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Dedico este trabalho aos meus pais, Marcio e Hosana, que sob muito sol, fizeram-

me chegar até aqui, na sombra.



RESUMO

O Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) € um agente de
diferentes infecgdes humanas graves, potencialmente fatais, e de dificil tratamento
pela grande capacidade de resisténcia a muitos antimicrobianos utilizados na pratica
clinica. Por isso, a teixobactina, um novo antibiético com acédo potente contra S.
aureus, descoberto em 2015, é um alvo de analises pela possibilidade de uso clinico.
O presente trabalho busca avaliar se a teixobactina e seus analogos possuem
atividade relevante para o combate a MRSA. Para isso, foi conduzida uma reviséo
sistematica da literatura nas bases PubMed, Embase, SciELO, LILACS e Web of
Science, com os descritores e termos: “teixobactin”, “Staphylococcus aureus”,
‘methicillin  resistant  Staphylococcus  aureus”  “Elephanteria  terrae” e
“Staphylococcaceae”. Incluiu-se estudos in vitro ou in vivo com informagdes sobre a
atividade antimicrobiana, mecanismo de acdo, efeito citotéxico ou resisténcia
bacteriana dos farmacos em relacgdo a MRSA ou MSSA (S. aureus sensivel a
meticilina). Foram selecionados 18 artigos, nos quais a teixobactina possuia uma
concentragdo inibitéria minima (CIM) em torno de 0,25 ug/ml, devido a sua estrutura
unica de 4 D-aminoacidos e uma L-allo-endurecidina na posi¢cao 10. Porém, pela
sintese complexa e demorada, houve a procura por compostos mais simples. Os
principais analogos consistiam em substituicbes da End10 por cargas positivas
(arginina, lisina) ou neutras, como a leucina, com boa atividade, em uma faixa de CIM
variavel: < 0,0625 até 16 pg/ml. A teixobactina e seus analogos também
demonstraram eficacia no combate a infeccbes de coxa e intraperitoneais em
camundongos e ceratites de coelho. Tal atividade é derivada da inibicdo simultédnea
da sintese de lipideos Il e lll, precursores do peptidoglicano e do acido teicdico,
respectivamente. A resisténcia bacteriana foi detectada em apenas um estudo. Tais
drogas apresentaram-se seguras, com baixo efeito citotoxico e hemolitico nas
linhagens celulares testadas. Portanto, a teixobactina e seus analogos apresentaram
boa atividade in vitro e em modelos animais, tornando-os uma futura possibilidade

para tratamento de infec¢des por S. aureus.

Palavras-chave: Teixobactin. Elephanteria terrae. Staphylococcus aureus.
Micrococcus aureus. Methicillin resistant Staphylococcus aureus. MRSA.

Staphylococcaceae.



ABSTRACT

Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is an agent of several
serious, potentially fatal human infections that are difficult to treat due to its high
resistance to many antimicrobials used in clinical practice. Therefore, teixobactin, a
new antibiotic with potent action against S. aureus, discovered in 2015, is a target of
analysis due to the possibility of clinical use. The present study aims to evaluate
whether teixobactin and its analogues have relevant activity in combating MRSA. For
this purpose, a systematic review of the literature was conducted in the PubMed,
Embase, SciELO, LILACS and Web of Science databases, with the descriptors and

” 113 ” 1]

terms: “teixobactin”, “Staphylococcus aureus”, “methicillin resistant Staphylococcus
aureus” “Elephanteria terrae” and “Staphylococcaceae”. In vitro or in vivo studies with
information on the antimicrobial activity, mechanism of action, cytotoxic effect or
bacterial resistance of the drugs in relation to MRSA or MSSA (methicillin-sensitive S.
aureus) were included. Eighteen articles were selected, in which teixobactin had a
minimum inhibitory concentration (MIC) of approximately 0.25 ug/ml, due to its unique
structure of 4 D-amino acids and an L-allo-endurecidin at position 10. However, due to
the complex and time-consuming synthesis, there was a search for simpler
compounds. The main analogues consisted of substitutions of End10 by positive
charges (arginine, lysine) or neutral charges, such as leucine, with good activity, in a
variable MIC range: <0.0625 to 16 pg/ml. Teixobactin and its analogues also
demonstrated efficacy in combating thigh and intraperitoneal infections in mice and
keratitis in rabbits. This activity is derived from the simultaneous inhibition of the
synthesis of lipids Il and Ill, precursors of peptidoglycan and teichoic acid, respectively.
Bacterial resistance was detected in only one study. These drugs were safe, with low
cytotoxic and hemolytic effects in the cell lines tested. Therefore, teixobactin and its
analogues showed good activity in vitro and in animal models, making them a future

possibility for the treatment of S. aureus infections.

Keywords: Teixobactin. Elephanteria terrae. Staphylococcus aureus. Micrococcus

aureus. Methicillin resistant Staphylococcus aureus. MRSA. Staphylococcaceae.
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1 INTRODUGAO

Staphylococcus aureus € uma bactéria gram-positiva comumente
encontrada na microbiota humana, principalmente na pele e nas mucosas, sendo um
dos principais patdogenos de importancia clinica (TEIXEIRA, et al., 2008). Ele é capaz
de causar uma ampla variedade de infec¢des que vao desde as mais simples doencas
cutaneas até infecgbes mais graves, como bacteremias, endocardite infecciosa,
infeccbes osteoarticulares, de pele e tecidos moles e pleuropulmonares (TONG, et al.,
2015).

O grau de patogenicidade do S. aureus se da devido a produgao de fatores
de viruléncia, incluindo toxinas, enzimas, e fatores de adesdo que faciltam a
colonizagao e invasao dos tecidos hospedeiros. Além de sua capacidade patogénica
intrinseca, o S. aureus desenvolveu resisténcia a multiplos antimicrobianos
(resultando nas estirpes MRSA - Staphylococcus aureus resistente a meticilina e VISA
— Staphylococcus aureus com resisténcia intermediaria a vancomicina),
representando um desafio significativo para o tratamento de infecgdes comunitarias e
nosocomiais (TEIXEIRA, et al., 2008).

