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RESUMO 

 

Os dados epidemiológicos relacionados à tuberculose (TB) indicam que ainda existe uma 

carga elevada desta doença no mundo todo. Além disso, o surgimento de cepas resistentes 

aos fármacos impõe uma nova ameaça na prevenção da propagação da TB. Portanto, é 

fundamental buscar continuamente novos candidatos para o desenvolvimento de 

medicamentos. No Capítulo 2 desta tese é apresentado o composto IQG-607, que é um 

complexo metálico que tem sido reportado como uma molécula anti-TB promissora contra 

cepas de M. tuberculosis resistentes à isoniazida (INH). Estudos prévios sugeriram que o 

composto inibe a enzima selvagem trans-2-enoil-[ACP] redutase dependente de NADH 

(InhA) e algumas das suas mutantes estruturais, na ausência de NAD+ ou NADH e sem 

necessitar da enzima KatG. O IQG-607 também mostrou um perfil toxicológico favorável in 

vivo, com uma menor toxicidade em comparação à INH. No entanto, ainda existe uma lacuna 

em relação à atividade do IQG-607 contra cepas que carregam mutações no gene katG, as 

quais são as alterações genéticas mais comuns em isolados clínicos resistentes à INH. Sendo 

assim, este estudo focou em elucidar o mecanismo de resistência (MOR) do Mycobacterium 

tuberculosis, o principal agente causador da TB, ao composto IQG-607. Primeiramente, a 

concentração inibitória mínima (MIC) do IQG-607 foi estabelecida contra oito isolados 

clínicos multirresistentes a fármacos (MDR), os quais foram resistentes ao nosso composto. 

Então, mutantes espontâneos foram selecionados, usando-se altas concentrações do 

composto em meio ágar 7H10, e seus genomas completos foram sequenciados; os 

resultados revelaram alterações no gene katG. Uma cepa laboratorial, carregando o gene 

katG(S315T) mutante, foi desenvolvida para acessar o efeito desta única mutação na 

atividade do composto, através da determinação de MIC e por meio de um modelo de 

infecção de macrófagos. Os resultados mostraram que essa mutação de fato foi suficiente 

para conferir resistência ao IQG-607. Finalmente, a resistência observada para a cepa que 

expressa a proteína InhA(S94A) mutante sugeriu que o IQG-607 tem esta enzima como seu 

alvo molecular. No Capítulo 3, dois novos compostos, denominados Labio-16 e Labio-17, são 

apresentados, os quais foram previamente selecionados para interagir e inibir a enzima 

InhA, e que já tinham mostrado ser ativos contra a cepa H37Rv de M. tuberculosis. Um 

conjunto de experimentos foi conduzido para elucidar os seus mecanismos de ação (MOA) e 

para compreender o MOR do M. tuberculosis contra eles, similar àquele usado para estudar 



o IQG-607. Até o momento, os resultados sugerem que a InhA não é o alvo molecular desses 

compostos. Outros experimentos estão em andamento em nosso laboratório, para avaliar 

em um modelo murino da infecção da TB os seus potenciais como candidatos a fármacos 

anti-TB. 

 

Palavras-chave: Resistência a antibiótico. Desenvolvimento de fármacos. MIC. Mutantes 

espontâneos. Tuberculose. Sequenciamento completo do genoma.     



ABSTRACT 

 

Epidemiologic data regarding tuberculosis (TB) show that there is still a high burden of this 

disease worldwide. In addition, the emergence of drug-resistant strains imposes a new 

threat in preventing TB spread. Therefore, it is pivotal to continuously find new candidates 

for drug development. In the Chapter 2 of this thesis, the compound IQG-607 is presented, 

which is a metal complex that has been reported as a promising anti-TB molecule against 

isoniazid (INH)-resistant strains of M. tuberculosis. Previous studies suggested that the 

compound inhibits both the wild-type NADH-dependent trans-2-enoyl-[ACP] reductase 

(InhA) enzyme and some of its structural mutants in the absence of NAD+ or NADH and 

without requiring KatG enzyme. IQG-607 has also shown a favorable toxicological profile in 

vivo, with a considerable lesser toxicity compared to INH. However, there is still a gap 

regarding the activity of IQG-607 against strains carrying mutations in the katG gene, which 

are the most common genetic alterations in clinical isolates resistant to INH. Therefore, this 

study focused in elucidating the mechanism of resistance (MOR) of the Mycobacterium 

tuberculosis, the main causative agent of TB, to compound IQG-607. First the minimum 

inhibitory concentration (MIC) of IQG-607 was established against eight multi-drug resistant 

(MDR) clinical isolates, which were resistant to our compound. Then spontaneous mutants 

were selected using high concentrations of compound in 7H10 agar medium, and their 

whole genomes were sequenced; the results revealed alterations in the katG gene. A 

laboratory strain carrying the mutant katG(S315T) gene was developed to assess the effect 

of this single mutation in the compound activity both by MIC determination and by a 

macrophage infection model. Results showed that this mutation was indeed sufficient to 

confer resistance to IQG-607. Finally, the resistance observed for a strain expressing a 

mutant InhA(S94A) protein suggested that IQG-607 has this enzyme as its molecular target. 

In the Chapter 3, two new compounds, called Labio-16 and Labio-17, are presented, which 

were previously selected to interact and inhibit the InhA enzyme and that had already 

shown to be active against M. tuberculosis H37Rv strain. A set of experiments were 

conducted to elucidate their mechanism of action (MOA) and to understand the MOR of the 

M. tuberculosis against them, similar to those carried for studying IQG-607. So far, results 

suggested that the InhA is not the molecular target of these compounds. Other experiments 



are undergoing in our laboratory to evaluate in a murine model of TB infection their 

potential as anti-TB drug candidates.    

 

Keywords: Antibiotic resistance. Drug development. MIC. Spontaneous mutants. 

Tuberculosis. Whole-genome sequencing. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1.1 Dados epidemiológicos da tuberculose no mundo e no Brasil 

  

Apesar do número de mortes e da taxa de incidência da doença estarem diminuindo 

globalmente [1,2] (Figura 1), a epidemia da tuberculose (TB) ainda é um fato alarmante. De 

acordo com o levantamento da Organização Mundial da Saúde (OMS), no ano de 2016, 

estima-se que ocorreram 6,3 milhões de novos casos (incidência) e 1,3 milhões de mortes 

(mortalidade) por TB em todo o mundo [2]. Sendo assim, a TB esteve na nona posição entre 

as 10 maiores causas de mortes globais em 2015 (Figura 2), e é considerada a maior 

causadora de óbitos entre as doenças infecciosas [2]. A distribuição dos novos casos de TB é 

heterogênea e concentra-se principalmente em seis países: Índia, Indonésia, China, Nigéria, 

Paquistão e África do Sul [2,3]. Além de ser responsável por boa parte dos novos casos, a 

Índia também reúne mais de um quarto do número de mortes e de casos de TB 

mundialmente [2]. 

 

Figura 1. Estimativas das taxas de incidência e mortalidade da TB no mundo. 

 

 

 

Fonte: adaptado de [2]. 
Nota: globalmente, as taxas de mortalidade e de incidência da TB estão caindo 3 e 2%, 
respectivamente. 

