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RESUM

Les infeccions bacterianes sén una important causa de mort en els nostres dies i diversos
factors s6n responsables de la seva transcendencia, com el mal s dels antibiotics, la capaci-
tat d’adaptacio bacteriana a les terapies actuals i la manca de noves families d’antibiotics que
apareguin a la mateixa velocitat que els patogens es fan resistents als productes del mercat.
Per superar aquest problema la comunitat cientifica inverteix importants esforcos en la recerca
de nous antibacterians, a través tant de la utilitzacié del coneixement adquirit dels antibiotics
existents i de les tecnologies classiques, com de la incorporacié de la genomica per a la recerca
de noves dianes, de fonts de productes naturals no explorades, de noves tecnologies de sintesi,
i del rastreig d’alt rendiment per a una major optimitzaci6 en la deteccié d’antibidtics poten-
cials. Al llarg d’aquest article s’intenta repassar 1’evolucié en la recerca d’antimicrobians, des
del problema que representa 1’adaptaci6 dels bacteris a 1'tis dels antibiotics, fins a arribar a la
utilitzacié de noves tecnologies en la recerca de productes amb nous mecanismes d’accid.

Paraules clau: antibiotics, resisténcia, descobriment de drogues, noves dianes, noves tecno-
logies.

SUMMARY

Infectious diseases are the leading cause of death worldwide, and the main reasons for the
accelerated development and dissemination of bacterial resistance are the increase of the global
selective pressure through inappropriate use of antimicrobials in therapy, the bacterial ability to
select for resistant organisms, and the lack of development of new drugs as fast as bacteria can
adapt to current antibacterials. The scientific community and drug companies are refocusing
their discovery efforts in developing novel agents with new modes of action, adding to the
classical antibiotic knowledge and detection methods the use of rapidly emerging technologies
including genomics, combinatorial chemistry, high throughput scanning, and novel sources of
natural products. This review summarize the evolution of the antimicrobial drug discovery
process through the use of novel technologies in order to fight against resistant pathogens.
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INTRODUCCIO

El descobriment, desenvolupament i explo-
taci6 dels antibiotics ha estat un dels avencos
més significatius en medicina del segle xx,
juntament amb la millora de les condicions de
salut ptblica. L'era daurada de la recerca d’an-
timicrobians va ser la compresa entre 1940 i
el final dels anys seixanta, i d’aquells esfor¢os
va resultar un ampli ventall d’agents estruc-
turalment diversos i efectius per a tractar les
infeccions bacterianes. A finals dels setanta,
la batalla davant les infeccions es va consi-
derar guanyada; era aquesta una sensaci6 de
victoria excessiva i prematura (Spellberg et
al., 2004).

En els dltims anys les resistencies als anti-
biotics, tant als hospitals com en la comunitat,
estan augmentant d’una manera alarmant, a
causa sobretot d'un grup de patogens que han
esdevingut resistents a mudiltiples antibiotics
del mercat. Aquests patogens son els Staphylo-
coccus aureus resistents a la meticillina (MRSA)
o amb sensibilitat intermedia a la vancomicina
(VISA), els Enterococcus resistents a la van-
comicina (VRE) i els Streptococcus pneumoniae
amb sensibilitat disminuida a la penicillina
i a altres antibacterians, juntament amb or-
ganismes com Pseudomonas sp. multiresistent,
Klebsiella sp., Enterobacter sp. i Acinetobacter sp.

SITUACIO ACTUAL: APARICIO
INEVITABLE DE RESISTENCIES

Quan s’introdueix una nova classe d’antibi-
otics en 1'ts clinic, aquesta és efectiva al prin-
cipi, pero eventualment es pot seleccionar la
superviveéncia d una petita fraccié de poblacié
bacteriana amb un mecanisme de resisténcia
intrinseca o adquirida. Quan emergeixen els
patogens resistents a multiples antibiotics ho
acostumen a fer en tot el mén, i més o menys al

mateix temps (Walsh, 2003). Aquest problema
afecta de manera molt directa la vancomici-
na, fins fa poc considerada terapia de darrera
eleccid, i que avui dia esta perdent la seva efec-
tivitat davant algunes soques multiresistents.
Els mecanismes de resisténcia es poden re-
sumir en bloqueig de 'entrada de l'antibiotic,
afavoriment de 1'expulsié, modificacié de la
diana i desactivacié enzimatica o bypass. Tot
i que els bacteris resistents son infreqiients
dins una poblacié normal (p. ex.: un de ca-
da 108), en preséncia continua d’un antibiotic
determinat les resistents augmenten respecte
als bacteris que no sén capagos de sobreviure.
El termini per al desenvolupament de resis-
tencies clinicament significants és multifacto-
rial i depen de la quantitat d’antibiotic utilit-
zat, l'amplitud de la prescripcio, la freqiiencia
d"ts de nivells subterapéutics d’antibiotics,
els reservoris de mecanismes de resisténcia
existents, el nombre de mutacions requerides
perqué emergeixi resistencia en una diana de-
terminada i la capacitat de supervivencia dels
organismes resistents. La realitat és que les re-
sistencies bacterianes, al llarg del temps, s"han
desenvolupat davant cada una de les classes
d’antibiotics, tant naturals com sintetics (entre
un any o una decada després del seu primer ts
clinic). La resistencia, doncs, no és una qiies-
tié de si apareix, sin6 de quan ho fa. Des del
moment que entra a la clinica un nou antibac-
teria, el rellotge comenga a comptar per a la
primera aparicié de soques resistents. El nom-
bre de nous antibiotics que es necessiten per a
tractar la mateixa infeccié bacteriana va aug-
mentant en el temps a mesura que apareixen
soques resistents als antibiotics usats. L'tiltim
exemple és 1’oxazolidinona linezolid, per a la
qual les primeres soques resistents van aparei-
xer només un any després de 1’aprovacié del
producte per la FDA (Schmidt, 2004).
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CANVI D’ESTRATEGIES
EN I’EMPRESA ACTUAL