A resisténcia aos antimicrobianos tem se tornado uma preocupacgao global
significativa. Isso porque ela limita as op¢des de tratamento disponiveis e aumenta a
mortalidade, assim como a durac&do da hospitalizagdo e os custos de saude. Dados
indicam que a resisténcia aos antimicrobianos foi responsavel diretamente pela morte
de 1,27 milhdes de pessoas no mundo em 2019, e indiretamente por mais 4,95
milhdes (OMS, 2020). Logo, a resisténcia aos antimicrobianos representa um desafio
critico para a saude publica, uma vez que, segundo a OMS, aproximadamente 35%
das infec¢des de corrente sanguinea s&o causadas por Staphylococcus resistentes a
meticilina (OMS, 2022).

Nesse cenario, faz-se necessario que sejam descobertos novos agentes
antimicrobianos, a partir de sistemas biologicos ou de sintese e semi-sintese para
tratamento de infecgbes por este microrganismo. Em 2015, pesquisadores
identificaram a teixobactina, um antimicrobiano produzido por bactéria encontrada no
solo, denominada Eleftheria terrae, que mostrou atividade promissora contra bactérias
gram-positivas, incluindo Staphylococcus aureus. O mesmo trabalho relatou que
nenhuma linhagem estudada, incluindo o S. aureus com resisténcia intermediaria a

vancomicina, foi resistente a Teixobactina. (LING, et al., 2015).
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A teixobactina se destaca por sua composi¢cdo incomum, com compostos
nao encontrados na natureza (LING, et al., 2015), e pelo seu mecanismo de agao
inovador, que envolve acdo sobre importantes lipideos de membrana
(glicerolfosfolipideos e acidos graxos), de sintese de peptideoglicano (lipideos l e ll) e
de formacdo do acido teicéico da parede celular (Lipidio Ill), impedindo assim o
crescimento e a proliferagdo bacteriana (HUSSEIN, et al., 2020).

A teixobactina demonstrou eficacia ndo s6 em estudos in vitro, mas também
em modelos animais, o que reforga seu relevante potencial terapéutico. Estudos
iniciais indicam que a teixobactina é capaz de evitar a rapida evolucéo da resisténcia
bacteriana, um problema comum com muitos dos antibiéticos atualmente em uso,
caracteristica a qual pode ser particularmente relevante no combate ao
Staphylococcus aureus, que frequentemente desenvolve resisténcia a novos
tratamentos em curto prazo (LING, et al., 2015).

O objetivo do presente trabalho & explorar na literatura existente, as
informagdes da agado antimicrobiana da teixobactina e seus analogos semi-sintéticos
sobre Staphylococcus aureus, apresentando os avangos na pesquisa, 0S mecanismos
de acdo, bem como o potencial terapéutico e as perspectivas futuras desse

antimicrobiano no combate as infecgdes resistentes.
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2 MATERIAIS E METODOS

Foi conduzida uma revisao sistematica para determinar se existem evidéncias
de que a teixobactina e seus analogos possuem atividade relevante para combate de
infeccbes por MRSA. Para isso, foi realizada uma busca nas seguintes bases de
dados: PubMed; Embase; Web of Sciense; SciELO (Scientific Eletronic Library Online)
e LILACS (Literatura Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude). Para
exposi¢cao ao termo antimicrobiano usou-se termos descritores como "teixobactin”,
"Eleftheria terrae", "E. terrae". Em contrapartida, os microrganismos alvos da pesquisa
foram descritos por "Staphylococcus aureus", "S.aureus", "Micrococcus aureus",
"Methicillin resistant Staphylococcus aureus", "MRSA", "Staphylococcaceae".

Os termos foram adaptados de acordo com os descritores mais adequados em
cada base de dados (Emtre terms para Embase, MeSH terms para PubMed e Web of
Science; DECS e seus correspondentes em Inglés, Portugues e Espanhol para o
SciELO e LILACS). As palavras utilizadas foram unidas pelos operadores booleanos
AND e OR, com utilizag&do do filtro titulo e/ou resumo. Os resultados obtidos foram
organizados no software Microsoft Excel 16. (Quadro 1).

Quadro 1 - Estratégia de busca eletrénica

Base de Estratégias de busca
dados

(Teixobactin[Title/Abstract] OR teixobactin[Title/Abstract] OR
Eleftheria terrae[Title/Abstract] OR E. terrae[Title/Abstract]) AND

(Staphylococcus aureus[Title/Abstract] OR S.
aureus[Title/Abstract] OR Micrococcus aureus[Title/Abstract] OR
micrococcus aureus|Title/Abstract] OR Micrococcus
pyogenes|[Title/Abstract] OR micrococcus

PUBMED
(34 resultados) | pyogenes[Title/Abstract] OR  Staphylococcus pyogenes

aureus|Title/Abstract] OR Staphylococcus pyogenes
citreus[Title/Abstract] OR methicillin resistant Staphylococcus
aureus[Title/Abstract] OR methicillin-resistant Staphylococcus
aureus[Title/Abstract] OR methillicin resistant Staphylococcus
aureus[Title/Abstract] OR meticillin resistant Staphylococcus



SCIELO
(Portugués)
(O resultados)

SCIELO
(Espanhol)
(O resultados)

SCIELO
(Inglés)
(O resultados)

12

aureus[Title/Abstract] OR Staphylococcus aureus methicillin
resistant[Title/Abstract] OR Staphylococcus aureus methicillin-
resistant[Title/Abstract] OR MRSA[Title/Abstract] OR
Staphylococcaceae[Title/Abstract])

(Teixobactina OR teixobactina OR Eleftheria terrae OR E. terrae)
AND (Staphylococcus aureus OR S. aureus OR Micrococcus
aureus OR micrococcus aureus OR Micrococcus pyogenes OR
micrococcus pyogenes OR Staphylococcus pyogenes aureus OR
Staphylococcus pyogenes citreus OR Staphylococcus aureus
Resistente a Meticlina OR MRSA OR SARM OR

