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Resumo 
 

A tuberculose (TB) continua sendo a principal causa de mortalidade devido a 
um único patógeno bacteriano, Mycobacterium tuberculosis. A reemergência da 
tuberculose como uma ameaça potencial à saúde pública, a alta suscetibilidade de 
pessoas infectadas com o vírus da imunodeficiência humana à doença, a 
proliferação de cepas resistentes a múltiplas drogas (MDR-TB) e, mais 
recentemente, de cepas extensivamente resistentes às drogas (XDR-TB) criaram a 
necessidade do desenvolvimento de novos agentes antimicobacterianos. Existe uma 
necessidade contínua de inovação em propor novas estruturas para o 
desenvolvimento de agentes quimioterápicos para o controle da TB. Os ácidos 
micólicos, característicos de micobactérias, são ácidos graxos α-alquil, β-hidróxi de 
alto peso molecular que aparecem, principalmente, como ésteres ligados ao 
envelope micobacteriano. A isoniazida (INH) é o agente quimioterápico mais 
prescrito para a TB ativa e para a profilaxia e necessita de ativação pela atividade de 
catalase-peroxidase da KatG. O produto do gene estrutural M.tuberculosis inhA 
(InhA) demonstrou ser o alvo primário da INH. A InhA foi identificada como uma 
enoil-ACP redutase dependente de NADH, possuindo especificidade por enoil 
tioésteres de cadeia longa. InhA é um membro do sistema de biossíntese de ácidos 
graxos micobacterianos do tipo II que elonga ácidos graxos acilados, precursores 
dos ácidos micólicos. O foco principal de nossa contribuição são dados descrevendo 
o modo de ação de um complexo inorgânico, pentaciano (isoniazida) ferrato II que 
não necessita de ativação pela KatG. Ademais é um inibidor do tipo ligação lenta da 
enoil redutase WT e resistente à INH de M.tuberculosis. Este complexo inorgânico 
representa uma nova classe de compostos líderes para o desenvolvimento de 
agentes antituberculose objetivando a inibição de um alvo validado. Nós também 
descrevemos os avanços recentes na busca por complexos inorgânicos com 
atividade antituberculose.  

 
 
 
 

 
 
 
 
  

 
 
 
 

 
Palavras-chave: tuberculose, ácidos micólicos, InhA, isoniazida, inibição ligação 
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Abstract 
 

Tuberculosis (TB) remains the leading cause of mortality due to a single 
bacterial pathogen, Mycobacterium tuberculosis. The reemergence of tuberculosis as 
a potential public health threat, the high susceptibility of human immunodeficiency 
virus-infected persons to the disease, the proliferation of multi-drug-resistant strains 
(MDR-TB) and, more recently, of extensively drug resistant isolates (XDR-TB) have 
created a need for the development of new antimycobacterial agents. There is an 
ongoing need for innovation in proposing new structural scaffolds for 
chemotherapeutic agent development to control TB. Mycolic acids, the hallmark of 
mycobacteria, are high-molecular-weight α-alkyl, β-hidroxy fatty acids, which appear 
mostly as bound esters in the mycobacterial envelope. Isoniazid (INH) is the most 
prescribed chemotherapeutic agent for active TB and prophylaxis and requires 
activation by the catalase-peroxidase activity of KatG. The product of the 
M.tuberculosis inhA structural gene (InhA) has been shown to be the primary target 
for INH. InhA was identified as an NADH-dependent enoyl-ACP reductase specific 
for long chain enoyl thioesters. InhA is a member of the mycobacterial Type II fatty 
acid biosynthesis system, which elongates acyl fatty acid precursors of mycolic acids. 
The main focus of our contribution is on data describing the mode of action of an 
inorganic complex, pentacyano (isoniazid) ferrateII that requires no KatG-activation 
and is an in vitro slow-onset inhibitor of WT and INH-resistant M.tuberculosis enoyl 
reductases. This inorganic complex represents a new class of lead compounds to the 
development of anti-tubercular agents aiming the inhibition of a validated target. We 
also describe the recent developments in the search for inorganic complexes with 
anti-tubercular activity. 

 viii
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1. Apresentação da dissertação 

 

A presente dissertação de mestrado foi desenvolvida no período de agosto de 

2006 a setembro de 2007, sob a orientação dos professores Luiz Augusto Basso e 

Diógenes Santiago Santos. Este trabalho foi realizado no Centro de Pesquisas em 

Biologia Molecular e Funcional (CPBMF), localizado no TecnoPUC – PUCRS.      

