavine
Benzalkonium

v

Inner Periplasm  Outer H*¢ QacA gﬁ:m::id‘?d.
. p ornexiaine
membrane membrane H S
Tipos de transportadores de antimicrobianos
1) ABC: ATP-binding cassette 2) MSF: major facilitator superfamily
3) SMR: small multidrug-resistance 4) RND: resistance-nodulation-division

5) MATE: multidrug and toxic compound extrusion



Antimicrobianos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos

Rifampicina:
Es un antimicrobiano semisintético derivado del producto de Amycolatopsis rifamycinica (previamente

conocido como Streptomyces mediterranei). Macrociclo: cadena alifatica uniendo dos centros de un

naftaleno sustituido.

Se une de modo no covalente a la subunidad B de la
ARN polimerasa bloqueando la sintesis del mRNA.
Bactericida. Las RNApol eucariotas son 100 veces

menos sensibles.
Es util en el tratamiento de la Tuberculosis, en

tombinacion con drogas antituberculosas, como _ N K/
H M
Isoniazida (inhibe la sintesis de lipidos de

Mycobacterium tuberculosis) y Etambutol.

2 Nl
5

También se usa en combinacidn con esta drogas para el tratamiento de la Lepra

RNA polimerasa
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RESISTENCIA

Resistencia a Rifampicina : Modificacidn del sitio blanco

Mutaciones puntuales de subunidad B RNA Pol: Las mutaciones H451D/Y/R debilitan la
capacidad de unidén de la polimerasa de Mycobacterium tuberculosis a la Rifampicina

La resistencia se desarrolla rapidamente si se usa como Unico agente.

10:

OH OH

Zhang et al (2019). Front. Chem. 7:819



Antimicrobianos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos

Inhibicidon de la sintesis de precursores: Sulfamidas

Descubiertas por Gerhard Domagk (1932) mientras
buscaba colorantes para teflir Staphylococcus aureus. Un
colorante rojo (Prontosil Rubrum) protegia a ratones y

conejos contra dosis letales de estafilos y estreptococos

0 Or. Garhiard F.J. Domaghk
H,H N=N—®—NH;
0

hemoliticos.




Antimicrobianos que inhiben la sintesis de acidos nucleicos

Sulfamidas

Sulfanilamide p-aminobenzoic acid

oH o) COOH
_~ N Il |
N = CH— N C—N—=CH
I : " L
H;N \N N/ e

PABA CH, Ac. glutamico
Pteridina |

Folic acid COOH

Relacién estructural entre la sulfanilamida y el acido folico

Andlogos del PABA, antagonistas competitivos en la sintesis
del acido félico bacteriano.

Inhiben la dihidropteroato sintasa, necesaria para la
incorporacion del PABA al acido dihidropteroico.
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Antimicrobianos que inhiben |

Trimetroprima

Al inhibir la DHFR bloquea el reciclado
de las coenzimas de folato, de

dihidrofolato a tetrahidrofolato.

Se impide la formacion de
metilentetrahidrofolato y la sintesis de
desoxitimidilato, esencial para la
sintesis de ADN.

La enzima humana es 60000 veces menos

sensible que la bacteriana

d Folate metabolism

[Dihydropteroate
synthase

GTP === === Dihydropteroate = =—

a sintesis de acidos nucleicos

Serine Giycine

Serine
Hydroxymethyl

O H Transferase
M
N-R
J\HL T
HoN” °N” N
= H

Tetrahydrofolate

N-F
HN |
/L‘\‘ﬂ

CHNT ONT N

N°, N'O-Methylene-Tetrahydrofolate

\

* Trimethoprim

T

* Sulfamethoxazole

Tetrahydrofolate

dumP
. Thymidylate
NADP® gt DN Synthase
ADPH i N R
N
e
—
HaNT N7 N
Dihydrofolate
O COOH
N
H
DNA
synthesis
Dihydrofolate dTMP ==p- dTTP
| Dihydrofolate
lreductase

dUMP



RESISTENCIA

Resistencia a sulfonamidas y trimetroprima

Sulfonamidas: mutaciones en el gen folP, que codifica para la dihidropteroato sintasa,
resultando en una menor afinidad del antibidtico por la enzima mutada.
Otros mecanismos incluyen la sobreproducciéon de PABA y alteraciones en la

permeabilidad de la membrana celular.