Staphylococcaceae)

(Teixobactina OR teixobactina OR Eleftheria terrae OR E. terrae)
AND (Staphylococcus aureus OR S. aureus OR Micrococcus
aureus OR micrococcus aureus OR Micrococcus pyogenes OR
micrococcus pyogenes OR Staphylococcus pyogenes aureus OR
Staphylococcus pyogenes citreus OR Staphylococcus aureus
Resistente a Meticlina OR MRSA OR SARM OR

Staphylococcaceae)

(Teixobactin OR teixobactin OR Eleftheria terrae OR E. terrae)
AND (Staphylococcus aureus OR S. aureus OR Micrococcus
aureus OR micrococcus aureus OR Micrococcus pyogenes OR
micrococcus pyogenes OR Staphylococcus pyogenes aureus OR
Staphylococcus pyogenes citreus OR methicillin  resistant
Staphylococcus aureus OR methicillin-resistant Staphylococcus
aureus OR methillicin resistant Staphylococcus aureus OR
meticillin resistant Staphylococcus aureus OR Staphylococcus
aureus methicillin resistant OR Staphylococcus aureus methicillin-
resistant OR MRSA OR Staphylococcaceae)



WEB OF
SCIENCE
(54 resultados)

LILACS
(Portugués)
(O resultados)

LILACS
(Espanhol)
(O resultados)

LILACS
(Inglés)
(O resultados)

13

(TS=(Teixobactin OR teixobactin OR eleutheria terrae OR E.
terrae)) AND TS=(Staphylococcus aureus OR S. aureus OR
Micrococcus aureus OR micrococcus aureus OR Micrococcus
pyogenes OR micrococcus pyogenes OR Staphylococcus
pyogenes aureus OR Staphylococcus pyogenes citreum OR
methicillin resistant Staphylococcus aureus OR methicillin-
resistant Staphylococcus aureus OR methilcilin resistant
Staphylococcus aureus OR meticillin resistant Staphylococcus
aureus OR Staphylococcus aureus methicillin resistant OR
Staphylococcus aureus methicillin-resistant OR MRSA OR

Staphylococcaceae)

Teixobactina OR teixobactina OR Eleftheria terrae OR E. terrae
[Palavras] and Staphylococcus aureus OR S. aureus OR
Micrococcus aureus OR micrococcus aureus OR Micrococcus
pyogenes OR micrococcus pyogenes OR Staphylococcus
pyogenes aureus OR Staphylococcus pyogenes citreus OR
Staphylococcus aureus Resistente a Meticiina OR MRSA OR
SARM OR Staphylococcaceae [Palavras]

Teixobactina OR teixobactina OR Eleftheria terrae OR E. terrae
[Palavras] and Staphylococcus aureus OR S. aureus OR
Micrococcus aureus OR micrococcus aureus OR Micrococcus
pyogenes OR micrococcus pyogenes OR Staphylococcus
pyogenes aureus OR Staphylococcus pyogenes citreus OR
Staphylococcus aureus Resistente a Meticiina OR MRSA OR
SARM OR Staphylococcaceae [Palavras]

Teixobactin OR teixobactin OR Eleftheria terrae OR E. terrae
[Palavras] and Staphylococcus aureus OR S. aureus OR
Micrococcus aureus OR micrococcus aureus OR Micrococcus

pyogenes OR micrococcus pyogenes OR Staphylococcus
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pyogenes aureus OR Staphylococcus pyogenes citreus OR
methicillin resistant Staphylococcus aureus OR methicillin-
resistant Staphylococcus aureus OR methillicin resistant
Staphylococcus aureus OR meticillin resistant Staphylococcus
aureus OR Staphylococcus aureus methicillin resistant OR
Staphylococcus aureus methicillin-resistant OR MRSA OR

Staphylococcaceae [Palavras]

EMBASE (teixobactin:ab,ti OR 'eleftheria terrae":ab,ti OR 'e. terrae':ab,ti)
(24 resultados) AND ('staphylococcus aureus"ab,ti OR 's. aureus"ab,ti OR
'micrococcus aureus':ab,ti OR 'micrococcus pyogenes'ab,ti OR
'staphylococcus pyogenes aureus'ab,ti OR 'staphylococcus
pyogenes citreus:ab,ti OR 'methicillin resistant staphylococcus
aureus":ab,ti OR 'methicillin-resistant staphylococcus aureus':ab,ti
OR 'methillicin resistant staphylococcus aureus':ab,ti OR 'meticillin
resistant staphylococcus aureus':ab,ti OR 'staphylococcus aureus
methicillin resistant":ab,ti OR 'staphylococcus aureus methicillin-

resistant’:ab,ti OR mrsa:ab,ti OR staphylococcaceae:ab,ti)

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

Os critérios de inclusdo foram: artigos completos publicados em periddicos
revisados por pares; trabalhos in vitro e/ou in vivo; que apresentassem informagdes
sobre a atividade antimicrobiana e/ou mecanismo de ac&o da teixobactina e/ou seus
analogos em MRSA ou MSSA. Nao foram utilizadas restrigdes de tempo de publicagé&o
ou idioma.