As seções de introdução, resultados e discussão serão apresentadas na forma 

de um artigo (seção 2) que reporta os resultados experimentais mais relevantes 

obtidos durante o período de mestrado. O artigo é intitulado “The Mode of Inhibition 

of Mycobacterium tuberculosis Wild-Type and Isoniazid-Resistant 2-Trans-Enoyl-

ACP(CoA) reductase enzymes by an inorganic complex” e foi aceito para publicação 

na revista Anti-Infective Agents in Medicinal Chemistry em abril de 2007. Até o ano 

de 2005, esta revista era publicada como uma divisão do periódico Current Medicinal 

Chemistry, classificada como Qualis A pela Capes, possuindo um fator de impacto 

de 4,9 (ISI Web of Knowledge - 2005), sendo que, atualmente, ela é publicada 

independentemente. 

Na parte introdutória do artigo, são abordados a epidemiologia e quimioterapia 

da tuberculose, a biossíntese de ácidos micólicos em M.tuberculosis salientando o 

papel da enzima 2-trans-enoil-ACP(CoA) redutase (InhA) nesta rota metabólica e 

também sua importância como o principal alvo da droga utilizada no tratamento da 

tuberculose, a hidrazida do ácido isonicotínico (isoniazida). Além disso, são descritos 

os mecanismos de ação e resistência à isoniazida em M.tuberculosis e os esforços 

recentes para o desenvolvimento de novos inibidores da enzima enoil redutase de 

M.tuberculosis através do uso de complexos inorgânicos derivados da estrutura da 

isoniazida. 
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Posteriormente, são apresentados e discutidos dados que demonstram o 

mecanismo de ligação e inibição da enzima InhA espécie selvagem e mutantes 

resistentes à isoniazida pelo composto pentaciano(isoniazida)ferratoII como sendo 

do tipo “ligação lenta”. No mecanismo de inibição, inicialmente, ocorre a rápida 

formação de um complexo binário entre a enzima e o inibidor EI, o qual sofre uma 

isomerização unimolecular lenta para um estado EI*, onde o inibidor encontra-se 

mais fortemente ligado à enzima. Os resultados deste artigo demonstram que este 

complexo inorgânico pode representar uma nova classe de compostos líderes para o 

desenvolvimento de agentes anti-tuberculose visando a inibição de um alvo 

validado. 

Na seção 3, “considerações finais”, será feita uma discussão e integração dos 

resultados apresentados no artigo com os objetivos da dissertação e desta pesquisa 

em geral que visa o desenvolvimento de novos agentes quimioterápicos para o 

tratamento da tuberculose. 

Por fim, na seção 5, “anexos”, são apresentados todos os artigos publicados 

durante o período de mestrado e iniciação científica que resultaram de atividades 

realizadas pelo presente autor em outros projetos. 
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2. The mode of inhibition of Mycobacterium tuberculosis wild-type and 

isoniazid-resistant 2-trans-enoyl-ACP(CoA) reductase enzymes by an inorganic 

complex (Artigo aceito para publicação na revista “Anti-Infective Agents in 

Medicinal Chemistry” em abril de 2007) 
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3. Considerações Finais 

A TB humana é a doença causada por um único agente infeccioso responsável 

pela maior taxa de mortalidade na atualidade. O microorganismo causador desta 

doença, Mycobacterium tuberculosis, que acompanha o ser humano há milênios e 

que possui um alto poder de adaptação às defesas do organismo hospedeiro, foi o 

responsável por milhares de mortes no passado quando não havia nenhum 

conhecimento sobre as causas da doença. 