El 2003, el mercat global d’antimicrobians
es va estimar en trenta-dos bilions de dolars i
s’espera que estigui per sobre dels trenta-vuit
bilions el 2006 (Basbaum, 2003). Les industri-
es farmaceutiques valoren aquest fet i tam-
bé la postura de les administracions d’inten-
tar fomentar la investigacié en aquest camp,
pero la realitat és que inverteixen cada cop
menys en antibacterians. La primera causa
que ho explica és l'elevat cost de la recerca i
el desenvolupament (estimacions de 400-800
milions de dolars/producte aprovat) (Smo-
linski et al., 2003). Una altra és el fet que
aquest tipus de productes sén economicament
menys atractius per al desenvolupament que
altres tipus de farmacs, ja que s’utilitzen com
a terapia de curta durada enfront dels medica-
ments indicats per a malalties croniques (Pro-
jan, 2003). També, 1’elevat nombre d’antimi-
crobians aprovats és un competidor important
a I'hora d’intentar nous registres, juntament
amb el fet que els organismes de salut ptubli-
ca transmetin a 1'opinié medica la necessitat
de limitar 1'ds d’antibiotics d’ampli espectre
amb l’objectiu de minimitzar les pressions que
originen l'aparici6é de resistencies i, per tant,
desaconsellin 1'is com a primera opci6é dels
nous antibacterians (Powers, 2003).

La situaci6 afecta de manera diferent peti-
tes companyies farmaceutiques o de biotec-
nologia que poden estar més interessades en
aquest camp, ja que preveuen el desenvolu-
pament de farmacs amb mercat més reduit, i
per tant, amb menor marge economic (Spell-
berg et al., 2004). Obviament, també disposen
de menys recursos, perd sovint la collabo-
racié entre aquestes o amb diferents grups
de treball académics intenta suplir aquesta
mancanga. De totes maneres, qualsevol tipus
de companyia farmaceutica que treballi en
aquest camp ha de preveure la recerca en la
identificaci6 i validacié de noves dianes, ha
de disposar d’experiencia en mecanismes de

rastreig d’alt rendiment (HTS) i també en sis-
temes i programes per a la identificaci6 i opti-
mitzacié de leads.

ESTRATEGIES CLASSIQUES
EN LA RECERCA
D’ANTIMICROBIANS

En el passat, el meétode tradicional utilitzat
per al desenvolupament de nous antibiotics
era la sintesi d’analegs de compostos existents
o el rastreig de substancies naturals i 'avalu-
acié de tots aquests amb la recerca de millores
en l'activitat terapeutica i en I'espectre. Suti-
litzaven també metodes in vitro i in vivo per
a determinar la seva activitat bacteriostatica
o bactericida, perd sempre amb organismes
sencers (bacteris o animals d’experimentacié).
A continuacid, es definien les relacions d’es-
tructura-activitat amb series d’analegs qui-
mics fins a identificar el millor compost per
al desenvolupament clinic. La situacié habi-
tual era identificar 1’activitat antimicrobiana i
després I’estructura de la molécula responsa-
bleiles dianes involucrades (Yuan ef al., 2001).
Aquesta aproximaci6 va tenir exit durant de-
cades i va permetre la identificacié d"un nom-
bre limitat d’antibacterians que, tot i no ser
baix, condueix a situacions de resisténcia cre-
uada, ja que molts tenen com a diana els
mateixos processos cellulars o els mateixos en-
zims (vegeu la taula 1). Algunes companyies
farmaceutiques encara utilitzen aquest procés
i, tot i que hi ha hagut certa innovaci6 al llarg
del temps, han passat més de trenta anys en-
tre la introducci6 de les quinolones 'any 1962
i la segiient classe estructural d’antibiotics,
I'oxazolidinona linezolid (Rachakonda i Car-
tee, 2004).

Avui dia, sis antibiotics superen un bilié de
dolars en vendes: dos (3-lactamics (ceftriaxona
iamoxicillina/clavulanic), dos macrolids (azi-
tromicina i claritromicina) i dues fluoroquino-
lones (ciprofloxacina i levofloxacina). Aquests
productes reflecteixen tres classes estructurals
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TauLa 1.

Llistat d’antibiotics representants de les principals classes d’antibiotics,

amb les seves dianes d’accié i la década de la seva introduccid clinica

Década Compost (classe) Diana bacteriana

1930 Sulfonamides Metabolisme dels acids grassos (ac. folic)

1940 Penicillines (B-lactamics) Sintesi de la paret cellular
Estreptomicina (aminoglicosids) Sintesi de proteines

1950 Cloramfenicol Sintesi de proteines
Tetraciclines Sintesi de proteines
Vancomicina (glicopéptids) Sintesi de la paret cellular
Eritromicina (macrolids) Sintesi de proteines

1960 Cefalosporines ((3-lactamics) Sintesi de la paret cellular
Piostacina (estreptogramines) Sintesi de proteines
Acid nalidixic (quinolones) Replicaci6é del DNA

1980 Fluoroquinolones (quinolones) Replicaci6é del DNA
Cefalosporines de 3a generacié (B-lactamics) Sintesi de la paret cellular
Carbapenems ((3-lactamics) Sintesi de la paret cellular
Segona generacié de macrolids Sintesi de proteines

1990 Quinudalfopristina (estreptogramines parenterals) Sintesi de proteines

2000 Linezolid (oxazolidones) Sintesi de proteines
Telitromicina (ketolids) Sintesi de proteines

que han estat les més importants durant qua-
tre decades (Walsh, 2003).