Os critérios de exclusdo foram: artigos com acesso indisponivel; revisdes de
literatura; pesquisas realizadas in silico ou sem seres humanos; artigos sem descri¢ao
minima da cepa utilizada (MRSA ou MSSA); estudos limitados a descricdo de
aspectos de sintese e composi¢cédo quimica da teixobactina; estudos que investigavam

mecanismos de agao em modelos que ndo utilizem o S. aureus.
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Prosseguiu-se para extragdo das seguintes informagdes: estrutura do farmaco;
atividade in vitro por meio da CIM (Concentragcdo Inibitéria Minima), CBM
(Concentracdo Bactericida Minima) e estudos de cinética de morte; experimentos em
animais; testes de atividade hemolitica ou citotdxica; descricdo do mecanismo de agao
e deteccao de resisténcia antimicrobiana. Por fim, foi feita uma descricao e analise

qualitativa dos dados obtidos.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Descricao Geral dos Resultados

Foram obtidos, no total, 112 artigos nas bases de dados que, apds avaliagao,
pelo titulo e resumo, apenas 22 foram selecionados para leitura completa. Quatro
artigos foram excluidos da presente revisdo. O primeiro apresentava foco na sintese
da teixobactina e, apesar de relatar atividade em S. aureus, ndo apresentava, de forma
clara, o valor da atividade ou a metodologia aplicada (JIN, et al., 2016). O segundo
trata-se de analise de mecanismo de agcdo em bactérias Staphylococcus simulans,
Bacillus megaterium e B. subtilis (SHUKLA, et al., 2022). O terceiro consistia em uma
simulagcdo de modelo da ligagdo da teixobactina ao lipideo Il em uma bicamada
simples de POPE (1-palmitoyl-2oleoyl-phosphatidyl-ethanolamine) para representar
membranas de bactérias gram-negativas e de Bacillus (WEN, et al.,2018). O quarto
artigo foi excluido pela impossibilidade de acesso ao material completo (LEWIS,
2018). (Figura 1).

Dessa maneira, 18 artigos foram incluidos na presente revisdo. Todos foram
publicados posteriormente a 2015 (ano de descoberta da teixobactina) e eram
redigidos em lingua Inglesa. Todos relataram, por meio da CIM, atividade em MRSA
ou MSSA. Quatro artigos testaram atividade in vivo. Sete artigos avaliaram efeitos
citotoxicos, oito relataram os mecanismos de agdo e cinco detiveram alguma

informagéao sobre atividade em VISA.
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Figura 1 - Flowchart do processo de selegédo dos estudos

( Banco de Dados Usados
« Pubmed (n=34)
« Embase (n = 24)
« Web of Science (n=54)
- Scielo (n=0) ( Estudos duplicados
. Lilacs (n=0) L removidos (n=51)

‘( Estudos indentificados
'L (n=112)

revisao de literatura
§ (n=16)

( Estudos do tipo: ]

- A\ 4 N
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\_ J
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(n=18)

\ J

Fonte: Elaborado pelo autor (2024).

3.2 Mecanismo de Agao

O mecanismo de acgédo da teixobactina e de seus analogos ainda n&o esta
totalmente esclarecido na literatura atual (GIRT, et al., 2018; LLOYD, et al, 2021).
Porém, com as informagdes disponiveis, sabe-se que a atividade de tais drogas em
S. aureus nao decorre de ligagdo a enzimas ou proteinas bacterianas. Na verdade,
eles atuam na etapa da sintese de parede celular, inibindo seus precursores, lipideo
Il e Il (RAMCHURAN, et al., 2018; HOMMA, et al., 2016; GIRT, et al., 2018; PARMAR,
et al., 2017; LING, et al., 2015).

A ligacédo ao lipideo Il ocorre devido a interagdes hidrofobicas - pontes de
hidrogénio -, de sua porgao pirofosfato-agucar com o N-terminal e o anel ciclico dos
farmacos, em uma proporcao 2:1. Dessa forma, ocorre a inibicdo de um precursor do
peptidoglicano, componente da parede celular das gram-positivas (WU; MISHRA,
WANG, 2022; ZONG, et al., 2019; RAMCHURAN, et al., 2018; HOMMA, et al., 2016;
PARMAR, et al., 2017; LING, et al., 2015).
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Concomitantemente, os antimicrobianos se ligam ao lipidio Ill ou undecaprenil-
PP-GIcNAc, um precursor do acido teicdico. Na citologia usual, o acido teicoico
encontra-se no septo da parede, impedindo a atuacdo de enzimas autoliticas (Atl).
Durante a acado da teixobactina, ha uma diminuicdo do acido teicdico, permitindo o
deslocamento, ligagao e degradagéo do peptidoglicano pelas Atl, culminando na lise
celular, que pode ser detectada em microscopia eletrénica. Assim, a forte atividade
bactericida da teixobactina em S. aureus é proveniente da inibigcdo sinérgica dos
lipidios Il e lll, que resulta na morte celular por um acumulo de metabdlitos toxicos
tardios da biossintese da parede e lise dependente de Atl (WU; MISHRA; WANG,
2022; HOMMA, et al., 2016; LING, et al., 2015).

Adicionalmente, teoriza-se que a teixobactina e seus analogos podem gerar um
retorno da sensibilidade de MRSA a meticilina. Isso se explica pelo fato da resisténcia
a beta-lactamicos estar associada a presenca do acido teicdico, assim, ao impedir sua
sintese, varios antimicrobianos retomariam suas atividades sobre ela, o que pode ser
de grande utilidade na terapia de infecgées por MRSA, com a atuagao sinérgica da
teixobactina com a meticilina (HOMMA, et al., 2016).

Contudo, eles também podem agir em outros alvos, como o undecaprenil-
pirofosfato e o lipideo | e prenil-PP-Agucar, um intermediario da via de carboidratos
da capsula bacteriana, importante para a viruléncia estafilococica (LING, et al., 2015).
Além de interferir na biossintese de lipideos da membrana celular, de precursores dos
lipideos I, Il e Ill e, em menor escala, em vias de material genético e metabolismo

energético, como a coenzima A e o acido tricarboxilico (HUSSEIN, et al., 2020).

3.3 Estrutura e Atividade da Teixobactina e seus Analogos

A teixobactina € um antimicrobiano produzido pela Eleftheria terrae, que, desde
sua descoberta, apresenta uma o6tima atividade em bactérias gram-positivas (LING, et
al., 2015). A melhor maneira usada para avaliar a eficacia in vitro € a concentragéo
inibitoria minima (CIM) (NG; KUHENE; CHAN, 2018) — menor concentragéo da droga
capaz de inibir o crescimento microbiano - por isso é a principal medida usada pela
maioria dos autores.