Este panorama começou a ser revertido no final do século XIX, quando Robert 

Koch identificou o seu agente causador. Nesta época, já existia o conhecimento de 

que a doença era transmissível. No entanto, apenas na metade do século XX é que 

surgiram os primeiros agentes para tratar a TB, como a INH e a pirazinamida. Com a 

introdução posterior de outras drogas, entre elas, rifampicina e etambutol, foi 

possível criar um esquema terapêutico eficaz para controlar e combater a doença.  

Durante décadas, observou-se uma queda das taxas de novos casos e de 

mortalidade em países desenvolvidos e uma estabilização destes indicadores em 

países subdesenvolvidos. De fato, pensava-se que a TB poderia ser eliminada até o 

fim do século XX. No entanto, no final da década de 80 e início da década de 90, 

esse quadro começou a sofrer um revés no mundo todo, em especial em países 

desenvolvidos, principalmente, nos EUA, com o surgimento e a disseminação de 

cepas resistentes a múltiplas drogas (MDR-TB). Nesta época, começou a ser 

discutida e aplicada a prática da detenção involuntária, principalmente, na cidade de 

Nova York (EUA). Esta prática consistia na restrição do direito universal de ir e vir 

dos pacientes diagnosticados com MDR-TB, sendo os mesmos obrigados pelo 

Estado a permanecerem internados em instituições de saúde durante o período de 

tratamento, a fim de que não disseminassem pela sociedade estas cepas de TB 
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resistentes. O tratamento destes pacientes foi possível graças à existência das 

drogas de segunda linha, mais tóxicas e de maior custo que as de primeira linha. 

Nesta época, mais precisamente em 1993, a TB foi declarada pela 

Organização Mundial da Saúde uma emergência à saúde global, sendo necessários 

esforços urgentes para o controle da doença, como o desenvolvimento de novos 

fármacos, otimização dos métodos de diagnóstico e determinação de suscetibilidade 

a drogas, políticas públicas de distribuição e de estoque adequado de 

medicamentos, além de um rigoroso controle e vigilância direta sobre a terapia 

aplicada aos pacientes. Alguns destes objetivos puderam ser alcançados, em parte, 

pela disseminação da aplicação do sistema DOTS de tratamento da TB. 

No entanto, mais recentemente, a ocorrência de resistência às drogas em 

M.tuberculosis está se tornando uma grave ameaça ao controle da doença. De 

acordo com o relatório anual de controle global da TB de 2006, da OMS (1), durante 

o ano de 2004, aproximadamente 17% (460.000) de todos os novos casos mundiais 

eram MDR-TB. Mais preocupante é o surgimento do que tem sido denominado de 

TB extensivamente resistente às drogas (XDR-TB) (2,3), que preocupa 

epidemiologistas e profissionais da saúde com a possível ameaça do retorno do 

tratamento da TB à era pré-quimioterápicos quando ,aproximadamente, 50% dos 

pacientes faleciam. 

 A definição revisada de XDR-TB é a doença causada por bactéria que é 

resistente a pelo menos INH e rifampicina – resistência que define as cepas MDR-

TB – com a adição de resistência a qualquer fluoroquinolona e ao menos a uma 

droga de segunda linha injetável (amicacina, capreomicina ou canamicina) (4). A 

ocorrência de resistência às fluoroquinolonas e às drogas injetáveis implica na perda 

das mais potentes e menos tóxicas opções de quimioterapia de segunda linha para 

o tratamento da TB. Infelizmente, um número significativo de cepas XDR-TB estão 



 19

indo além da definição de XDR-TB e são essencialmente incuráveis, sendo 

resistentes a numerosas outras drogas de segunda linha (5). Pacientes 

diagnosticados com XDR-TB possuem 64% mais chances de morrer durante o 

tratamento do que pacientes diagnosticados com MDR-TB. O alto grau de 

mortalidade destas cepas está intimamente associado à coinfecção pelo HIV, 

principalmente no continente africano e na Ásia. 