Trimetoprima: reduccion en la permeabilidad celular, sobreproduccion de la enzima
dihidrofolato reductasa o producciéon de una reductasa de conformacion alterada con

disminucion de la afinidad por el antibidtico.



Antimicrobianos que generan dano en el ADN

Nitroimidazoles: Metronidazol

Es una pro-droga activada por reductasas del huésped a bajos potenciales redox o en condiciones de

anaerobiosis. Generan especies reactivas del oxigeno. Dana a las células al formar aductos con las
proteinas y los acidos nucleicos.

Utilizado para tratamiento de las infecciones provocadas por protozoarios y bacterias anaerdbicas y
microaerofilos (ej: Helicobacter pylori, Clostridium difficile, Clostridium perfringens)
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Antimicrobianos que interfieren con la
funcion de la membrana plasmatica



Membrane

Antimicrobianos que interfieren con la membrana celular

Polimixina B

Péptido catidnico (carga neta +5). Se une al LPS o a las cargas negativas de la membrana,
desorganizandola y generando cambios de permeabilidad y despolarizacion de la misma.
Relativamente téxicos, poca utilidad terapéutica.

L
$-a 8 e NHge

HN

N
NH SHNT 04\ e T/J\/
0 0 O HN o OH
Outer NH HN }\‘—f o

+HzN

Gramicidin S Oy~
(Peptidoglycan | M
Layer) HENME I\\
Polymyxin B1
Inner
Membrane

Resistencia: Mutaciones en genes involucrados
en el metabolismo del LPS, que reducen la carga
negativa (incorporacién de 4-aminoarabinosa)




Antimicrobianos que interfieren con la membrana celular

Daptomicina

Antibiodtico lipopéptido ciclico, producido por Streptomyces roseosporus.
Es bactericida, actua contra Gram (+).

En presencia de Ca*2 produce una rapida despolarizacion de la membrana, pérdida de K*y
muerte bacteriana, sin lisis celular.

0 O
H QHQ
g SR W,
H i
4 /CGNHr ohvmn A

N Cadena lateral lipofilica (acido
0 e decanoico)

o}
Q Cadena ciclica de 13 péptidos
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Mecanismo de accidon de daptomicina

En ausencia de calcio
la daptomicina
adopta una
estructura poco
anfipatica

Relacion molar 1:1
calcio a daptomicina
cambio de
conformacion y
oligomerizacion

14-16
moléculas
forman micela

En cercanias de la
membrana de la
bacteria el multimero se
disocia y la daptomicina
se inserta en la bicapa.
Hay una segunda
transicion estructural

La insercion de
daptomicina
produce un cambio
de curvaturade la
membrana

Las bacterias mueren
por perforacion de la
membrana, ya que
provoca
despolarizaciony
pérdida de K*



Antimicrobianos que interfieren con la generacion de ATP
Bedaquilina

Primer farmaco en el mercado que tiene como blanco a la ATP sintasa micobacteriana.
Bactericida. Tratamiento de la tuberculosis multirresistente.

El flujo de protones a través del dominio FO conduce a una rotacién de las subunidades cy
y del dominio F1. Esta rotacién impulsa la sintesis de ATP en el hexamero a3B3. El sitio de
union principal de bedaquilina se encuentra entre las subunidades a y c del dominio FO. La
bedaquilina inhibe la sintesis de ATP al bloquear el flujo de protones y los cambios
conformacionales posteriores.