No contexto de MRSA, a melhor atividade da teixobactina foi obtida contra S.
aureus (ATCC 33591), com uma CIM de 0,063ug/ml (GAO, et al., 2018); e sua
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atividade mais baixa ocorreu em MRSA TH4115, com valor de 0,5 pg/ml (ZONG, et
al., 2019). Ja em relagdo a MSSA, a melhor atividade vista nessa reviséo foi de 0,039
pug/ml (SHUKLA, et al., 2022); e o valor maximo foi de 2 yg/ml em S. aureus ATCC
6538 (DARNELL, et al., 2019). No entanto, na maioria das cepas avaliadas a
teixobactina apresentou uma CIM de 0,25 ug/ml (PARMAR, et al., 2018; ZONG, et al.,
2019; HOMMA et al., 2016; SCHUMACHER, et al., 2017; ZONG, et al., 2018;
PARMAR, et al., 2017; JONES, et al., 2022; SHUKLA, et al., 2022; LING, et al., 2015).

A agado da teixobactina em bactérias gram-positivas esta associada a sua
estrutura unica. Ela consiste em um depsipeptideo, com uma cadeia lateral de 7
aminoacidos e um anel ciclopeptideo de 4 residuos (LING, et al., 2015). O diferencial
em sua estrutura esta na presenca de compostos normalmente ndo encontrados na
natureza. A molécula € composta com um primeiro aminoacido sendo uma Metil-
Fenilalanina, tendo em seguida uma combinacdo de quatro D-aminoacidos
(Isoleucina, Serina, Glutamina e Treonina), e possui ainda uma L-allo-endurecidina na
posicado 10 (End 10) (LING, et al., 2015). (Figura 1).

Figura 1 - Estrutura quimica da teixobactina nativa
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Fonte: HUSSEIN et al., (2020)

L

Em especial, a L-allo-endurecididina, que também n&o € disponibilizada
comercialmente, dificulta a utilizagdo e realizagao de estudos com a teixobactina. Isso
porque, em primeiro lugar, a sintese e acoplamento de tal aminoacido é caro e
demorado, podendo ultrapassar 30 horas. Além do processo de producdo ser
complexo, o rendimento na produgao € baixo, em torno de 3,3% (PARMAR, et al.,
2018; MALKAWI, et al., 2018; ZONG, et al., 2019; GIRT, et al., 2018; PARMAR, et al.,
2017).
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Logo, existe uma necessidade da produgdo de analogos que permitam a
realizacao de estudos e a utilizagao clinica de tal antimicrobiano, de maneira mais
facil, rapida e barata. A maioria dos analogos produzidos consistem em substituicoes
da End10 por aminoacidos com cargas positiva e demais modifica¢des feitas a partir
deles (PARMAR, et al., 2018; WU; MISHRA; WANG, 2022; HUSSEIN, et al., 2020;
PARMAR, et al., 2017; RACHURAN, et al 2018; SCHUMACHER, et al., 2017; GIRT,
et al., 2018; LLOYD, et al., 2021; NG; KUEHNE; CHAN, 2018; PARMAR, et al., 2017;
JONES, et al., 2022).

Algumas modificagdes mais comuns sao Arg10-teixobactina (CIM variavel de 1
a 8 ug/ml) (PARMAR, et al., 2017; LLOYD, et al., 2021; NG; KUEHNE; CHAN, 2018;
PARMAR, et al., 2017; JONES, et al., 2022), Orn10-teixobactina (aproximadamente
2 yg/ml) (PARMAR, et al., 2017; SCHUMACHER, et al., 2017) e a Lys10-teixobactina
(1 a 16 pg/ml) (PARMAR, et al., 2017; RAMCHURAN, et al., 2018; NG; KUEHNE;
CHAN, 2018; JONES, et al., 2022). Contudo, também foram obtidos bons resultados
com outras formas anidnicas e até neutras, como a Leu10-teixobactina (<0,0625 até
2 ug/ml) (PARMAR et al., 2018; HUSSEIN et al., 2020; PARMAR et al., 2017; JONES
et al., 2022).

Os estudos também avaliaram modificacbes da molécula da Teixobactina,
como a troca no N-terminal, de D por L-aminoacidos e em outros pontos da cadeia
para estudar a relacdo da estrutura com a atividade, porém, as principais modificagdes
permaneciam em relagdo a modificagdo da End10 (PARMAR et al., 2018; MALKAWI
et al., 2018; WU; MISHRA; WANG, 2022; ZONG et al., 2019; GIRT et al., 2018; ZONG
et al., 2018; NG; KUEHNE; CHAN, 2018; PARMAR et al., 2017; JONES et al., 2022).
Assim, percebe-se que € possivel gerar analogos com atividade relevante para
combate a S. aureus, de forma mais simples, com aminoacidos disponiveis
comercialmente.

Dessa forma, foram feitos mais de 130 testes in vitro de teixobactina e seus
analogos em 37 linhagens de S. aureus (28 MRSA e 9 MSSA). A linhagem de MRSA
mais utilizada foi o S. aureus ATCC 33591 (PARMAR, et al., 2018; MALKAWI, et al.,
2018; ZONG, et al., 2019; PARMAR, et al., 2017; LLOYD, et al, 2021; PARMAR, et
al., 2017; SHUKLA, et al., 2022). Ja a MSSA mais utilizada foi a S.aureus ATCC 29213
(PARMAR, et al., 2018; MALKAWI, et al., 2018; ZONG, et al., 2019; HUSSEIN, et al.,
2020; RAMCHURAN, et al., 2018; PARMAR, et al., 2017; JONES, et al., 2022).
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Nesse contexto, € dificil definir qual analogo apresentou a CIM mais elevada,
ja que o limite dos testes e o maior valor de concentracdo testado variava entre os
artigos. No trabalho que apresentou inatividade na maior CIM testada entre todos, a
concentragdo de 256 pg/ml da His10-teixobactina foi inativa para MRSA USA300,
representando assim, que a bactéria apresentou resisténcia para esse analogo em
todas as concentragdes testadas (SCHUMACHER, et al., 2017). Os analogos com a
menor CIM registrada foram Arg3-Leu10-teixobactina e D-Arg4-lle10-teixobactina
para MRSA 21455, com CIM 0,03125 uyg/ml (PARMAR, et al., 2018).