Mais recentemente, identificou-se uma cepa XDR-TB na província de KwaZulu-

Natal, na África do Sul, altamente mortífera, sendo que de 544 pacientes 

diagnosticados com TB na área em 2005, 221 apresentavam MDR-TB. Destes 221 

pacientes, 53 foram diagnosticados com XDR-TB, sendo que o tempo médio de 

sobrevivência dos mesmos, a partir da coleta de amostras para exames, foi de 16 

dias para 52 dos 53 pacientes, incluindo seis trabalhadores de saúde (6). Este 

panorama epidemiológico, associado ao fato de que há mais de quatro décadas não 

ocorre a introdução de novos agentes quimioterápicos para o tratamento da TB, 

criaram a necessidade urgente de desenvolvimento de novos medicamentos, que 

sejam menos tóxicos e que possam encurtar a duração do tratamento atual, além de 

sua produção em larga escala ser, economicamente, viável a países em 

desenvolvimento. 

O desenvolvimento de novos agentes quimioterápicos para o tratamento da TB 

encontra vários obstáculos, sendo o principal deles o fraco interesse de grandes 

indústrias farmacêuticas em produzir medicamentos para este tipo de doença. Isso é 

explicado pelo fato de que mais de 95% dos casos de TB se localizam em países 

em desenvolvimento, principalmente na África e na Ásia e, portanto, o retorno 

financeiro não seria compensador frente ao tempo e os custos de desenvolvimento 

de um novo fármaco; estima-se que este processo consuma cerca de 15 a 20 anos 

e entre U$500-2000 milhões (7). Apesar de nos últimos 25 anos o investimento 
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governamental em programas de pesquisa e desenvolvimento de candidatos a 

drogas anti-TB ter aumentado, em especial o de importantes financiadores como o 

NIH (Institutos Nacionais de Saúde), nos EUA, eles ainda são insuficientes frente à 

ameaça à saúde global que a TB representa, com a ocorrência de mais de 2 milhões 

de mortes por ano, mundialmente. No período de 2001-2002, foram investidos U$ 

2,049 bilhões em pesquisas com o HIV, contra U$ 378 milhões em TB (8). 

No entanto, evidencia-se uma capacidade cada vez maior de propor inovações 

em saúde em países em desenvolvimento que possuem capacidade científica e 

tecnológica, mas força econômica relativamente baixa, nos quais estão incluídos 

Índia, China, Brasil, África do Sul, Tailândia, Argentina, Malásia, México e Indonésia. 

Coletivamente, estes países investem mais de U$ 2,5 bilhões por ano em pesquisas 

na área da saúde.  Foi proposto que eles devam assumir uma posição de liderança 

na criação de inovações em saúde e que tenham como alvo, por exemplo, as 

doenças negligenciadas, como a TB e a malária, pois a maioria das pessoas que 

necessita de medicamentos mais efetivos se localiza justamente nestes países (9). 

Como demonstrado acima, o desenvolvimento de novos agentes anti-TB é 

urgente. O desenvolvimento de novos análogos estruturais da INH parece 

representar uma abordagem promissora, frente ao perfil toxicológico favorável e à 

boa disponibilidade oral desta droga de primeira linha. Além do mais, a enzima InhA 

se apresenta como um alvo validado e inibidores de sua atividade podem prover 

uma rota mais rápida para o desenvolvimento de novas drogas. O composto 

pentaciano(INH)ferrato II, descrito neste trabalho, demonstra ser um candidato 

promissor para o futuro desenvolvimento de novas drogas anti-TB e representa uma 

nova classe de compostos líderes. Este composto possui perfis toxicológicos e 

microbiológicos favoráveis, apresentando um índice de seletividade >125 e uma 

concentração inibitória mínima de 0,2 µg mL-1, comparável à determinada para a 
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INH, que varia de 0,02-0,2 µg mL-1 e sua dose tóxica em roedores é de 800 mg por 

Kg de peso, enquanto que a INH possui uma dose tóxica de 150 mg por Kg  (10). 

Além do mais, este composto, ao contrário da INH, não necessita da presença de 

NADH e de ativação pela enzima micobacteriana KatG - mutações nesta enzima que 

ativa a INH são responsáveis por mais de 50% dos casos de resistência clínica a 

esta droga. Este composto também demonstrou ser um inibidor do tipo ligação lenta 

da enzima InhA espécie selvagem, possuindo uma constante global de inibição na 

ordem de 86 nM (11). A faixa mínima que um composto deve possuir para 

prosseguir no processo de desenvolvimento farmacêutico varia na faixa de 1-10 µM. 