Una estratégia per a superar les resisténcies
bacterianes és la identificacié de substanci-
es que interfereixen amb els trets de resis-
téncia. Aquest concepte va ser introduit amb
éxit en la terapia a comencaments de la deca-
da dels vuitanta amb la comercialitzacié per
part de GlaxoSmithKline de I'acid clavulanic,
un inhibidor de (3-lactamases obtingut a par-
tir de Streptomyces clavuligerus, conjuntament
amb la preparacié amb amoxicillina. També
és, doncs, molt important en la recerca de nous
antibacterians la modificacié de l'estructura
quimica dels antibiotics per neutralitzar els
mecanismes de resisténcia i la recerca de nous
compostos amb mecanismes d’accié descone-
guts (Schmidt, 2004).

Molts dels compostos que estan avui en
desenvolupament sén encara modificacions
menors de les families B-lactamiques, ma-
crolids i fluoroquinolones; les segones i ter-
ceres generacions d’aquestes moléecules sén
extremadament importants en la millora en
eficacia i farmacocinética. Variants d’altres

classes d’antibiotics, com les tetraciclines i
glicopeptids, s’han obtingut amb 1’objectiu
d’augmentar l'eficacia davant bacteris pato-
gens importants. La daptomicina (lipopép-
tid), pot ser efectiva especialment davant VRE
(Walsh, 2003). Oritanvancina i dalbavancina
son derivats glicopeéptids amb una vida mit-
jana en serum molt llarga i activitat davant
molts dels grampositius resistents a altres an-
tibiotics. Altres exemples a comentar son les
noves fluoroquinolones i les desfluoroquino-
lones, que han incrementat molt la seva ac-
tivitat davant microorganismes grampositius,
fins i tot resistents a les anteriors fluoroqui-
nolones. També, les glicilglicines sén com-
postos que han estat modificats quimicament
per superar les resistencies a la tetraciclina
mitjangant protecci6 ribosomica i I’efflux. D’a-
questes molecules, la tigeciclina presenta tan
bona activitat davant grampositius, anaerobis
i enterobacteris com una molt disminuida to-
xicitat gastrointestinal per via endovenosa. Fi-
nalment, els ketolids sén derivats dels macro-
lids no subjectes al mecanisme de resisténcia
d’aquests, a causa de 'efflux, no indueixen re-
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sisténcia als macrolids i tenen activitat relativa
davant soques amb els gens erm (Douthwaite
i Champney, 2001).

INCORPORACIO DE LA GENOMICA
A LA RECERCA DE NOVES DIANES

La major part dels antibiotics actuals estan
dirigits a un nombre reduit de funcions cel-
lulars, com la sintesi de la paret bacteriana,
replicacié del DNA, transcripcié i traduccié
(Moir et al., 1999). La identificacié de funcions
cellulars no explorades com a dianes potenci-
als és necessaria per al desenvolupament de
nous antibiotics. En aquest punt, la genomi-
ca ha esdevingut una nova estrategia per a la
identificacié de noves dianes que ha revolu-
cionat totes les arees terapeutiques, especial-
ment el camp de la microbiologia.

El primer genoma bacteria totalment se-
qlienciat va ser el d’Haemophilus influenzae
I'any 1995 (Fleischmann et al., 1995), i actual-
ment ja son més de cent els genomes bacteri-
ans completament seqiienciats disponibles en
les bases de dades publiques. Aquesta gran
quantitat d’informacié ha impulsat el desen-
volupament d’extensos programes per a cer-
car noves dianes, tant en la industria com en
el mén académic. Malgrat tot, aquest procés
no és senzill, ja que s’han de tenir en compte
molts criteris per a triar una diana i després
s’han de desenvolupar diferents eines per a
validar-la.

Eleccio d’una nova diana antimicrobiana

A partir de la seqiiéncia de DNA bac-
teria, i mitjangant programes bioinformatics
d’analisi i comparacié de seqiiéncies (Galpe-
rin, 2004), es poden localitzar els marcs oberts
de lectura (ORF) i assignar-los possibles fun-
cions per homologia amb altres proteines, per
analisi dels dominis o per I'estructura de l'o-
per6 (McDevitt et al., 2002). Dels milers d’ORF

nous identificats s’han de tenir en compte una
série de criteris per a poder triar els més in-
dicats per a esdevenir una diana potencial. El
primer dels criteris és 1’espectre. Per al desen-
volupament d’antibiotics d’ampli espectre es
poden identificar aquells gens que estan al-
tament conservats en un gran nombre d’or-
ganismes patdogens comparant multiples se-
qliencies genomiques bacterianes i incloent-hi
genomes de diferents soques de les mateixes
espécies. En principil’ampli espectre és el més
buscat en un antibiotic, atés que té un mercat
major i, a més, seria d’eleccié en els casos en
que la terapia s’hagués d’iniciar abans d’ha-
ver identificat I’agent causal de la infecci6. De
totes maneres, 'eleccié de dianes d’espectre
més reduit presenta I’avantatge de desenvolu-
par agents antimicrobians amb menors efectes
secundaris, a causa de la conservacio de la flo-
ra comensal i la menor aparicié de resisténcies
(McDevitt i Rosenberg, 2001). El segon criteri
a tenir en compte és la selectivitat enfront de
I'home. Gracies a la seqiienciacié del genoma
huma (Venter et al., 2001) es pot determinar
la presencia o no d’un gen concret o si les di-
ferencies son suficientment importants per a
preveure que un compost sera selectiu entre
la diana bacteriana i la humana.

Un cop definitl’espectre ila selectivitat, s’ha
de definir 1'essencialitat de la diana. Mitjan-
cant diferents tecnologies que es discutiran al
segiient apartat de validaci6 de noves dianes,
s’ha de determinar el paper essencial de la
nova diana en el creixement o la viabilitat cel-
lular. Sembla raonable pensar que els gens que
resulten essencials per al creixement o la via-
bilitat en medis de cultiu del laboratori també
ho seran a I'hoste infectat. Malgrat aixo, s’ha
observat que determinats gens varien el seu
patré d’expressié en un procés d’infeccid, i
aquells que resultaven essencials en les con-
dicions experimentals del laboratori ja no ho
sén a 'hoste (Moir et al., 1999; Rachakonda i
Cartee, 2004). Per tant, aquest gen ha perdut
el seu interés com a diana terapeutica.