 

Outro dado bastante preocupante está relacionado à prevalência da TB latente (LTBI, 

do inglês latent TB infection) na população. Estima-se que dois bilhões de pessoas estão 
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infectadas pela bactéria Mycobacterium tuberculosis, considerada o principal agente 

etiológico da TB, porém não apresentam sintomas clínicos detectáveis da doença e não a 

transmitem para outros indivíduos [4]. Somente de 5 a 15% destes casos de LTBI progridem 

para a forma ativa da doença, na qual há sinais clínicos e transmissão do bacilo entre os 

indivíduos. Contudo, a LTBI representa um reservatório em potencial da doença, uma vez 

que a bactéria permanece viável dentro do hospedeiro em um estado não-replicativo, mas 

que pode voltar a se reproduzir em condições favoráveis de crescimento [4]. Até o presente 

momento, não é possível predizer quais pessoas com LTBI irão progredir para a forma ativa 

da doença [4]. Portanto, quando há detecção de um indivíduo nesta situação, a OMS 

recomenda que se dê início à terapia preventiva, com a administração de isoniazida (INH) 

por um período de 6 a 9 meses [3]. 

 

Figura 2. Principais causas de mortes no mundo em 2015. 

 

 

Fonte: adaptado de [2].  
Nota: em cinza estão indicadas as mortes causadas por TB entre pessoas HIV-positivas. De acordo 
com a Classificação Internacional de Doenças, óbitos resultantes de TB entre pessoas HIV-positivas 
são oficialmente classificadas como mortes causadas por HIV/AIDS. 
 

 Um dos principais fatores de risco para o desenvolvimento da TB ativa é a infecção 

concomitante com o vírus da imunodeficiência humana (HIV). Estima-se que, em 2016, 10% 
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dos casos incidentes e 374 mil mortes por TB ocorreram entre pacientes HIV-positivos [2,3]. 

Em princípio, o favorecimento desta coinfecção deve-se ao efeito negativo que a replicação 

ativa do vírus exerce sobre a resposta imunológica do hospedeiro, o que dificulta, por 

exemplo, a formação do granuloma necessário para conter, e em alguns casos até erradicar, 

a infecção pelo M. tuberculosis [5,6]. Outros determinantes sociais e comportamentais 

também podem contribuir para o desenvolvimento da doença, como, por exemplo, a 

desnutrição da população, a poluição do ar, o diabetes mellitus tipo 2, o uso excessivo de 

álcool e o tabagismo [3].  

 Outro dado alarmante vem do surgimento de cepas de M. tuberculosis que são 

resistentes aos principais fármacos utilizados na terapia. Em 2016, estima-se que ocorreram 

490 mil novas infecções por cepas multirresistentes (MDR-TB, definidas como resistentes à 

rifampicina e à isoniazida) e 110 mil por cepas RR-TB (resistentes apenas à rifampicina) [2]. A 

distribuição geográfica destas cepas resistentes também é bastante heterogênea. Na África 

Subsaariana, na Europa Ocidental e na América do Norte, por exemplo, a prevalência de 

MDR-TB é consideravelmente baixa (aproximadamente 1% dos casos), enquanto que na 

região da antiga União Soviética este valor eleva-se para >20% [3]. Além disso, casos de TB 

extensivamente resistente a drogas (XDR-TB, definidos como cepas MDR resistentes 

também a pelo menos uma fluoroquinolona e um agente injetável de segunda linha) já 

foram reportados em 117 membros da OMS, o que dificulta ainda mais as tentativas de 

erradicação da doença [2]. Acredita-se que a expansão da TB-resistente deva-se 

principalmente à transmissão entre indivíduos de cepas previamente resistentes, e não à 

aquisição de novo de resistência ao longo de um tratamento [3,7]. Diante disso, torna-se 

essencial não somente desenvolver novas terapias anti-tuberculose (anti-TB), mas também 

estabelecer estratégias de prevenção efetivas para controlar a transmissão de cepas 

resistentes dentro de uma população.  

 A situação da TB no Brasil ainda é bastante preocupante, apesar dos últimos dados 

de mortalidade também indicarem uma tendência de redução. Estima-se que 87 mil 

brasileiros contraíram a doença em 2016, colocando o Brasil na lista dos 20 países com o 

maior número de casos incidentes no mundo [2] (Figura 3). Além disso, os dados deste 

mesmo ano indicaram que a TB matou em torno de 5,4 mil pessoas no país, sendo que 

destas 1,9 mil eram HIV-positivas [2]. A TB está distribuída por todo o país, porém 13 capitais 

apresentam taxas de mortalidade acima da média (>2,5 mortes por 100 mil habitantes): 
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Manaus e Belém (região Norte), Recife, Maceió, São Luís, Salvador e Teresina (região 

Nordeste), Cuiabá (região Sudoeste), Rio de Janeiro (região Sudeste) e Porto Alegre (região 

Sul) [8]. Alguns fatores estão associados a esta elevada taxa de mortalidade nestas regiões, 

como, por exemplo, maior desigualdade de renda, maiores taxas de migração, maior 

proporção de indivíduos pobres e também maiores coeficientes de coinfecção HIV/TB [8].  

  

Figura 3. Estimativa da taxa de incidência da TB no Brasil e no mundo. 

 

 

 

Fonte: adaptado de [2]. 
Nota: o Brasil encontra-se na faixa de 25-99 casos a cada 100 mil habitantes. 

 

 Porto Alegre é considerada uma das capitais com o maior número de novos casos de 

TB no Brasil. No ano de 2014 foram notificados 1.368 casos da doença na capital gaúcha 

(92,9 casos por 100 mil habitantes) e 65 óbitos (4,4 casos por 100 mil habitantes) [9]. Além 

de apresentar uma alta prevalência de TB na população, a cidade também conta com uma 

alta prevalência de portadores de HIV: em torno de 27% dos indivíduos com TB são HIV-

positivos [9,10]. Sabe-se que um dos determinantes sociais associados à alta incidência de 

TB numa dada região é o baixo nível de educação da população. Paradoxalmente, a capital 

gaúcha apresenta um nível bastante baixo de analfabetismo (2,27%), e, portanto, outros 

fatores, além da alta incidência de HIV na população, devem estar associados ao aumento da 
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incidência desta doença no município, como, por exemplo, a deficiência e a desorganização 

do sistema público de saúde [10].  

 Diante deste cenário alarmante da TB no mundo e no Brasil, torna-se evidente a 

necessidade de se manter os estudos sobre a doença, tanto para compreender a biologia 

básica do bacilo, quanto para se desenvolver novos compostos anti-TB e novas ferramentas 

de diagnóstico. Boa parte dos avanços no combate à TB teve origem nas pesquisas básicas 

sobre a biologia do M. tuberculosis, e, portanto, torna-se essencial conhecer as 

características celulares e também o ciclo de vida deste organismo.  