No presente trabalho, demonstrou-se através de um método simples e direto, 

que necessita apenas das enzimas e do inibidor em solução, o processo de ligação 

do inibidor pentaciano(INH)ferrato II às enzimas InhA espécie selvagem e mutantes 

resistentes à INH, através de técnicas de espectrofluorimetria. Além de demonstrar 

que o inibidor se liga às enzimas mutantes com eficácia semelhante à enzima 

selvagem, novos dados foram obtidos para sustentar a hipótese de que este inibidor 

segue um mecanismo de ação do tipo ligação lenta. O seu processo de ligação 

caracteriza-se por uma alteração gradual da fluorescência intrínseca dos 

aminoácidos triptofanos da proteína, condizente com a proposta de que a fase lenta 

de ligação ocorre devido a uma mudança conformacional no sítio ativo da enzima ou 

a um processo de isomerização da mesma. 

Através da análise dos gráficos de velocidade contra a concentração de 

inibidor, tornou-se possível inferir que o mecanismo de inibição corresponde ao 

mecanismo B, descrito por Morrison e Walsh (12). Neste tipo de mecanismo ocorre, 

inicialmente, a formação de um complexo instável e reversível EI entre a enzima e o 

inibidor e, após, ocorre a lenta formação de um complexo final EI*, onde o inibidor 

encontra-se mais fortemente ligado ao sítio ativo da enzima. Também demonstrou-
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se, através de experimentos de recuperação da atividade enzimática, que o 

processo de isomerização reversa é lento para as enzimas mutantes, possuindo um 

tempo de meia-vida entre 7-9 horas. O principal problema do uso clínico de 

inibidores enzimáticos clássicos é que o processo inibitório conduz a um acúmulo de 

substratos, que em concentrações saturantes, podem ocasionar a reversão da 

inibição (EI →E+I), tornando a enzima disponível para catalisar a reação novamente. 

Em inibidores do tipo ligação lenta, o acúmulo de substratos não conduz diretamente 

a este processo, pois o processo de reversão da isomerização é muito lento, na 

faixa de horas, como demonstrado neste trabalho. Este fator pode conduzir à 

necessidade de um maior intervalo entre as doses de um futuro medicamento e 

também a uma menor dose necessária para se atingir efeitos satisfatórios. Além 

disso, a constante de inibição global do composto (Ki*) determinado para as enzimas 

mutantes (205, 263 e 303 nM para, respectivamente, S94A, I21V e I47T InhA) são 

muito semelhantes ao valor determinado para a espécie selvagem (225 nM), 

demonstrando que o composto inorgânico é eficaz em inibir as enzimas mutantes 

resistentes à INH. 

Futuramente, será determinada a eficácia do composto em inibir o crescimento 

de cepas de M.tuberculosis resistentes às drogas, incluindo-se cepas que possuam 

mutações no gene katG, no gene inhA (incluindo-se as mutações pontuais S94A e 

I21V), além de cepas provenientes de isolados clínicos que sejam classificados 

como MDR-TB. A determinação da concentração inibitória mínima será realizada em 

um laboratório de nível de biosegurança 3 (NB3), disponível no Centro de Pesquisas 

em Biologia Molecular e Funcional – TecnoPUC, utilizando o método Alamar Blue 

em microplacas (13). Adicionalmente, será testada a capacidade do composto em 

inibir o crescimento de cepas virulentas de M.tuberculosis em modelos animais, 
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utilizando-se camundongos e também a sua capacidade de penetrar em macrófagos 

in vitro, através de cultura de células. 

O composto inorgânico apresentado neste trabalho representa uma nova 

classe de compostos líderes promissores para o desenvolvimento de novas drogas 

anti-TB, que visa a inibição de um alvo molecular validado, possui bons perfis 

toxicológicos e microbiológicos, além de ser estável em pH ácido, podendo então ser 

usado futuramente como um medicamento por via oral. 
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