Finalment, és important poder caracteritzar



72 C. TARRAGO, C. ALEMANY, C. PALACIN, J. TERENCIO I A. GUGLIETTA

funcionalment la nova diana, per desenvolu-
par assaigs bioquimics, si és possible en for-
mat de HTS, i poder mesurar l'activitat de
diferents compostos quimics (McDevitt i Ro-
senberg, 2001).

Validacié de noves dianes terapéutiques

La validaci6é d'una diana consisteix a deter-
minar el seu paper essencial en la superviven-
cia cellular mitjangant diferents metodologies.
Malgrat que el gen es trobi conservat en dife-
rents especies, establir 1'essencialitat del gen
en una soca bacteriana no implica 'essencia-
litat en la resta. Per tant, I’essencialitat d’una
diana potencial s’ha de determinar en un am-
pli ventall d’especies patogenes (Donadio et
al., 2002).

Algunes de les metodologies per a validar
una diana es basen en la disrupcié del gen
i I'estudi de l’efecte de la pérdua de funcié
del gen destruit sota diferents condicions de
creixement. Les insercions que tinguin lloc en
gens essencials conduiran a la mort del bac-
teri. Els metodes que provoquen la disrupcié
d’un gen sén rapids i senzills. Exemples d’a-
quests métodes son el test d’insercié de trans-
posons (Miesel et al., 2003; Gerdes et al., 2002) o
la mutagenesi per insercié de plasmidis (Link
et al., 1997; Vagner et al., 1998). Ambdues tec-
niques es diferencien en el fet que la primera
consisteix en la introduccié aleatoria de trans-
posons al llarg de tot el genoma bacteria, men-
tre que la inserci6 de plasmidis va dirigida a
un gen en concret. A més, en la mutagene-
si per inserci6 de plasmidi s’eviten els efectes
polars que es poden produir en la inserci6 de
transposons (Link et al., 1997).

Altres metodologies per a validar una diana
utilitzen soques mutants condicionals. Aques-
tes aproximacions permeten 1’estudi de gens
essencials gracies al fet que en condicions de
cultiu permissives, el gen s’expressa i la soca
creix, mentre que en condicions més restric-
tives en que el gen no s’expressa, la soca no

sobreviu. La utilitzacié6 de mutants condici-
onals permet identificar i caracteritzar gens
essencials i compostos antimicrobians. Hi ha
diferents estrategies dins els mutants condici-
onals, com a) els mutants termosensibles, en
qué s’introdueix una mutacié que converteix
la proteina essencial en termolabil (Schmid et
al., 1989); b) RNA antisentit, que inhibeix la
traduccié totalment o parcialment, tant in vi-
tro com in vivo (Ji et al., 1999) i c) el control
de l’expressi6 genica per substitucié o disrup-
ci6 del promotor endogen del gen diana per
un promotor regulable mitjancant la incuba-
ci6 amb un inductor (Greendyke et al., 2002).
Aquestes metodologies s’utilitzen per a estu-
diar I'essencialitat d'un gen en concret, pero
també han estat adaptades, per exemple, en el
cas d’empreses farmaceutiques per a la iden-
tificacié massiva de multitud de gens essenci-
als en una mateixa soca patogena (Forsyth et
al., 2002).

Mitjangant técniques de genomica s’han po-
gut identificar i validar dianes concretes, com
la peptid-deformilasa, i fins i tot vies bioqui-
miques senceres, com la ruta biosintetica dels
acids grassos bacterians, la via del corismat i
la via del MEP per a la biosintesi d’isoprenoi-
des, exemplificats al final d’aquest treball.

FONTS D’ANTIMICROBIANS:
PASSAT I FUTUR

L'is de compostos naturals va ser l'estra-
tégia dominant entre 1940 i 1960 en l'épo-
ca daurada del descobriment d’antibiotics. El
descobriment de I’activitat antibacteriana dels
productes naturals va facilitar el desenvolu-
pament d’assaigs per a la purificaci6 i carac-
teritzaci6 de penicillines, cefalosporines, ami-
noglicosids, tetraciclines, macrolids, etc. Els
antibiotics d’origen natural acostumen a tenir
estructures i grups funcionals complexos pera
la interaccié especifica o reconeixement per
les dianes dels bacteris patogens. Aquestes es-
tructures complexes normalment sén produi-
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des a gran escala per processos de fermenta-
cié, més que per sintesi. També, s’han utilitzat
de base quimica per a crear posteriors genera-
cions de derivats semisintetics que han arribat
al mercat (Walsh, 2003).

Les fonts d’on normalment s’extreien
aquests tipus de productes (fongs, bacteris i
plantes medicinals) s’han esgotat després de
cinquanta anys de rastreig intensiu. Actual-
ment hi ha empreses que criben l'activitat an-
tibiotica de compostos procedents d’origens
no explorats anteriorment, com organismes
marins, peptids procedents d’insectes, o plan-
tes de diferents zones del mén.

Cal també recordar i considerar que no-
més una petita part dels microbis existents
sén cultivables en laboratori. Aixo fa que més
del 90 % del metagenoma, o conjunt de ge-
nomes del total de microbis presents en la
natura, sigui desconegut, i és una font de di-
anes i de productes naturals (Daniel, 2004)
encara per explotar. Mitjangant el clonatge de
grans fragments (50-100kb) de DNA a par-
tir de microbis aillats en entorns naturals, i la
seva expressié en un microorganisme de la-
boratori com E. coli, s’han pogut identificar
nous gens. Aquesta aproximacié és molt nova
imalgratla gran quantitat d’esforcos invertits,
encara no ha permes revelar noves estructures
quimiques.