Em sequéncia, essa atividade se mostrou de carater bactericida, com obtencao
de CBM na maioria dos artigos igual ou o dobro da CIM (ZONG, et al., 2019;
RAMCHURAN, et al., 2018; GIRT, et al., 2018; DARNELL, et al, 2019; PARMAR, et
al., 2017; LING, et al., 2015). Em segundo lugar, os estudos de curva de morte
bacteriana demonstraram um efeito dose-dependente, com uma redugéo significativa
da populagdo bacteriana em pelo menos 2log'® por intervalo de analise até a morte
de toda populagcdo em concentragdes bactericidas (PARMAR, et al., 2018; WU;
MISHRA; WANG, 2022; HUSSEIN, et al., 2020; RAMCHURAN, et al., 2018;
DARNELL, et al, 2019; PARMAR, et al., 2017; LING, et al., 2015).

Portanto, tanto a teixobactina quanto uma ampla gama de analogos de
obtengao mais facilitada demonstraram eficacia contra diferentes cepas de MSSA e
MRSA, inclusive isolados clinicos. Logo, é inequivoco que se trata de um
antimicrobiano de relevancia em analises pré-clinicas para o combate de infecgoes
bacterianas, em especial no atual contexto do desenvolvimento de resisténcia a

antimicrobianos utilizados na pratica clinica atualmente.

3.4 Atividade In Vivo

A teixobactina e seus analogos também tiveram suas atividades testadas in
vivo, contra S. aureus, em quatro trabalhos. A teixobactina foi utilizada em 2 estudos
e somente analogos com boa atividade antimicrobiana tiveram sua atividade
extrapolada para modelos animais: Leu10-teixobactina e suas formas pro-drogas com
modificagdes em ligacdes éster, composto 26 (possui modificagdes no N-terminal) e
D-Arg4-Leu10-teixobactina. Com excegdo deste ultimo, todos os demais foram
usados de forma intravenosa (PARMAR, et al., 2018; ZONG, et al., 2019; JONES, et
al., 2022; LING, et al., 2015).
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O principal modelo usado para estudo foi a infecgdo de coxa de camundongos
por MRSA, utilizado trés vezes nos resultados desta revisdo. Nesses casos, a
aplicacdo dos antimicrobianos mostrou-se efetiva para tratamento da carga
microbiana. A aplicagdo de dose unica de até 5 mg/kg ou até 20 mg/kg resultou em
diminuicao significativa das bactérias (ZONG, et al., 2019; LING, et al., 2015). Ja a
administragdo em duas doses de até 10 mg/kg gerou perda de 3 a 4 ordens de
magnitude logaritmica de base 10 de MRSA. Em especial, a pr6-droga A da Leu10-
teixobactina com 3,3 mg/kg resultou em atividade semelhante a vancomicina (JONES,
et al., 2022).

De forma semelhante, a dose necessaria de teixobactina para garantir a
sobrevivéncia de 50% dos camundongos com infecc¢ao intraperitoneal MRSA foi de
0,2 mg/kg, enquanto uma dose de 2,75 mg/kg de vancomicina era necessaria para as
mesmas condi¢des (LING, et al., 2015). Em outro estudo, um modelo de ceratite por
MSSA (ATCC 29213) em coelhos demonstrou uma atividade de D-Arg4-Leu10-
teixobactina semelhante ao monofloxacino para redugdo de edema corneano e de
concentrag&o bacteriana no tecido ocular, com redugéo de 99% da carga microbiana
(PARMAR, et al., 2018).

A teixobactina e seus analogos testados em seres vivos apresentaram boa
eficacia para combate a infecgdes por S. aureus. Tal atividade é parecida ou até
superior a alguns antimicrobianos conhecidos, em especial a vancomicina. Esse
padrao repete-se em alguns estudos de curva de morte dependente do tempo, nos
quais a teixobactina apresentou atividade bactericida superior a vancomicina em S.
aureus HGOO03 (LING, et al., 2015). Ja em investigacdo com MRSA ATCC 21455, a
vancomicina precisou de 8 ug/ml para ter uma atividade bactericida completa no
mesmo periodo que Leu10 e lle10-teixobactina, que necessitam apenas de 0,5 ug/ml
(PARMAR, et al., 2017). Assim, pode ser teorizado uma maior atividade bactericida
da teixobactina, que ocorre pela sua agao sinérgica nos lipideos Il e lll e que resulta
em um maior dano celular, ja detectado na microscopia (RAMCHURAN, et al., 2018;
HOMMA, et al., 2016; LING, et al., 2015).
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3.5 Atividade em VISA

Nos resultados, também foi encontrado que a teixobactina e alguns de seus
analogos possuiam atividade contra S. aureus com resisténcia intermediaria a
vancomicina (VISA). Quatro linhagens foram usadas nos estudos (Mu50, SA1287, S.
aureus JKD6008 e S. aureus JKD6009) e foram testados a teixobactina e mais 18
analogos (WU; MISHRA; WANG, 2022; HUSSEIN, et al., 2020; HOMMA, et al., 2016;
PARMAR, et al., 2017; LING, et al., 2015). A maior atividade encontrada foi de 0,5
pug/ml para Leu10-treixobactina em S. aureus JKD6009 (HUSSEIN, et al., 2020),
enquanto a maior CIM foi de 32 pg/ml para derivados da Arg10, SDMA10 e ADMA10-
teoxobactina (NG; KUEHNE; CHAN, 2018).