H* periplasmic
H‘

Peneew

S e v g
SN

H*
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ADP l —_— cell death



Inhibicion de la sintesis de
proteinas



Sintesis de proteinas

A-site

— 505 subunit
305 subunit

INITIATION

ELONGATION

' Binding of charged
tRNA

—

(i)

Peptide bond
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L1

(#3

Peptide bond
formation

™ ™

TRANSLOCATION

Process confinues
until & stop codon
is reached



Antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas

® Que actuan sobre la subunidad 30S del ribosoma
b Protein biosynthesis Aminoglicésidos: Estreptomicina, Neomicina,
i ; Kanamicina, Gentamicina, Tobramicina, Amikacina
Tetraciclinas: Doxiciclina, Tetraciclina

RNA

Ribosome N\ e Que actuan sobre la unidad 50S del ribosoma

Cloranfenicol
Macrolidos: Eritromicina, Azitromicina, Claritromicina
Lincosamidas: Clindamicina

eQue actuan sobre las aminoacil-tRNA sintetasas
Mupirocina

Aminoacil-tRNA
sintetasas

Mupirocina ‘




Antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas
Que actuan sobre la subunidad 30S del ribosoma

Aminoglicésidos

Son azucares complejos unidos por enlaces glicosidicos. Atraviesan la membrana
citoplasmatica por un mecanismo oxigeno-dependiente. Los grupos —NH, y -OH
interactUan con proteinas del ribosoma.

CHaNH
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0
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\SHO O /OH ZH 4 MH CH
3
O OH MH = HO e
HyCtH/ O
\ MH 2 Bk 5
OH Tuhramycin O
Dr. Selman A, Waksman ~ CoHagN504, *3H,0,5 Hah
Hpid HO OH
. . . HO o 2
La estreptomicina fue aislada en 1944 e o OH
por el Dr. Selman Waksman a partir de NH 2 NHz

O

Streptomyces griseus Amikacin e el G
H oH
i o QM
i
e oH



Antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas
Que actuan sobre la subunidad 30S del ribosoma
Aminoglicésidos
- Bloquean la formacion del complejo de iniciacidn

- Produce lectura errdonea del mensaje: proteina defectuosa

- El resultado final es la muerte de la bacteria, son bactericidas (causan muerte

bacteriana mediada por la produccién de radicales hidroxilo.

H
HoN
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0O H
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N
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OH CHs .

Estreptomicina
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La interaccion entre los aminoglicdsidos y el ribosoma causa errores de traduccién y mal
plegamiento de proteinas de membrana. La incorporacién de estas proteinas en la membrana
celular estimula la repuesta a estrés de envoltura y de estado redox, mediada por los sistemas de
dos componentes CpxAR y ArcAB, respectivamente. La activacion de estos sistemas perturba el
metabolismo celular y el potencial de membrana, resultando en la formacién de radicales hidroxilo,

letales para la célula.



RESISTENCIA

Resistencia a aminoglicosidos
Modificacion de la droga: Kanamicina

HO

H2N O
ATP NH2
Adenilacion Fosforilacion
PP;
H H
OH . NH, OH . NH,
0 O HO O acetyI-CoA\ 0 O HO O
0 OH , Acetilacion 0 OH ,
HO / ' HO
NH2 NH2 CoA-SH O_P:O NH2 NH2
| o
NH> b, 20
i = HO
N
HN
o NN OH ~_N\H,
/ ; =i0) (@) HO O
OH OH OH  OH =%

NH> NH;



Antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas
Que actuan sobre la subunidad 30S del ribosoma

Tetraciclinas:

HsGC /CH3 F-Met
\
Hd F{g R3 HI H N
H
co
NH,
Tetracycline analo R R R R
FrEROR e 1 : 3 4 Tetraciclinas
Tetracycline H OH ©CH; H G G A U C
7-Chlortetracycline H OH CHy; Cl
(aureomycin) ARNM
5-Oxytetracycline OH O©OH CHy H

(terramycin)

Bloguean la insercion del aminoacil-tRNA al sitio A del ribosoma
La unidn es transitoria, por lo que su efecto es reversible: son bacteriostaticos.

Debido a que su caracter hidrofébico facilita su difusion a través de membranas son utiles incluso
contra bacterias que viven como parasitos intracelulares.

Son antimicrobianos de muy amplio espectro actuan frente a Gram-positivas, Gram-negativas,
Rickettsia, Chlamydia, e incluso Mycoplasma.



Antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas

Que actuan sobre la subunidad 30S del ribosoma

El conocimiento del sitio de union e interaccidon del ATB con el blanco permite el disefo
racional de nuevos ATB. Es activa en presencia de Mg*?