La segona linia de descobriment d’antibi-
otics van ser els antibacterians sintétics pro-
cedents d’estructures que no es troben a la
natura. En sén exemple les sulfonamides, les
fluoroquinolones i les oxazolidinones, la dar-
rera familia d’antibiotics descoberta i que té el
linezolid (Zyvox®) com a tinic representant en
el mercat.

L’habilitat de la quimica combinatoria de sin-
tetitzar rapidament un nombre elevat de com-
postos diferents ha permes generar una gran
quantitat de quimioteques de compostos sin-
tetics, que son el punt de partida per a la cerca
il’optimitzaci6é de nous antibacterians. La me-
todologia que s’utilitza per a la sintesi d'una
amplia matriu de compostos és un procés ite-

ratiu d’enllacar peces (building blocks). Es van
creant noves estructures basades en la seqtien-
cia o disposici6é de les unitats monomeriques
que s’han afegit, i un cop testejades les seves
activitats biologiques es poden convertir en
lead compounds.

La validesa de la quimica combinatorial re-
alment radica en la diversitat dels compostos
creats i en la utilitzaci6é de tecniques de HTS
que fa que sigui avaluada la possible activitat
biologica d’aquests milers o milions de com-
postos en un periode de temps relativament
curt.

Les quimioteques petites es consideren més
adequades per a explorar farmacofors especi-
fics (grups estructurals amb activitat biologi-
ca) i han representat un gran impacte en els
projectes de recerca d’antibiotics basats en el
mecanisme d’accié (Trias, 2001). Les quimio-
teques de molts compostos, en canvi, posseei-
xen una diversitat estructural molt gran i sén
més adequades per a projectes dirigits a iden-
tificar un lead o un hit, amb els quals es pot
iniciar un programa de quimica medica.

També s’ha utilitzat la quimica combinato-
rial per a augmentar la diversitat al voltant
d’antibiotics existents, com els p-lactamics i
les quinolones, pero és dificil trobar noves
molecules al voltant de les classes extensa-
ment explorades en el passat. A més, 'elevat
nombre de publicacions és una barrera per a
la patentabilitat de les noves molecules. Els
projectes que, en canvi, explorin la diversi-
tat quimica al voltant dels nous antibiotics
(p. ex.: oxazolidinones) segurament tindran
major probabilitat d’exit.

Rastreig d’alt rendiment

Per a poder avaluar I'activitat biologica de
les quimioteques diverses davant les dianes
potencials s’han desenvolupat metodes d’alt
rendiment que permeten el cribratge d'un
gran nombre de productes, i a més en un peri-
ode de temps raonable. Els meétodes classics
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consisteixen a testejar els candidats a farmacs
utilitzant cellules o organismes sencers (whole-
cell scanning). Com a avantatge tenen que es
criben moltes dianes alhora i de manera senzi-
llai, com a desavantatge, que s’han de superar
les barreres naturals d’accés a totes (embol-
calls cellulars, degradacié enzimatica...). Amb
aquests metodes s’obtenen productes amb ac-
tivitat final, tot i que sense coneixement sobre
el mecanisme d’acci6, a diferencia de quan es
fa el rastreig amb dianes aillades. L'avantat-
ge d’utilitzar dianes aillades per al rastreig de
compostos és que es posa en contacte direc-
te el potencial inhibidor amb la diana, mentre
que el desavantatge és que segurament qual-
sevol producte actiu haura de ser quimica-
ment optimitzat perqueé mantingui l'activitat
en els organismes sencers després de traves-
sar les barreres naturals. Els assaigs amb di-
anes aillades i amb métodes de rastreig d’alt
rendiment permeten avui cribar tantes dianes
quasi com amb les cellules completes, i alhora
disposar de coneixement sobre el mecanisme
d’accié d'un compost (Schmidt, 2004).

Un altre tipus de rastreig és el que s’utilitza
quan es disposa d"una proteina diana lliure en
solucié i de sistemes automatics d’identifica-
ci6 de lligands. S’anomena rastreig amb afinitat
pel lligands i estan sent utilitzats per compa-
nyies de biotecnologia.

Una altra possibilitat és el rastreig virtual
(in silico), que implica 1’avaluacié de les es-
tructures quimiques segons un model com-
putacional. Aquest model pot ser una equa-
ci6 tradicional QSAR, un farmacofor 3D, o
l'acoblament a una estructura cristallina d"u-
na proteina. Les familiars regles de Lipinski
o area de superficie polar sén eines per a
calcular I'absorci6, i sén també exemples de
rastreig virtual. El dogma principal del dis-
seny de productes basat en l'estructura és
l'obtencié de l'estructura tridimensional de
la diana que s’utilitza per a fer rastreig. La
situacié optima és disposar del complex di-
ana-inhibidor, ja que permet la identificacié
del lloc actiu. Es construeix un algorisme

que s’utilitzara per a poder predir 'acobla-
ment de molecules al lloc actiu de la diana i
es necessita disposar d’accés a una serie de
quimioteques; per mitja d'una computado-
ra potent es podran escanejar in silico grans
quantitats de molecules d’acord amb la dis-
ponibilitat de l'estructura tridimensional. Cal
puntualitzar que el rastreig virtual no subs-
titueix mai el rastreig in vitro real; s'utilitza
per a identificar noves estructures que puguin
complir un determinat perfil entre bases de
dades de compostos existents, sense reque-
rir una mostra fisica de la molecula per a ser
criada.