Os provaveis motivos para a acdo em VISA sdao uma melhor atividade
bactericida de tais antimicrobianos em relagdo a vancomicina, como ja citado
(RAMCHURAN, et al., 2018; HOMMA, et al., 2016; PARMAR, et al., 2017; LING, et
al., 2015). Além disso, a vancomicina atua no peptidoglicano da parede bacteriana em
sua fase mais amadurecida. Assim, como mecanismo de resisténcia, as VISA
apresentam paredes mais espessadas, com a presenga de um glicopeptideo maduro
(pentapeptideo D-Ala-D-Ala), que sequestra o farmaco e diminui sua eficacia. Ja a
teixobactina atua em fases mais precoces da sintese do peptidoglicano (lipideo II),
portanto, n&o sofrendo sequestro pelo glicopeptideo (HOMMA, et al., 2016), e ainda,
durante sua agao, pode reduzir a sintese de D-alanil-D-lactato, o principal analogo
associado a resisténcia contra vancomicina o que poderia indicar uma possivel
atividade sinérgica entre os farmacos, sendo necessarios novos estudos que avaliem

e comprovem essa sinergia (HUSSEIN, et al., 2020).

3.6 Citotoxicidade

Sete artigos avaliaram os efeitos citotoxicos da teixobactina e de seus
analogos, em especial, nos eritrocitos, que foram analisados em cinco estudos
(PARMAR, et al, 2018; WU; MISHRA; WANG, 2022; ZONG, et al., 2019
RAMCHURAN et al., 2018; PARMAR, et al., 2017; JONES, et al., 2022; LING, et al.,
2015). De forma geral, os compostos — que detinham atividade relevante em S. aureus
- ndo apresentaram atividade hemolitica, sendo os piores resultados encontrados para
Arg10-teixobactina e suas pré-drogas com hemolise de 7 a 10% em 100 ug/ml
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(JONES, et al., 2022) e do analogo YZ107, que na concentragao de 25 uM, apresentou
hemolise de 50% (WU; MISHRA; WANG, 2022), com CIM respectiva de 1-2 pg/ml e
2 yg/ml. Esse conhecimento € essencial pois a principal via de administragao in vivo
foi a endovenosa, logo, as hemacias s&o alguns dos primeiros alvos a sofrerem efeitos
citotoxicos e o conhecimento desse fendbmeno permite a elaboragao de experimentos
mais complexos.

Em outros trabalhos foram estudadas as células NIH/3T3, HepG2, HeLa, A549
do epitélio pulmonar humano, fibroblastos dérmicos primarios (hDFs) e células
mononucleadas da periferia, nas quais a teixobactina e seus analogos nao
apresentaram efeitos citotoxicos relevantes (PARMAR, et al., 2018; ZONG, et al.,
2019; RAMCHURAN, et al., 2018; PARMAR, et al., 2017; JONES, et al., 2022; LING,
et al., 2015). O maior efeito detectado ocorreu para Leu10-teixobactina e suas proé-
drogas, com uma leve toxicidade de 66 a 77 ug/ml, em contraste a CIM de 0,5 a 2
pug/ml (JONES, et al., 2022). Logo, percebe-se que tais drogas sdo seguras e possuem
alta seletividade celular em estudos pré-clinicos, com presenca de minimos efeitos
citotdéxicos em doses extremamente superiores a CIM.

Outra limitacdo importante € a tendéncia desses antimicrobianos a se
organizarem em fibrilas, semelhantes ao amiloide, resultando na formacéao de géis em
condigdes fisiologicas humanas. Isso restringe a administragdo endovenosa a baixas
doses, que podem ser inadequadas para a atividade antimicrobiana (WU; MISHRA;
WANG, 2022; JONES, et al., 2022). Na presente revisdo, somente Jones et al., (2022)
preocupou-se com tal questdo, elaborando pro-farmacos dos analogos Arg10-
teixobactina, Lys10-teixobactina e Leu10-teixobactina, com a liga¢des éster variadas
entre lle6 e Ser7, lle2 e Ser3 ou ambas. Em tampdes com condig¢des fisiologicas, as
pré-drogas convertiam-se em analogos funcionais com CIM entre 0,5 a 2 yg/ml em
S.aureus, além de serem de manuseio mais simples, com baixa formagao de géis,
pouca citotoxicidade e eficacia in vivo, mostrando tratar-se de uma possivel solugao.

Além disso, o estudo de efeitos colaterais e seguranga em animais € limitado.
Somente Parmar et al., (2018) analisaram, de forma clara, esses fatores em um
experimento de ceratite em coelhos por MSSA ATCC 29213, no qual compararam
colirio de 0,3% de D-Arg4-Leu10-teixobactina com o veiculo (PBS). Como resultado,
além da eficacia antimicrobiana, nao foi detectado qualquer atraso de re-epitelizagao
da ferida da cdrnea, o que significou boa biocompatibilidade. Assim, os dados

mostram uma boa seguranga dos antimicrobianos a niveis celulares, porém, apesar
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de existirem experimentos em animais, as informacgdes sobre efeitos colaterais sao
extremamente limitadas e necessitam de maiores investigag¢des, principalmente da

administragdo endovenosa pelo risco da formagao de fibrilas e géis.

3.7 Resisténcia Bacteriana

Em teoria, pela teixobactina e seus analogos atuarem nos proprios precursores
da parede celular e ndo em enzimas ou proteinas, seria extremamente dificil o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana a esses novos antimicrobianos (PARMAR,
et al., 2018; DARNELL, et al, 2019; LING, et al., 2015). Tal teoria foi demonstrada
primeiramente por Ling et al., (2015), no qual ndo foi detectada resisténcia bacteriana
mesmo em S. aureus NCTC8325 submetido até 4 vezes a CIM em 48 horas ou mesmo
na passagem seriada de cultura S. aureus ATCC 29213 em subdoses de teixobactina
durante 7 dias. Segundo Parmar et al., (2018), ndo encontraram resisténcia em MSSA
ATCC 29213 e MRSA ATCC 33591 para concentragdes variadas de D-Arg4-Leu10-
teixobactina, a frequéncia de resisténcia calculada seria <10'° para este analogo a
qual pode ser comparada a teixobactina natural.