RESISTENCIA

Resistencia a Tetraciclina:
Disminucion de la concentracion intracelular

Tetracycline
. ¢
B Glycylcyclines
i.'!!i i, I ycylcychi
Pieta Drug°

> — ::.‘;Z:"
[ ,-j:':'- {

Cuando la tetraciclina entra a la célula se une con alta afinidad a la proteina TetR, que
funciona como represor del gen de la bomba TetA (MFS), se sobreproduce y se inserta
en la membrana



Antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas

Que actuan sobre la subunidad 50S del ribosoma

Cloranfenicol:

Originalmente producido por Streptomyces venezuelae, actualmente se sintetiza
guimicamente.

o)
Il
C —CHCI;
H  NH
| |
O,N G —C — CHs0H
| |
OH H

« MRNA

Se une a la enzima peptidil transferasa en la subunidad 50S
Inhibe la formacidon del enlace peptidico. Detiene la sintesis de proteinas.
Es un agente bacteriostatico.



RESISTENCIA

Modificacion de la droga: Cloranfenicol
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Antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas

Que actuan sobre la subunidad 50S del ribosoma

Macrdlidos y Lincosamidas:

Distinta estructura, comparten el mecanismo de accion

Erythromycin

Clindamycin

I CHy
] |
H—?—m
CqHy cl— NH—CH

o

OH

oH 5CH,

OH

Inhiben la peptidil transferasa y la translocacién

Se detiene la sintesis de proteinas liberando prematuramente el peptidil tRNA.
Son bacteriostaticos.



RESISTENCIA

Resistencia a macrolidos

Inactivacion de la droga:
Glicosilacion del -OH del aminoazucar

Disminucion de concentracion intracelular:

H+

Bombas de
transporte ErmB
(SMR, Small
multidrug family)

substrate

Modificacion de sitio blanco:
Dimetilacion de residuo Adenina rRNA 23S
Mutaciones puntuales de rRNA o proteinas ribosomales

Dimethylation of
Adenine in 23S rRNA

'“\N/
-
kxN N
rRNA

23S rRNA:m>A2085



Antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas

Inhibicidon del ensamblado de los Ribosomas

2-Oxazolidona

Prevent
initiation and
block ribosome
assembly

mRNA

Previenen la iniciacion y bloquean el ensablado del ribosoma
Actua sobre bacterias Gram positivas

Es bacteriostatico contra estafilococos y enterococos pero bactericida contra
estreptococos

Es uno de los antimicrobianos recientemente descubiertos (Linezolid)



Antimicrobianos que inhiben la sintesis de proteinas

Inhibicion de aminoacil-tRNAsintetasas

Mupirocina:

Se une a la isoleucil-tRNA sintetasa del microorganismo, de manera que impide la
incorporacion de la isoleucina a las proteinas.

Bacteriostatico a bajas concentraciones y bactericida a altas concentraciones.



Evolucion de la resistencia en Staphyloccocus aureus

Staphylococcus aureus MRSA Penicillin 1946 Blaz
Bacteria Gram-positiva que
causa graves infecciones intra-
hospitalarias (1970) y en la
comunidad (1990)
Methicillin 1961 MecR-Mecl-MecA

Vancomycin 1986 VanH-VanA-VanX

Mutaciones en
ARNTr, proteinas

Necesidad de nuevos ATB Zyvox 1999 ribosomales L3 o
(?i’nezolid) L4, o Cfr

y huevos blancos metiltransferasa




Nuevos sitios blanco de accion?

Decoracion de la superficie celular: Durante la sintesis de |la pared en bacterias
Gram positivas las proteinas de superficie son clivadas y unidas covalentemente al
peptidoglicano por sortasas (enzimas que estdn ancladas en la membrana celular).
En los patogenos hay multiples sortasas con especificidad para diferentes grupos
de proteinas. Estas proteinas son importantes para la virulencia, infeccion vy
colonizacidén. Son facilmente accesibles a ligandos, que podrian inhibir su actividad

_E ell wall - -
M I-EE
Snrtaﬁe
IO
Surface
protein

Cell
membrane

Intracelular
COOH COOH COOH



Nuevos sitios blanco de accion?