Tot i aquests aspectes prometedors, encara
no s’ha desenvolupat cap antibiotic a partir
de les aproximacions combinatories i de 1'as
massiu de técniques de rastreig. Una de les
possibles raons és que el disseny de derivacié
quimica dels compostos de les quimioteques
és massa a l'atzar i no es basa en el coneixe-
ment precis dels mecanismes de resistencia.
Conseqtientment, és raonable també escollir
estrategies més racionals per a investigar 1’es-
tructura de les dianes bacterianes alhora que
s’intenten entendre precisament quines propi-
etats son interessants per a dissenyar les mo-
dificacions quimiques, com ha passat en el cas
de la vancomicina (Nicolaou, 2001). Aquestes
técniques permetran que quimioteques de bi-
lions d’estructures teoriques siguin testejades
en funcié de la seva capacitat d’encaixar en
un determinat receptor bacteria. De la mateixa
manera, i com ja hem dit, les eines de prese-
lecci6 poden ajudar a crear quimioteques més
focalitzades i, aixi, reduir el nombre de com-
postos a sintetitzar (Rusinko et al., 2002).

DIANES POTENCIALS
EN EL DESCOBRIMENT
DE NOUS ANTIMICROBIANS

Durant tot aquest temps s’ha anat treballant
en la recerca d’antibacterians derivats d’es-
tructures conegudes o inhibidors de dianes
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considerades essencials per a la viabilitat cel-
lular. Actualment s’ha ampliat la recerca a la
possibilitat d'inhibir altres dianes que no afec-
ten les funcions metaboliques essencials, sin6
factors responsables de la colonitzaci6 tissu-
lar, superaci6 del sistema immunitari de I’hos-
te, virulencia, patogenicitat o comunicacio6 cel-
lular (Schmidt, 2004). Un avantatge d’aquest
nou enfocament és que, en no representar fun-
cions cellulars vitals, la inhibicié d’aquests
sistemes podria tenir menys incidencia sobre
els fenomens de resisténcia.

Entre els processos essencials per a la su-
pervivencia cellular, la replicacié del DNA i
la sintesi proteica continuen sent una font de
possibles noves dianes. En el cas de la replica-
cié del DNA intervenen vora trenta proteines
amb un alt grau d’homologia entre bacteris,
de manera que poden donar lloc a inhibidors
d’ampli espectre. A més, gracies a les noves
metodologies de rastreig, s’han pogut desen-
volupar assaigs en format de HTS, cosa que
probablement aportara nous compostos amb
activitat antibacteriana en els propers temps.

Pel que fa a la sintesi proteica, ha estat font
de molts grups d’antibacterians, com tetraci-
clines, macrolids, o les recents oxazolidinones.
Actualment, la sintesi proteica s’esta explo-
rant per a la cerca de nous compostos des de
diferents punts de vista. D’'una banda, desen-
volupant assaigs d’alt rendiment, igual que
en el cas del procés de replicaci6; d’altra ban-
da, i gracies a la disponibilitat de 'estructura
del ribosoma procariotic (Ban et al., 2000), hi
ha empreses que estan desenvolupant rastreig
in silico (com Rib-X). I per acabar, amb la in-
troduccié de la genomica s’han identificat no-
ves dianes potencials com la péptid-deformilasa
(PDF), enzim procariotic que intervé en 1’eli-
minaci6 de la formilmetionina de la proteina
naixent. L'exit recent de 'tis d"un inhibidor de
la PDF en un model d’infeccié bacteriana va-
lida aquest enzim com una nova diana per a
antibiotics (Clemens ef al., 2001)

La divisi6 celular també és critica per a la su-
perviveéncia bacteriana, i és probablement un

dels processos que menys s’entenen fins ara,
tot i que se sap que implica una xarxa d’inte-
raccions proteina-proteina necessaria per a la
formaci6 dels septes. Aquest procés és regulat,
entre d’altres, per les proteines Fts. Una de les
proteines involucrades, i que seria una diana
potencial, és la FtsZ, ja que la seva concentra-
ci6 regula la freqiiencia de formaci6 del septe
previ a la divisi6 cellular (Lutkenhaus, 1993).

Les cobertes i barreres de membrana en bacteris
son estructures interessants com a dianes en
la recerca d’antimicrobians, com ho demostra
el fet que al mercat hi ha nombrosos produc-
tes que interfereixen amb la seva estructura
o el seu funcionament. Aquestes estructures
no solament actuen com a barrera fisica, sin6
que, amés, els bacteris sén capagos d’expulsar
productes a través d’aquestes, o de bloquejar-
ne especificament 1’entrada. El bloqueig dels
sistemes expulsors de molecules, la desestabi-
litzacié de la membrana externa o la interfe-
rencia en diversos punts de la construccié de
la paret cellular poden conduir a l’obtencié
de bons candidats a antibiotics.

Entre els enzims que participen en la sintesi
de la paret bacteriana, la fosfo-N-acetilmura-
mil-pentapeptid-translocasa (o translocasa 1)
catalitza la primera reaccié a la membrana
de la biosintesi del peptidoglica. S’han desco-
bert dos antibiotics nucleosids que inhibeixen
aquest enzim, la mureidomicina A i la lipo-
sidomicina B (Brandish et al., 1996) que, con-
trariament a la tunicamicina, inhibidor de la
biosintesi de glicoproteines de mamifers, no
son toxics en ratolins.