 

1.2 A microbiologia do M. tuberculosis 

  

O M. tuberculosis foi primeiramente identificado pelo cientista alemão Robert Koch 

em março de 1882 [11]. Esta micobactéria pertence a um complexo de organismos também 

denominado de M. tuberculosis (MTBC), no qual estão contidas outras sete espécies e 

subespécies de micobactérias que causam doença em humanos ou em outros animais, como 

o M. africanum subtipo 1 (clado 1 e 2 - humanos), M. pinnipedii (mamíferos marinhos), M. 

bovis subsp. caprae comb. nov. (cabras), M. bovis (bovinos), M. microti (roedores) e M. 

canetti (desconhecido) [11,12]. O M. tuberculosis é uma bactéria patogênica humana que se 

apresenta na forma de bacilos, com um diâmetro entre 0,3 e 0,5 µm (Figura 4). Por 

apresentarem uma parede celular bastante impermeável, as micobactérias não podem ser 

identificadas pela técnica de coloração de Gram, e desta forma não são classificadas nem 

como organismos Gram-positivos, nem como Gram-negativos, e sim como bactérias álcool-

ácido resistentes pela técnica de Ziehl-Neelsen [11]. Apesar de sobreviver em 

microambientes hipóxicos dentro do hospedeiro, o M. tuberculosis é considerado um 

organismo aeróbico, que se reproduz mais eficientemente em tecidos ricos em oxigênio, 

como, por exemplo, nos pulmões [11]. Em relação ao seu tempo de geração, ele é 

considerado uma micobactéria de crescimento lento, pois leva em torno de 15 a 20 horas 

para se dividir, enquanto que outras espécies do gênero, como o M. smegmatis, são 

consideradas micobactérias de crescimento rápido, uma vez que levam em média de 2 a 3 

horas para se reproduzirem [13]. Outras características celulares desta micobactéria incluem 

a ausência de uma cápsula externa e a incapacidade de locomoção e de formação de 

esporos [11].    
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Figura 4. Coloração do M. tuberculosis pela técnica de Ziehl-Neelsen. 

 

 

 

Fonte: Retirado de [11]. 
Nota: os bacilos foram isolados do escarro de um paciente com tuberculose. Aumento de 1000x. 

 

 Uma das principais características do M. tuberculosis é a sua complexa parede 

celular, rica em lipídios e estruturalmente semelhante às paredes celulares de organismos 

Gram-positivos (Figura 5) [11]. Entretanto, algumas características desta estrutura, como, 

por exemplo, a incapacidade de reter a coloração de Gram, a presença de porinas na 

camada lipídica externa (semelhante às membranas externas das bactérias Gram-negativas) 

e a presença de um espaço periplasmático entre a membrana interna e a camada de 

peptidoglicanos, fazem com que a parede celular do M. tuberculosis também apresente 

semelhanças com aquela observada em organismos Gram-negativos [14].   
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Figura 5. Representação gráfica da complexa parede celular micobacteriana. 

 

 

Fonte: Adaptado de [15,16]. 
Nota: A camada externa da parede celular micobacteriana é formada principalmente por 
polissacarídeos (ex.: glucanos) e proteínas, e possui poucos lipídios em sua composição. A 
micomembrana atua como uma barreira bastante impermeável devido ao seu alto conteúdo lipídico 
e é formada por duas porções: uma mais externa, composta por glicolipídios, como a trealose 
monomicolato (TMM - laranja), a trealose dimicolato (TDM - vermelho), e os fosfolipídios (PL – azul 
escuro); e outra mais interna, formada pelos ácidos micólicos (cinza escuro), que podem estar 
ancorados aos arabinogalactanos [15,16]. Na micomembrana também estão presentes proteínas 
porinas (cinza claro), que permitem a passagem de moléculas hidrofílicas pela micomembrana [14]. 
A camada de peptidoglicanos (10 a 15 nm) está covalentemente ligada aos arabinogalactanos e tem 
como funções manter o formato e proteger a célula da pressão de turgor osmótica [14]. A camada 
granular é rica em proteínas e localiza-se logo acima da membrana plasmática.  

 

 O ciclo de vida do M. tuberculosis depende do seu hospedeiro humano para ser 

completado. Um indivíduo infectado e com a doença ativa transmite a micobactéria pelos 

aerossóis, que são expelidos pelas vias aéreas principalmente ao tossir, e estima-se que ele 

possa infectar até 10 pessoas ao ano [3,17]. Somente de 5 a 15% das pessoas contaminadas 

pelo bacilo irão desenvolver a doença na sua forma ativa que, se não tratada corretamente, 

é fatal na metade das ocorrências [3,18]. A exposição ao M. tuberculosis pode resultar em 

dois eventos possíveis: a completa eliminação do patógeno pelo sistema imunológico do 

hospedeiro, tanto pela resposta imune inata quanto pela resposta adaptativa, ou a 

persistência do bacilo no corpo em um estado latente, em que não há sintomas da doença 

ou danos ao tecido pulmonar (Figura 6) [3,11]. Estima-se que uma a cada três pessoas no 
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mundo carreguem o bacilo na sua forma latente, o que representa um impressionante 

reservatório em potencial da doença [11,19]. 

 

Figura 6. Modo de infecção pelo M. tuberculosis e desenvolvimento da doença.  

 

 

 

Fonte: Adaptado de [3]. 
Nota: A) O M. tuberculosis entra no hospedeiro humano pelas vias aéreas, onde encontra os 
macrófagos, os monócitos e as células dendríticas nos alvéolos pulmonares. Caso não haja 
eliminação do bacilo, o mesmo entra no parênquima pulmonar por meio da migração do macrófago 
infectado, o qual irá desencadear uma resposta inflamatória no tecido pelo recrutamento de outros 
macrófagos. A migração de células dendríticas e de monócitos infectados para os linfonodos recruta 
linfócitos T e B para o local da infecção, os quais em conjunto com os macrófagos irão formar uma 
estrutura bem característica da doença chamada de granuloma. B) Nos casos em que o sistema 
imunológico do hospedeiro não consegue conter a infecção, a carga bacteriana se torna bastante 
elevada, dificultando assim a ação do granuloma em conter a disseminação da bactéria pelo tecido e 
para outras partes do corpo, incluindo o cérebro. Neste estágio da doença, há lesões no tecido 
pulmonar e o indivíduo pode apresentar alguns sintomas, como a tosse seca, a febre e o 
emagrecimento. Com o rompimento do granuloma, a bactéria então consegue alcançar novamente o 
trato respiratório e é expelida durante a tosse, podendo assim contaminar outros indivíduos sadios 
[3].     
  

 Diante dos fatos apresentados, é visível que a TB é uma doença bastante complexa e 

que requer estratégias elaboradas para ser controlada. Os próximos tópicos abordarão as 
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formas de tratamento já disponíveis para a TB, as suas fraquezas e limitações e os desafios 

para se desenvolver novos candidatos a fármacos anti-TB. 