Biosintesis de isoprenoides: muchos patdogenos clinicamente importantes
contienen genes que codifican enzimas para una via de sintesis de isoprenoides
gue tiene deoxixilulosa-5-P como intermediario (en lugar de mevalonato, como
en la via de sintesis clasica encontrada en eucariotas). Estas enzimas son
esenciales para la formacion de lipido I y I, y no estan presentes en humanos.
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Nuevos sitios blanco de accion?

Biosintesis de acido lipoico
O 0

(Y\/\)LOH HS\/\(\/\)I\DH
S—S SH
Acido lipoico Acido dihidrolipoico

Enzimas dependientes de acido lipoico

Piruvato deshidrogenasa (PDH-E2p)

e 2-cetoglutarato deshidrogenasa (ODH-E20)

* Desh. de 2-cetodcidos de cadena ramificada (BKDH-E2b)

2-oxo4cido decarboxilasa * Acetoina deshidrogenasa (ADH)

E2 transacilasa
E3 dihidrolipoil deshidrogenasa e Sistema de Ruptura de la Glicina (GCS-GcvH)
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Modelado LpLA2
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MRSA

C. elegans
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Sitios blanco de accion de los principales antibacterianos

Cyclosering Actinomycin Malidixic acid

Vancomycin Ciprafloxacin (qusncine)

Bacitracin Movobiocin

Penicillins

Cephalosporing

Monobactams

Carbapenems |

_ _

Trimethroprim . Rifampin

Sullenamides _ \ Streptovaricing
Erythromycin (macrolides)
Chioramphenicol
Clindarmyzin
Lincormyzin
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Spectinonycin

Streptomygin
Gantamicin, tobramycin
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| Mitrofurans
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Figure 1 | Minimizing the spread of antibiotic resistance in the environ-
ment. The figure summarizes the current goals (purple boxes) in trying to
minimize the emergence and spread of antibiotic resistance genes (ARGs) and
antibiotic resistant bacteria (ARB) in the environment and their transmission
into the clinic. The current needs and limitations that must be resolved to
achieve these goals are also shown {yellow boxes). To evaluate the spread of
antibiotic resistance in the environment, and the risk of transmission to
humans, it is necessary to define what constitutes resistance in environmental
bacterial strains and to standardize testing in environmental samples. This

Understand the
relationship between
the environmental and
clinical antibiotic resistome

improvement in the definition and testing of resistance should contribute to
the establishment of more comprehensive databases that combine data from
both environmental and clinical settings. These databases would contribute
tothe evaluation of the relationship between the antibiotic resistomes in both
settings and facilitate the mining of ARGs in metadata. These strategies would
improve the assessment of the risk of dissemination of ARB and ARGs in the
environment and their transmission to humans, and they would potentiate
the development of control strategies (management and policy) aimed at
preventing the dissemination of antibiotic resistance.




Strategies to Limit Drug Resistance of Microorganisms

Drug Usage

Physicians have the responsibility for making an accurate diagnosis and prescribing the correct drug therapy.

Compliance with physicians™ guidelines: The patient should take the correct dosage, by the best route, for the appropriate period. This diminishes
the selection for mutants that can resist low drug levels and ensures elimination of the pathogen.

Combined therapy with two or more drugs together increases the chances that at least one of the drugs will be effective and that a resistant strain of
either drug will not be able to persist.

Drug Research

Research focuses on developing shorter-term, higher-dose antimicrobials that are more effective, less expensive, and have fewer side effects.

Pharmaceutical companies continue to seek new antimicrobial drugs with structures that are not readily inactivated by microbial enzymes or drugs
with modes of action that are not readily circumvented.

Long-Term Strategies

Proposals to reduce the abuse of antibiotics range from educational programs for health workers to requiring justification for prescribing certain
types of antibiotics.

Especially valuable antimicrobials may be restricted in their use to only one or two types of infections.
The addition of antimicrobials to animal feeds must be curtailed worldwide.
Government programs that make effective therapy available to low-income populations should be increased.

Vaccines should be used whenever possible to provide alternative protection.