Un altre enzim essencial que participa en la
sintesi de la paret, i per al qual s’estan desen-
volupant inhibidors, és el producte del gen
murA. Fins ara només es coneix la fosfomici-
na. Recents analisis dels genomes microbians
han revelat que els cocs grampositius tenen
dues copies de murA (murAl i murA2) (Du et
al., 2000), i només la deleci6é de totes dues és
letal. Per tant, els inhibidors que es desenvo-
lupin han de ser capagos, igual que la fosfomi-
cina, d’inhibir tots dos enzims.
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Dins encara l'estructura de la paret bacte-
riana com a font de noves dianes, la recerca
d’inhibidors dels sistemes d’efflux bacterians és
una de les estratégies més atractives per als
nous antimicrobians. Moltes de les bombes
d’efflux estan ampliament distribuides entre
les cellules procariotes, i els bacteris les utilit-
zen per a expulsar tant restes metaboliques i
toxines com agents antimicrobians, cosa que
contribueix a la resisténcia als antibiotics en
certes especies bacterianes. S’han desenvolu-
pat alguns inhibidors efectius fins al moment
(Malléa et al., 2003), pero atés que hi ha una
considerable redundancia en l'existéncia de
mecanismes d’efflux, els agents haurien d’in-
hibir-los tots per a ser efectius.

Entre els processos no essencials per a la
supervivéncia cellular, un exemple de noves
dianes son els sistemes de percepcié de quo-
rum, o senyals cellula-cellula. Les poblacions
bacterianes coordinen les seves activitats ge-
niques mitjangant la produccié i intercanvi
extracellular de molecules senyal o autoin-
ductors (Schmidt, 2004). A més d’activitats
com la simbiosi, motilitat, competencia, con-
jugaci6, esporulacié i produccié d’antibiotics,
els autoinductors sén també responsables de
la formacié6 de factors de viruléncia medicament
rellevants (Branny et al., 2001), i de la formacié
de biofilms per algunes soques. Els biofilms es-
cuden o protegeixen els microbis de les defen-
ses immunitaries de 1’hoste, dels antibiotics, i
fins i tot dels desinfectants. Els analegs dels
autoinductors s6n bons candidats a antibacte-
rians, ja que bloquegen els llocs dels receptors
sense induir I’activitat genica (Schmidt, 2004).

Els sistemes de transduccié de senyals de
dos components (TCST) sén sistemes d’inter-
acci6 amb el medi extern (Roychoudhury et
al., 1993), que consisteixen en dues proteines
anomenades sensor i regulador (transductor),
i que controlen molts gens de viruléncia. Els
bacteris els utilitzen per a monitoritzar el seu
ambient extern i adaptar-se per a la supervi-
vencia. Aquest tipus de sistema en P aerugi-
nosa, per exemple, condueix a la sintesi d'una

coberta bacteriana d’exopolisacarids que té un
paper critic en la patogénesi de la fibrosi cisti-
ca. Un inhibidor de sistemes TCST podria ser
d’ampli espectre i selectiu, i segurament seria
capag de comprometre 1’adaptacié i supervi-
vencia bacteriana en qualsevol ambient.

També s’estan dedicant molts esforcos a la
investigaci6é de determinades vies metaboliques
com a possibles dianes antibacterianes. La ge-
nomica bacteriana ha proporcionat un gran
coneixement de la via biosintetica dels acids
grassos bacterians, de la via del corismat i de
la biosintesi d’isoprenoides. També s’han tro-
bat atractives altres vies, com les de sintesi de
glicogen i secreci6 de proteines.

La biosintesi lipidica o d’acids grassos és duta
a terme pel sistema FAS o de la sintasa d’acids
grassos. En mamifers trobem el sistema FAS
de tipus 1, mentre que en bacteris, protozous i
plantes existeix el sistema FAS II. La validacié
de la sintesi bacteriana dels acids grassos com
a diana antimicrobiana s’ha demostrat recent-
ment en descobrir el mecanisme d’acci6 de la
isoniazida i amb la deteccié de dos leads que
inhibeixen ’enzim Fabl del sistema FAS 1I, i
que tenen activitat antibacteriana (McDevitt et
al., 2002).

Una altra via essencial que s’ha revelat com
a font de dianes antibacterianes és la via de la
biosintesi de corismat (McDevitt et al., 2002). Els
bacteris necessiten aquesta via per a la sinte-
si d’aminoacids aromatics, acid p-aminoben-
zoic, vitamina K, ubiquinona i enterquelina.
Els mamifers no posseeixen aquesta via i, per
tant, és altament selectiva. Es evident que els
bacteris no poden obtenir els productes finals
dels hostes, de manera que és essencial per
a créixer in vivo i per a mantenir la infeccio.
Aquesta essencialitat s’ha demostrat predo-
minantment en gramnegatius, en els quals
una mutacié o delecié6 d'un dels gens, com
I"EPSP-sintasa, déna lloc in vivo a soques alta-
ment atenuades pel que fa a la seva virulencia.
S’ha desenvolupat un assaig en format de HTS
per a la detecci6 de l'activitat EPSP-sintasa de
S. pneumoniae, que s’espera que serveixi per
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a detectar antibiotics que serien d’ampli es-
pectre.

Per a la biosintesi d'isoprenoides s’han descrit
dues vies: la classica del mevalonat i la més
recentment identificada com a la del no-meva-
lonat o via del metileritritol (MEP). La via del
mevalonat es troba en animals, fongs, cito-
plasma de les plantes, arquees i alguns eubac-
teris (Wilding et al., 2000). Mitjangant anali-
sis genomiques comparatives s’han identificat
tots els enzims de la via en estreptococs, es-
tafilococs i enterococs, i s’ha comprovat que
son suficientment diferents dels de mamifers,
de manera que hi ha un racional de selectivi-
tat potencial d’aquesta diana. La via del MEP
és present en eubacteris (practicament en tots
els gramnegatius —excepte Borrelia burdogfe-
ri— i alguns grampositius —Bacillus subtilis,
Sarcina lutea...—), en alguns eucariotes unicel-
lulars, en el parasit responsable de la malaria
Plasmodium falciparum i als cloroplasts de tots
els organismes fototrofs (Rodriguez-Concep-
cién i Boronat, 2002); en canvi, no és utilitzada
pels mamifers per a sintetitzar isoprenoides.
Tots els enzims de la via del MEP sén, per tant,
dianes potencials per a antibacterians, pro-
ductes antimalarics i herbicides (Rodriguez-
Concepcion, 2004). Recentment s’ha afegit un
nou candidat com a diana potencial en la sin-
tesi d’isoprenoides, una isopentenil-difosfat-
isomerasa que, diferentment de les descrites
fins ara, és essencial per a la viabilitat cellular
(Rohmer, 2004).