 

1.3 Desenvolvimento de novos candidatos a fármacos anti-TB 

 

 A TB humana é uma doença curável e sabe-se que a maioria dos pacientes com TB 

ativa, que seguem o tratamento corretamente, consegue livrar-se do patógeno. O 

tratamento atual para a TB não resistente, preconizado pela OMS, consiste na administração 

diária de quatro fármacos de primeira linha combinados, sendo eles a isoniazida (INH), a 

rifampicina (RIF), o etambutol (EMB), e a pirazinamida (PZN) (Tabela 1 e Figura 7), por dois 

meses (chamada de fase intensiva do tratamento), seguido por quatro meses de 

administração diária de INH e RIF (conhecida como fase de continuação) [2,3,20]. A 

eficiência do tratamento é monitorada pelo médico por meio de exames frequentes de 

raios-X do tórax, baciloscopia e cultura [3]. Entretanto, apesar de ser tratável, diversos 

fatores contribuem para a TB ainda permanecer bastante prevalente na população, como, 

por exemplo, o longo regime de tratamento, uma vez que o mesmo requer a administração 

diária de medicamentos durante seis meses [11]. O alívio rápido dos sintomas e a melhora 

no quadro clínico podem fazer com que o paciente não siga corretamente o tratamento ou, 

até mesmo, o abandone precocemente. A INH, por exemplo, é reconhecida por ter uma 

potente atividade bactericida precoce sobre as bactérias metabolicamente ativas, sendo 

capaz de reduzir de 1 a 1,5 log10 as unidades formadoras de colônias (do inglês colony-

forming units - CFU) em apenas cinco dias de terapia [19]. Entretanto, a eliminação das 

bactérias não-replicativas, também chamadas de persistentes (do inglês, persisters), só é 

atingida no final dos seis meses de tratamento e com a ação combinada dos outros três 

fármacos anti-TB [19]. Portanto, o abandono precoce do tratamento pode levar à 

incompleta eliminação do bacilo no corpo do hospedeiro, à reativação da doença e também 

ao favorecimento do advento de cepas com resistência aos fármacos [11,19]. Outros fatores 

também dificultam o sucesso do tratamento, como a intolerância e a toxicidade de alguns 

medicamentos, incluindo a própria INH, e a interação medicamentosa com os 

antirretrovirais em pacientes HIV-positivos [19,21]. 
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Tabela 1. Principais fármacos utilizados no tratamento da TB e seus efeitos sobre a 

micobactéria. 

 

 Fármacos  
(ano da descoberta) 

Alvo Efeito 

Fármacos de 
primeira linha 

Isoniazida (1952) Enoil-[ACP] redutase (InhA) 
Inibe a síntese dos 
ácidos micólicos 

Rifampicina (1963) RNA polimerase Inibe a transcrição 

Pirazinamida (1954) Subunidade 30S ribossomal 
Inibe a tradução e 
acidifica o citoplasma 

Etambutol (1961) Arabinosil transferases 
Inibe a biossíntese de 
arabinogalactanos 

Fármacos de 
segunda linha 

Ácido para-amino 
salicílico (1948) 

Dihidropteroato sintase 
Inibe a biossíntese do 
folato 

Estreptomicina (1944) Subunidade 30S ribossomal 
Inibe a síntese de 
proteínas 

Etionamida (1961) Enoil-[ACP] redutase (InhA) 
Inibe a síntese dos 
ácidos micólicos 

Ofloxacino (1980) DNA girase e DNA topoisomerase 
Inibe o 
“superenrolamento” 
do DNA 

Capreomicina (1963) 
Subunidades 30S e 50S 
ribossomais 

Inibe a síntese de 
proteínas 

Canamicina (1957) Subunidade 30S ribossomal 
Inibe a síntese de 
proteínas 

Amicacina (1972) Subunidade 30S ribossomal 
Inibe a síntese de 
proteínas 

Cicloserina (1955) D-alanina racemase e ligase 
Inibe a síntese de 
peptidoglicanos 

 

Fonte: Adaptado de [19]. 

 

 Os esforços atuais dos diferentes grupos de pesquisa em TB no mundo concentram-

se principalmente na busca de novas opções terapêuticas para o tratamento da TB 

resistente, uma vez que a taxa de cura para a TB sensível aos fármacos é considerada 

bastante elevada. Estima-se que o sucesso nos tratamentos das MDR/RR-TB e XDR-TB sejam 

alcançados em apenas 52 e 28% dos casos, respectivamente [2]. Isso porque o tratamento 

da TB resistente requer ainda mais tempo para ser completado (até dois anos) e faz uso de 

medicamentos de segunda linha (Tabela 1) que podem apresentar maior toxicidade e menor 

eficácia, além de requererem vias de administração alternativas em alguns casos, como os 

aminoglicosideos (canamicina, amicacina, estreptomicina) e as fluoroquinolonas injetáveis 

(gatifloxacino, ofloxacino) [19,21]. 
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 Para se desenvolver um composto anti-TB, certas propriedades são idealizadas. O 

novo candidato deve apresentar um perfil toxicológico favorável; ser mais potente que os 

fármacos atuais (ex.: rápida atividade bactericida), com o intuito de encurtar o tratamento; 

agir sobre novos alvos e rotas metabólicas, para que seja possível contornar os mecanismos 

de resistência já apresentados pela bactéria frente aos medicamentos vigentes; apresentar 

compatibilidade com os antirretrovirais; não prejudicar a ação dos outros fármacos anti-TB, 

uma vez que o tratamento é feito pela combinação entre diferentes compostos; e, 

preferencialmente, ser capaz de eliminar a bactéria nos seus diferentes estados fisiológicos, 

ou seja, tanto as micobactérias metabolicamente ativas, quanto àquelas que se encontram 

em estado não-replicativo [19,21,22]. Outras propriedades importantes do novo candidato 

são o baixo custo de produção, uma vez que boa parte dos casos de TB encontra-se em 

regiões pouco desenvolvidas; a alta estabilidade química; e a baixa taxa de seleção de 

mutantes espontâneos [21]. Entretanto, após décadas de pesquisa na área, apenas 

recentemente dois fármacos foram aprovados para uso clínico contra a TB, a bedaquilina e a 

delamanida (Figura 7), o que evidencia a grande dificuldade em se encontrar novos 

compostos [23–25].  

  

  



P á g i n a  | 27 

 
 

                            

       

     

 

  

Figura 7. Fórmula estrutural de diferentes compostos com ação antimicobacteriana. 
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Fonte: próprio autor. A figura foi elaborada no software ChemDraw PRO (12.0). 
Nota: nesta figura está mostrada a fórmula estrutural, o nome químico, a nomenclatura de acordo 
com a IUPAC (quando disponível) e o peso molecular (do inglês, molecular weight - MW).  

 

 A descoberta e o desenvolvimento de novos candidatos a fármacos anti-TB têm 

seguido dois caminhos possíveis: a via baseada no alvo (do inglês target-to-drug ou target-

based) e a abordagem fenotípica (do inglês drug-to-target ou phenotypic approach) 

[23,26,27]. A via baseada no alvo ganhou força com o surgimento das tecnologias de 

sequenciamento de genomas e consiste na seleção de um alvo (tipicamente um 

gene/proteína) que apresente preferencialmente três propriedades: (1) ser essencial para o 

crescimento e/ou sobrevivência da bactéria nas condições de infecção, ou seja, caso este 

alvo venha a ter sua atividade inibida por algum composto, a bactéria não será mais viável 

dentro do hospedeiro; (2) ser seletivo, ou seja, que não seja suficientemente similar a 

nenhuma proteína do próprio hospedeiro, a ponto de um composto reconhecer e inibir 

ambas as proteínas (tanto da micobactéria, quanto do hospedeiro); e (3) ser vulnerável, no 

sentido de que a inibição parcial desse alvo por algum composto seja suficiente para causar 

a morte da micobactéria [23,28].  