Outro fator importante € a falta de tolerancia do S. aureus a teixobactina.
Tolerancia € a capacidade de um microrganismo sobreviver por longos periodos de
tempo a concentragdes inibitorias de crescimento dos antimicrobianos. Em testes com
S. aureus ATCC 6538, utilizando uma concentragédo de 50 vezes a CIM (2 pg/ml), a
bactéria tolerava apenas por duas horas, muito pouco tolerante quando comparado a
Enterococcus faecalis JH2-2, que sobreviveram por 24 horas. Como a tolerancia € um
pré-requisito para a aquisicao de resisténcia, essa seria outra explicagao para o dificil
surgimento de cepas resistentes (DARNELL, et al, 2019).

Todavia, a resisténcia bacteriana foi detectada, em um unico estudo, por Lloyd
et al., (2021). Nesse estudo, os pesquisadores submeteram colonias de 7,5 X 106 de
S. aureus ATCC 33591 a pressao antimicrobiana de Arg10-teixobactina de 0 a 8 x
CIM (2 pg/mL) por 45 dias e observaram um crescimento significativo em mais de 3
vezes a CIM, a 6,43 pg/mL. A explicagdo mais provavel trazida pelos autores foi a
deteccdo de 49 mutagdes génicas que afetavam a constituigdo da parede e membrana
celulares, dificultando o acesso da teixobactina a célula e seus alvos (lipideo Il e Ill).
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Entretanto, no mesmo estudo, os antimicrobianos convencionais de comparag¢ao
apresentaram uma diferenga muito relevante: um aumento de resisténcia de 1000
vezes para a monoecina A e de 8000 vezes para a rifampicina. Isso significa que existe
a possibilidade do desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana pelo S. aureus em
ambiente laboratorial, porém foi bem menos significativo em comparagdo a outros
antimicrobianos testados.

Nesse contexto, ao se considerar o ambiente clinico, € comum o
desenvolvimento de formas de resisténcia, com o passar dos anos, que nao eram
encontradas anteriormente em fases de pré-teste, de forma semelhante a
vancomicina, na qual levaram décadas para o surgimento de cepas com resisténcia
significativa (DARNELL, et al, 2019). Portanto, a teoria relacionada ao mecanismo de
acao da teixobactina ja é contestada em um cenario laboratorial e demonstra que
cepas resistentes devem certamente surgir com sua insergéo clinica. Entretanto, tais
antimicrobianos possuem uma forte atividade bactericida, com agao sinérgica na
biossintese da parede celular, que provavelmente dificultara o desenvolvimento de

resisténcia significativa com seu uso racional e adequado.

3.8 Limitagoes e Perspectivas

O presente estudo apresenta limitacbes sobre as conclusdes obtidas.
Primordialmente, trata-se de uma busca bibliografica, logo, depende dos artigos
obtidos para analise. Assim, para minimizar esse viés, foram feitas buscas em cinco
bases de dados e incluidos resultados em qualquer tempo e qualquer lingua.

A qualidade das conclusdes depende da qualidade das informagdes primarias,
que, por se tratarem de estudos pré-clinicos, apresentam uma alta heterogeneidade
entre si. Um exemplo bem caracteristico é a variagado da concentragao de polisorbato
80 entre os experimentos de CIM. A concentragao utilizada pelo artigo original era de
0,02%, recomendada para evitar a adsor¢cédo do farmaco a parede das placas de teste.
Todavia, alguns autores adotaram concentragdes diferentes ou nem ao menos citaram
a presenca da substancia, o que reduz padronizacdo das analises sobre a atividade
in vitro da teixobactina.

A eficacia in vivo também apresenta limitagdes de interpretacéo, pois somente
quatro trabalhos para teixobactina sobre S. aureus, e somente um, usando o

antimicrobiano como colirio ocular, relatou de forma clara a biocompatibilidade. A
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administragdo endovenosa, principal via de aplicagcdo, ndo possui dados de efeitos
colaterais bem analisados, mesmo com o conhecimento do risco da formagéo de géis
em condigdes fisioldgicas. Logo, novas analises em animais s&o necessarias.

A possivel agdo superior a vancomicina permanece uma incégnita, pois a
comparacgao nao foi realizada em todos os estudos e, por se tratar de uma analise de
dados pré-clinicos, ndo se pode realizar uma extrapolagao para o cotidiano médico.
Nesse mesmo aspecto, poucos autores avaliaram a atividade da teixobactina em
VISA, o que demonstra uma area interessante para novas pesquisas visto o potencial
dessa nova classe.

Por fim, o mecanismo de acéo descrito fornece uma boa explicacdo para os
presentes achados, entretanto ele se pde apenas para a agao do antimicrobiano sobre
S. aureus, neste trabalho, sendo necessario o estabelecimento de novos trabalhos
que visem a avaliagdo sobre outros micro-organismos, como por exemplo, bactérias

Gram negativas e o Mycobacterium tuberculosis.
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4 CONCLUSAO

A teixobactina e seus analogos apresentam diversas evidéncias pré-clinicas
favoraveis ao seu uso. In vitro, mostraram eficacia contra cepas de S. aureus sensiveis
e resistentes a meticilina, bem como bactérias com resisténcia intermediaria a
vancomicina. A eficacia manteve-se in vivo com efeito comparavel ou superior a
antimicrobianos conhecidos, com boa seguranga a niveis celulares e de dificil
desenvolvimento de resisténcia bacteriana. Assim, esses inibidores dos lipideos Il e
Il detém grande potencial para o uso em contexto pratico de combate a infec¢des de
MRSA no futuro e, portanto, avancos na pesquisa pré-clinica sao imperiosos e
urgentes, visto a dificuldade cada vez maior do uso de antimicrobianos no contexto

atual, devido a vasta resisténcia microbiana aos antimicrobianos existentes.
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