A part de noves dianes potencials, tam-
bé hi ha molts exemples de noves families
de compostos com a possibles antimicrobi-
ans. S’esta estudiant, per exemple, la possible
activitat antimicrobiana dels analegs dels nucle-
osids (Rachakonda i Cartee, 2004). Compostos
d’aquest tipus han mostrat una moderada o
bona activitat davant algunes soques bacte-
rianes. Els 5’-peptidilnucledsids semblen una
classe interessant, i tenen com a diana l’enzim
PDE. Recentment, la informacié genetica i la
comparaci6 de les vies corresponents i de les
funcions individuals entre els patogens il’hos-

te huma han centrat 1’atencié en el metabolis-
me de cofactors adenilats, com el NAD(P), el
coenzim A i el dinucleotid d’adenina i flavi-
na (FAD), ja que també podrien actuar com
a dianes potencials per als antibacterians. A
més, es creu que inhibidors de les vies bacte-
rianes involucrades en la sintesi o utilitzacié
del NAD i d’altres cofactors adenilats podrien
ser especifics i és probable que siguin del tipus
nucleosid o analeg de nucleosid.

Una altra aproximacié investigada és el
desenvolupament d’oligonucleotids antisentit
que s’uneixin a segments critics de DNA o
RNA a la céllula bacteriana. Entre tots els
possibles problemes, la dificultat per a I'en-
trega intacta dels oligonucleotids a les dianes
intracellulars sembla la més important, tot i
que podria ser superada en un futur utilitzant
liposomes o bacteriofags. El problema de la in-
estabilitat quimica o metabolica dels oligonu-
cleotids podria solucionar-se sintetitzant oli-
gomers morfolino-antisentit, que serien molt
més estables que els classics oligonucleotids.

Fa ja un temps que es disposa de quimi-
oteques peptidiques. Els péptids naturals pos-
seeixen per se activitat antimicrobiana, ja que
son part de les defenses innates dels hos-
tes. La quimica per a sintetitzar quimioteques
peptidiques esta ben establerta, i es disposa
de l'activitat antimicrobiana de moltes quimi-
oteques. Els peptids antimicrobians sén so-
vint agents actius contra membrana i poden
formar canals transmembranosos ocasionals,
perd molts tenen també activitat hemolitica i
sén toxics. Un objectiu, sembla que possible,
sera que l'acci6é sobre membranes sigui selec-
tiva per a bacteris i no afecti mamifers, de
manera que no presentin toxicitat i es puguin
utilitzar per a la recerca d’antibacterians.

CONCLUSIONS

Clarament hi ha una necessitat creixent
d’antimicrobians capagos de combatre les in-
feccions causades per bacteris resistents a al-
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tres farmacs. Per aix0, la recerca de nous anti-
biotics ha de ser 1’objectiu dels esforcos de les
inddstries farmaceutiques i de la comunitat ci-
entifica en els nostres dies per intentar aturar
aquest problema creixent.

La genomica ens proporciona una gran
quantitat de noves dianes potencials, des de
molts aspectes diferents de la fisiologia cel-
lular bacteriana. També, les noves tecnologies
de rastreig i de sintesi aporten diversitat i la
possibilitat d’estudiar gran nombre de com-
postos davant un important grup de dianes
validades. El repte actual és l'optimitzacié
d’aquesta fase inicial de descobriment fins a
fer els leads adequats per a la seva avalua-
ci6é clinica. Aquesta tasca complexa implica
combinar en la mateixa molecula diverses ca-
racteristiques, com la poténcia davantla diana
en l’organisme clau, l’activitat antimicrobiana
tant en el cultiu cellular com durant la in-
feccid, la manca d’interaccié amb el CitP450
huma, juntament amb propietats farmacoci-
nétiques idonies.

Factors com l’alt cost del desenvolupament
dels farmacs, la curta durada dels tractaments
antibacterians i l’elevat nombre de compostos
existents i de dianes ja explorades, han provo-
cat una disminucié de l'interés de les indus-
tries farmaceutiques en aquest camp. Malgrat
aix0, sembla possible arribar a obtenir com-
postos interessants dels esforgos que avui dia
s’inverteixen en la recerca de nous antimicro-
bians.

Noves estratégies en la recerca d’antibac-
terians han estat donades per 'evolucié en
biotecnologia, biologia molecular, quimica
combinatorial i rastreig d’alt rendiment, jun-
tament amb l'exploracié de noves fonts de
productes. La combinacié d’aquestes noves
eines amb les tecniques classiques de recerca
d’antibiotics fan possible creure en una prope-
ra revolucio de la terapia antimicrobiana.

Hem de fer també emfasi en el fet que una
de les principals raons pel a I’accelerat desen-
volupament i disseminacié de resisténcies, a
més de I’enorme creixement mundial i l'era

de les comunicacions, és 'augment de la pres-
si6 global selectiva a través de I'tis inadequat
d’antibacterians en la terapia humana i ’abus
com a acceleradors del creixement en animals
de granja. Per tant, destacarem que, tot i tro-
bar nous antibacterians, la recerca ha d’anar
acompanyada de 'esfor¢ dels governs, de les
autoritats legislatives i de la comunitat medica
per poder garantir I'tis apropiat d’antibacteri-
ans sota la vigilancia de les recomanacions de
I’Organitzacié Mundial de la Salut. Sembla ser
aquest I'tinic cami per a guanyar o, almenys
controlar, la cursa contra la supremacia micro-
biana en les infeccions.
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