 A identificação do alvo geralmente inicia pela avaliação da essencialidade e 

vulnerabilidade de algum gene pelas técnicas de nocaute gênico (troca alélica mediada por 

plasmídeos [29] ou recombineering [30]) ou, mais recentemente, por knockdown condicional 

[31,32]; seguidos pelas análises bioquímicas (expressão heteróloga do alvo, ensaios cinéticos 
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e de inibição enzimática, cristalografia de raios-X); e, finalmente, pelos testes de atividade 

frente à bactéria daqueles inibidores que tiveram boa ação in vitro frente ao alvo [23]. 

Entretanto, as pesquisas que vêm aplicando esta abordagem têm se deparado com diversas 

barreiras para alcançar o novo candidato a fármaco, como, por exemplo, a penetração do 

fármaco no granuloma e na micobactéria, o metabolismo dentro do hospedeiro, a 

estabilidade química e a biodisponibilidade, que na maior parte das vezes não são superadas 

[23,26]. Isto porque o caminho de um fármaco anti-TB envolve sucessivos obstáculos, como 

(1) a absorção e o transporte pela corrente sanguínea até a lesão pulmonar, (2) a penetração 

no granuloma necrótico caseoso e no envelope celular bastante impermeável da 

micobactéria, e (3) o reconhecimento e inibição do alvo em concentração e tempo 

adequados (Figura 8) [33], que são variáveis que a abordagem target-to-drug ainda não 

consegue prever e enfrentar. 

 Por outro lado, a abordagem fenotípica rendeu todos os diferentes compostos anti-

TB em uso clínico e vem apresentando novos candidatos para testes clínicos nos últimos 

anos [26]. Este caminho envolve três etapas principais: (1) a síntese de novos compostos ou 

a busca e purificação de compostos naturais; (2) o teste dos compostos frente às células 

micobacterianas, preferencialmente mimetizando o local de infecção (ex.: modelos de 

infecção de TB em macrófagos ou em camundongos); e (3) a descoberta, validação do(s) 

alvo(s) daqueles compostos bioativos, pela seleção de mutantes espontâneos, seguida pelo 

sequenciamento completo do genoma, e a elucidação do mecanismo de ação (MOA - do 

inglês mechanism of action) [23].  

A vantagem desta abordagem é que ela permite selecionar os compostos que são 

capazes de ultrapassar todas as barreiras existentes até o local da infecção (nos casos dos 

compostos que apresentam atividade promissora em testes pré-clínicos), o que inclui as 

células do hospedeiro e o envelope celular micobacteriano [23,26]. Entretanto, determinar o 

alvo e o MOA de um composto bioativo também pode ser bastante desafiador, uma vez que 

muitos compostos se comportam como pró-fármacos, que precisam sofrer uma 

metabolização dentro da célula pela ação de enzimas (ativadores) da própria micobactéria, 

como é caso da INH, da PZN e da etionamida (ETH) [23]. A seleção de mutantes espontâneos 

para pró-fármacos geralmente resulta no isolamento de colônias com mutações nos genes 

ativadores (ex.: katG [34], ethA [35], pncA [36]), e não nos genes-alvo. Isso porque os genes 

ativadores geralmente não são essenciais para a sobrevivência da micobactéria e, portanto, 
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podem acomodar um espectro maior de mutações não letais quando comparados aos 

genes-alvo, que, via de regra, são essenciais [23]. Além disso, tem sido difícil encontrar 

compostos com novos alvos ou MOA por meio da abordagem fenotípica, o que indica que a 

variabilidade de estruturas químicas, disponíveis atualmente nas bibliotecas de compostos, é 

limitada [23].  

Até o momento, somente a abordagem fenotípica tem se mostrado eficaz no 

desenvolvimento de fármacos anti-TB. No entanto, o planejamento racional de fármacos 

pela abordagem baseada no alvo ainda é bastante recente na história da busca por 

medicamentos anti-TB e pode vir a fornecer novas moléculas, à medida que o conhecimento 

sobre a biologia do M. tuberculosis, sobretudo a permeabilidade do envelope 

micobacteriano e os genes envolvidos na virulência, avança. Além disso, a abordagem 

target-to-drug permitiu o avanço de diversas técnicas na área de química medicinal, que 

visam ao aperfeiçoamento da atividade, ao aumento da seletividade, e à redução dos efeitos 

colaterais no hospedeiro de diferentes compostos químicos, e que estão sendo bastante 

empregadas para a otimização de compostos que foram previamente selecionados pela 

abordagem fenotípica [27]. 



P á g i n a  | 31 

 
Figura 8. Um composto anti-TB deve percorrer um difícil caminho até encontrar o seu alvo. 

 

Fonte: Adaptado de [33]. 
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   Os compostos que foram estudados neste trabalho, e que serão abordados com 

maiores detalhes mais adiante, foram todos selecionados a partir da via baseada no alvo. O 

gene-alvo em questão, denominado inhA, codifica para uma proteína envolvida na 

biossíntese do envelope celular micobacteriano e que é essencial para a sua sobrevivência. 

 

1.4 A enzima InhA: um importante alvo validado para fármacos anti-TB 

 

 O gene inhA (Rv1484) de M. tuberculosis é constituído de 810 pb (pares de base) e 

codifica para uma proteína denominada trans-2-enoil-ACP redutase dependente de NADH  

(do inglês NADH-dependent trans-2-enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase, ou InhA) que é 

um alvo vulnerável já conhecido e extensivamente validado de alguns compostos com 

atividade anti-TB [15,37], como a INH [38], a ETH [39], o triclosan (TCR) [40] e a piridomicina 

(PYR) [41]. De acordo com a base de dados do Tuberculist (http://tuberculist.epfl.ch), a 

enzima tem uma massa molecular de 28.527 Da, é composta por 269 aminoácidos e tem um 

ponto isoelétrico de 6,1. Esta proteína atua na rota essencial de biossíntese dos ácidos 

micólicos (Figura 9) - ácidos graxos α-alquila, β-hidro ramificados de cadeia longa, que estão 

presentes no envelope celular de todas as espécies micobacterianas já estudadas até o 

momento –, onde catalisa a redução de uma ligação dupla de um intermediário trans-2-

enoil-ACP, através da transferência de um hidreto proveniente do cofator NADH [15,42,43]. 

Os ácidos micólicos podem apresentar estruturas ligeiramente diferentes em cada espécie 

micobacteriana; o M. tuberculosis, por exemplo, apresenta três classes principais de ácidos 

micólicos - α-micólicos, ceto-micólicos e metoxi-micólicos – que se diferenciam entre si pelo 

tipo de micolato presente na cadeia meromicólica (Figura 9) [42].  

A biossíntese dos ácidos micólicos ocorre a partir de duas sintases de ácidos graxos 

(do inglês fatty acid synthases – FASs) (Figura 10), que se diferenciam pela organização 

molecular, pelos substratos utilizados e pelas especificidades dos carreadores [15]. A 

proteína multifuncional micobacteriana FAS-I (codificada pelo gene fasI, Rv2524c) apresenta 

sete domínios distintos, cada um exercendo uma determinada atividade catalítica do ciclo de 

síntese, e é responsável por formar de novo os ácidos graxos com cadeias curtas de carbono 

de C16-C18 e C24-C28 [15,42]. 
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Figura 9. Estrutura química dos ácidos micólicos encontrados no M. tuberculosis. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de [15]. 
Nota: em destaque está representada a estrutura genérica de um ácido micólico. P e D indicam as 
posições proximais e distais, respectivamente, onde são encontrados diferentes motivos na cadeia 
meromicólica.  

 

 A rota inicia-se com a formação de malonil-coenzima A (CoA), a partir da carboxilação 

de acetil-CoA pela enzima acetil-CoA carboxilase (Rv2247), e pelo alongamento do acetil-CoA 

para formar acil-CoA (C16-C18) catalisada pela proteína FAS-I (Figura 10) [15]. 

 A rota FAS-II segue a síntese por meio do alongamento de intermediários 

covalentemente ligados à proteína carreadora de acil (AcpM, Rv2244) pela ação de 

diferentes enzimas citosólicas [15]. A síntese dos ácidos graxos inicia-se pela condensação de 

Claisen do malonil-ACP (formado pela transferência do grupo malonato da molécula de 

malonil-CoA para a proteína carreadora de acil – ACP) com o acil-CoA pela enzima FabH 

(Rv0533c), formando β-cetoacil-ACP (Figura 10). Então, quatro enzimas atuam no ciclo para 

o alongamento dos ácidos graxos. A primeira enzima - MabA (Rv1483) - reduz o grupo β-

ceto, da molécula de β-cetoacil-ACP, para formar um intermediário β-hidroxil, o qual é 

desidratado pelas enzimas HadAB e HadBC (codificadas pelos genes Rv0635-Rv0636 e 

Rv0636-Rv0637, respectivamente), culminando na formação de enoil-ACP (Figura 10). Os 

passos seguintes consistem na redução da cadeia enoil pela enzima InhA, produzindo acil-

ACP, e no alongamento de dois carbonos da cadeia meromicólica do acil-ACP pelas enzimas 
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β-cetoacil-ACP sintases (KasA ou KasB, codificadas pelos genes Rv2245 e Rv2246) para 

formar o β-cetoacil-ACP. O ciclo somente cessa quando o acil-ACP atinge uma cadeia 

carbônica com tamanho suficiente (C18-C32) para que ocorram as etapas subsequentes de 

modificação e condensação da cadeia meromicólica (Figura 10) [15]. A penúltima etapa da 

biossíntese dos ácidos micólicos envolve uma reação de condensação pela enzima Pks13 

(Rv3800c) entre dois ácidos graxos ativados (carboxiacil-CoA α-ramificado e meromicoloil-

AMP), formando um motivo β-cetoester micólico, que é logo reduzido a um micolato 

maduro (trealose monomicolato – TMM) (Figura 10) [15]. Os ácidos micólicos são então 

transportados para o periplasma, pela ação do transportador MmpL3 (Rv0206c), e 

covalentemente ligados aos arabinogalactanos ou a outra molécula de TMM, formando uma 

trealose dimicolato (TDM) livre [37]. A presença dos ácidos micólicos na parede celular 

micobacteriana confere características importantes para o bacilo, como uma maior 

resistência a ação de químicos e à desidratação; a baixa permeabilidade de antibióticos 

hidrofílicos; a capacidade de formar biofilmes, entre outras [42].     

A biossíntese dos ácidos micólicos é considerada uma rota-chave para o 

desenvolvimento de novos compostos anti-TB, visto que a maioria das enzimas que atuam 

no sistema FAS-II (InhA, MabA, HadB e KasA) são essenciais para a sobrevivência do bacilo 

[15]. A enzima InhA, em especial, já vem sendo alvo de um dos principais fármacos anti-TB – 

a INH – há pelo menos 50 anos e, portanto, é considerado um alvo vulnerável da 

micobactéria [15,42]. Entretanto, para que a INH iniba a atividade da InhA e, 

consequentemente, impeça a biossíntese dos ácidos micólicos e a formação do envelope 

celular, a molécula precisa passar por uma etapa de ativação, que é realizada por uma 

proteína da própria micobactéria, como será explicado nos tópicos a seguir.  
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Figura 10. Rota de biossíntese dos ácidos micólicos micobacterianos. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de [15]. 
Nota: Os nomes das enzimas que atuam na rota, bem como os genes que as codificam, estão 
destacados em azul. PM = periplasma. PG/AG = peptidoglicanos / arabinogalactanos. INH, ETH, TRC, 
PYR = isoniazida, etionamida, triclosan, piridomicina, respectivamente (destacados em vermelho).  
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1.5 Mecanismo de ação da isoniazida 

 

 A INH (hidrazida do ácido isonicotínico ou isoniazida) (Figura 7) é um fármaco 

antitubercular sintético, que foi reportado primeiramente em uma tese de doutorado, e que 

vem sendo usado no tratamento da TB desde 1952 [44]. Sua descoberta ocorreu de certa 

forma por acaso, quando pesquisadores europeus estavam investigando o potencial da 

vitamina nicotinamida (B3) no tratamento da TB [45,46]. Esse medicamento é conhecido por 

ter um rápido efeito bactericida em cultura nas primeiras 48 horas frente às micobactérias 

que estão se reproduzindo ativamente, após o qual exerce uma atividade bacteriostática 

sobre as bactérias persistentes, as quais se reproduzem a uma taxa bem mais lenta [44,47]. 

Em um modelo de infecção da TB em camundongos, a INH também apresenta uma rápida 

atividade bactericida, sendo capaz de reduzir a carga bacilar em até 3 log10 nas primeiras 

duas semanas de tratamento [47]. 

 O MOA da INH é considerado complexo e ainda é objeto de debate entre diferentes 

pesquisadores. Como dito anteriormente, a INH é um pró-farmaco, ou seja, ela não exerce a 

sua atividade biológica a menos que sofra uma metabolização prévia (processo chamado de 

ativação). Hoje, sabe-se que esse composto penetra o envelope micobacteriano por difusão 

passiva [46] e é ativado por uma enzima da própria micobactéria, chamada de catalase-

peroxidase KatG (EC 1.11.1.21), que é codificada pelo gene de mesmo nome katG (Rv1908c) 

[48]. A KatG é uma heme enzima bifuncional pertencente à classe I da superfamília das heme 

peroxidases de bactérias, fungos e plantas, capaz de utilizar tanto peróxido de hidrogênio, 

quanto hidroperóxidos alquílicos para oxidar diferentes substratos, o que inclui a própria 

INH [49]. A estrutura quaternária da KatG é homodimérica, sendo que cada subunidade é 

constituída por dois domínios distintos: um domínio N-terminal, no qual está localizado o 

grupo prostético heme, cercado por seis resíduos conservados e essenciais (Arg104, Trp107, 

His108, His270, Trp321, Asp381) do único sítio ativo da enzima; e um domínio C-terminal 

que, apesar de não conter o sítio ativo da enzima, é essencial para o ajuste fino do sítio ativo 

e para a formação da estrutura quaternária da proteína [49–51].  

A etapa de ativação da INH envolve primeiramente a oxidação do composto e 

remoção do grupamento hidrazina na presença de radicais O2
•-, formando um intermediário 

isonicotinoil (IN•), que é posteriormente ligado ao anel da nicotinamida do cofator 

dinucleotídeo de nicotinamida e adenina (NAD+ na sua forma oxidada) (Figura 10). O aduto 
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formado - isonicotinoil-NAD (IN•NAD) - é considerado o metabólito ativo da INH, capaz de 

ligar-se ao seu alvo, o sítio ativo da enzima InhA, e inibir a sua atividade, levando ao acúmulo 

de ácidos graxos de cadeia longa, à interrupção da biossíntese dos ácidos micólicos e à 

morte celular [44,48,52,53].  

A capacidade do intermediário isonicotinoil em reagir com muitas moléculas in vitro 

dificultou enormemente a elucidação do MOA da INH, pois rendeu muitos sinais falso-

positivos que não tinham qualquer relação com o MOA de fato. Além disso, apesar de outras 

enzimas já terem sido sugeridas como prováveis alvos da INH, como a própria KasA, que 

também atua no sistema FAS-II, até o momento, apenas a enzima InhA é considerada o alvo 

de fato deste fármaco [46,48]. 

A exigência da etapa de ativação da INH pela enzima KatG pode ser considerada um 

fator limitante do MOA deste fármaco, uma vez que determinadas mutações no gene katG, 

que reduzem, ou até mesmo abolem, o processo de ativação, tornam o M. tuberculosis 

resistente à INH. Outras mutações que conferem resistência à INH também já foram 

descritas, e as mais relevantes, do ponto de vista clínico, serão exploradas no tópico a seguir. 
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1.6 Mecanismos de resistência à isoniazida 

 

Embora a INH seja considerada um potente fármaco anti-TB, o M. tuberculosis 

desenvolveu diferentes mecanismos para contornar a ação tóxica desse medicamento. Sabe-

se que, em micobactérias, o fenótipo de resistência a qualquer fármaco anti-TB surge 

principalmente das mutações que ocorrem no genoma, ou, com menos frequência, pela 

ativação de bombas de efluxo [48]. Até o presente momento, não há relatos de aquisição de 

resistência por transferência de plasmídeos ou transposons entre micobactérias [48]. As 

mutações podem ocorrer nos genes ativadores, como, por exemplo, nos genes katG e ethA, 

responsáveis pela ativação da INH e da ETH, respectivamente, ou nas sequências que 

regulam a expressão das proteínas-alvo [46,48].  

O mecanismo de resistência (MOR, do inglês mechanism of resistance) à INH mais 

prevalente em isolados clínicos MDR é a alteração de um resíduo de serina (Ser ou S) por 

uma treonina (Thr ou T) no códon 315 na enzima KatG (conhecida como Ser315Thr ou 

S315T) [44,48,54]. Dependendo da região geográfica, estima-se que até 94% dos isolados 

clínicos, que apresentam resistência à INH, carreguem essa mutação. Entretanto, mais de 

300 diferentes mutações já foram descritas no gene katG, incluindo aquelas que causam a 

terminação prematura, a alteração da fase de leitura (tanto por deleções, quanto por 

adições de bases) e, até mesmo, a deleção parcial ou completa do gene [48,55,56]. Sabe-se 

que a proteína KatG(S315T) mutante apresenta uma menor capacidade de metabolizar a 

INH, embora ainda mantenha as atividades de catalase e peroxidase necessárias para lidar 

com as espécies reativas de oxigênio; desta forma, não há prejuízo na aptidão (do inglês 

fitness) da micobactéria em sobreviver dentro das células do hospedeiro [44,56,57]. Atribui-

se a reduzida metabolização da INH pelo mutante S315T à diminuição na afinidade do 

composto pelo sítio de ligação na enzima KatG, causada pela presença do resíduo de Thr, 

que aumenta o volume estérico nesta posição e reduz o acesso da INH ao sítio de ligação 

[44,58]. Como resultado, os valores de MIC para a INH, que normalmente ficam entre 0,05 a 

0,5 µg/ml [48,59], elevam-se para valores acima de 1 µg/ml [44,60]. 

O segundo mecanismo de resistência à INH mais comum em isolados clínicos 

(encontrado em até 35% dos isolados clínicos resistentes à INH) se dá pela mutação por 

substituição de uma citosina por uma timina na posição -15, conhecida como C(-15)T, da 

sequência promotora do gene inhA [46,48,54,59]. Sabe-se que essa mutação aumenta os 
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níveis de mRNA em até 20 vezes, o que resulta na superexpressão da enzima InhA em 

aproximadamente 8 vezes [61]. Essa maior abundância da InhA dentro da célula causa uma 

fraca resistência à INH por um efeito de titulação, no sentido de que se torna necessário 

mais inibidor para observar a mesma atividade bactericida do composto (MIC ≈1 µg/ml) 

[38,46]. Uma vez que a InhA também é alvo da ETH, a mutação C-(15)T confere, na 

realidade, uma coresistência entre esses dois compostos [48,59]. 

Apesar de já se ter relatos de mutações na região codificadora do gene inhA, estas 

são consideradas bastante raras na população com TB e não representam grande relevância 

clínica e epidemiológica [48]. Sugere-se que esta baixa frequência de mutações na região 

codificadora deva-se ao fato de que o gene inhA é essencial para a sobrevivência da 

micobactéria, e, portanto, não permite uma vasta liberdade de alterações na sua sequência 

[48]. Até o momento, já foram descritas 15 mutações nesse gene em isolados clínicos, e 

todas se encontram no sítio de ligação ao NADH [44,48], as quais acabam reduzindo a 

afinidade de ligação da enzima pelo cofator [60]. Sabendo que uma dessas mutações, a 

alteração de um resíduo de serina no códon 94 por uma alanina (Ser94Ala ou S94A), confere 

resistência à INH, esta foi utilizada para provar geneticamente o alvo deste composto como 

sendo, de fato, a enzima InhA [38].         

Como visto até aqui, o principal MOR do M. tuberculosis frente à INH está baseado 

nas mutações presentes no gene katG, que reduzem a formação do aduto IN.NAD necessário 

para a inibição da enzima InhA. Desta forma, torna-se tentador projetar um fármaco que 

seja capaz de contornar este MOR, ao inibir diretamente a InhA sem precisar passar pela 

etapa de ativação catalisada pela KatG. Já foi proposto que, além de conferir resistência à 

INH, as mutações nesse gene poderiam permitir a sobrevivência do bacilo nos pacientes sob 

tratamento e a sua transmissão para outras pessoas não infectadas [63], além de facilitar a 

evolução para cepas MDR [54]. O produto natural piridomicina [41], produzido pela bactéria 

Streptomyces pyridomyceticus, e o triclosan [40] (Figura 7) são exemplos de fármacos que 

inibem diretamente a atividade da InhA ao competirem com o cofator NADH pelo sítio de 

ligação, não precisando passar por qualquer etapa prévia de metabolização dentro da célula; 

sendo assim, estes compostos teriam o potencial de inibir cepas MDR [41,48]. Outras novas 

classes de compostos promissores, que atuam como inibidores diretos da InhA, são as 4-

hidroxi-2-piridonas e os tiadiazóis (GSK613 e GSK625), os quais já se mostraram ativos contra 

cepas MDR/XDR [64].  
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Os compostos que foram objetos de investigação desta tese também foram 

previamente reportados na literatura como sendo inibidores diretos da enzima InhA. Um 

deles, o composto pentaciano(isoniazida)ferrato(II), também chamado de IQG-607, consiste 

em um análogo estrutural da própria INH, que foi selecionado por meio de ensaios de 

inibição enzimática in vitro [65], e será abordado em maiores detalhes no Capítulo 2. Os 

outros dois compostos, denominados Labio-16 e Labio-17, são provenientes de um estudo 

que utilizou a abordagem de triagem virtual baseada no ligante (do inglês virtual-ligand-

screening) [66], seguida pelos testes in vitro frente à enzima [67], e serão abordados no 

Capítulo 3. Por fim, no Capítulo 4 serão levantadas as principais conclusões desta tese, bem 

como as perspectivas para estudos futuros.  
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Capítulo 2 
1.7 O composto pentaciano(isoniazida) 

ferrato(II) como candidato a fármaco para o 
tratamento da TB 
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1.7 O composto pentaciano(isoniazida)ferrato(II) (IQG-607) como candidato a fármaco 

para o tratamento da TB 

 

 Diante do surgimento das cepas de M. tuberculosis resistentes aos principais 

fármacos utilizados no tratamento da doença, torna-se evidente a necessidade de manter-se 

uma busca contínua por novas abordagens terapêuticas para a TB. Portanto, não somente é 

indispensável identificar novos alvos moleculares que comprometam a sobrevivência do 

bacilo, mas também aperfeiçoar os compostos já utilizados no tratamento, para que seja 

possível contornar os diferentes MORs desenvolvidos pela micobactéria descritos 

anteriormente. Levando-se em consideração algumas características importantes, como a 

simplicidade química e uma biodisponibilidade e toxicidade favoráveis, a INH se apresenta 

como um composto bastante promissor para se projetar novos análogos estruturais que 

sejam ativos contra as cepas resistentes.  

 Sendo assim, em 2004, Oliveira e colaboradores [68] relataram o primeiro estudo 

envolvendo um análogo estrutural da INH, denominado de IQG-607, que contém em sua 

estrutura química um radical pentacianoferrato(II) ligado ao nitrogênio piridínico da INH 

(Figura 7). Nesse trabalho foi demonstrada a capacidade desse composto de inibir tanto a 

enzima InhA de M. tuberculosis na sua forma selvagem, quanto na sua mutante estrutural 

que contém uma alteração do resíduo isoleucina 21 para uma valina (I21V) [68]. Por meio de 

ensaios de inibição enzimática in vitro, observou-se que o IQG-607 foi capaz de inibir ambas 

as formas da InhA, preferencialmente na ausência do cofator NADH. Esse foi o primeiro 

indício de que o composto, diferentemente de como ocorre com a INH, não necessitaria da 

etapa de ativação pela KatG para inibir a InhA e que, provavelmente, o seu MOA envolveria 

a interação direta do composto com o sítio de ligação do NADH à enzima [68]. Uma vez que 

a maior parte da resistência à INH já observada em isolados clínicos se deve a mutações 

presentes no gene katG, que, consequentemente, resulta na inabilidade da enzima de 

formar intermediários de INH ativados, tornou-se claro que o composto IQG-607 teria o 

potencial de substituir o fármaco de referência nessas situações [69]. Posteriormente, foi 

demonstrado que as substituições dos resíduos S94A e I47T, presentes nas mutantes 

estruturais da InhA, também não impediram a ação do IQG-607 frente à enzima purificada, 

indicando novamente que o composto poderia atuar como um fármaco alternativo frente a 
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cepas de M. tuberculosis que se mostrassem resistentes à INH, devido às mutações 

encontradas no gene inhA [68,69].  

 Uma possível explicação sobre como o complexo pentaciano(isoniazida)ferrato(II) 

seria capaz de inibir a enzima InhA, contornando a etapa de ativação pela KatG, envolveria 

um mecanismo de autoativação do IQG-607 [65]. A hipótese inicial era de que devido à 

presença de espécies reativas de oxigênio e outros oxidantes celulares (ex.: H2O2) dentro do 

macrófago e da micobactéria, o complexo metálico pentacianoferrato(II) sofreria um 

processo oxidativo, que alteraria o estado de oxidação do átomo de ferro(II) para ferro(III) 

[65,70]. Desta forma, o complexo oxidado, contendo um átomo de ferro(III) 

termodinamicamente instável, poderia sofrer uma reação de transferência de elétrons 

intramolecular, formando espécies intermediárias, como o radical teórico isonicotinoil 

[FeII(CN)5(isonicotinoil)]3-. Este intermediário poderia então formar um aduto, também 

hipotético, semelhante àquele formado quando a INH é ativada dentro da micobactéria [70]. 

O provável aduto teria então a capacidade de se ligar ao sítio ativo da InhA e inibir a sua 

atividade, logo, impedindo que ocorresse a síntese dos ácidos micólicos (Figura 11)  [65,70].  

 Em 2016, entretanto, outro trabalho envolvendo o IQG-607 contestou a hipótese de 

que seriam os metabólitos provenientes da oxidação do complexo inorgânico, e não o 

próprio [FeII(CN)5(INH)]3- intacto, os inibidores da enzima InhA [71]. Os pesquisadores 

observaram que, com a decomposição do IQG-607 ao longo do tempo, e consequente 

formação de ácido nicotínico como seu produto de degradação, ocorreu uma redução na 

atividade inibitória do composto frente à enzima. Desse modo, os autores concluíram que o 

complexo pentaciano(isoniazida)ferrato(II) intacto seria de fato o inibidor da InhA, e não os 

metabólitos provenientes da oxidação intracelular ou algum produto de degradação [71].  
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Figura 11. Mecanismo proposto para a autoativação do IQG-607. 

 

 

 

Fonte: Adaptado de [70]. 
Nota: (I) A ativação da INH é dependente da ação da KatG, e mutações neste ativador levam à 
resistência ao composto. (II) O complexo inorgânico pentacianoferrato(II) ligado à INH teoricamente 
permitiria uma transferência interna de elétrons, que ativaria a própria molécula, dispensando a 
ação da KatG.  

  

 Estudos pré-clínicos, envolvendo um modelo murino de TB, também mostraram a 

atividade do IQG-607 frente à cepa laboratorial H37Rv. Além de reduzir visivelmente as 

lesões pulmonares causadas pela infecção do bacilo, o composto também diminuiu a 

contagem das CFUs tanto nos pulmões, quanto no baço dos animais tratados [72]. Em um 

modelo de infecção de macrófagos pela cepa H37Rv de M. tuberculosis, os resultados 

também foram satisfatórios: tanto os fármacos de referência INH e RIF, quanto o IQG-607, 

foram capazes de diminuir significativamente a carga bacteriana dentro dos macrófagos. 

Este resultado levou os autores a concluírem que o composto seria, portanto, capaz de 

atravessar a membrana plasmática e de eliminar o bacilo dentro do fagossomo do 

macrófago [73]. Nesse mesmo trabalho foi mostrado também que o IQG-607, assim como a 

INH, tem como alvo a enzima InhA, uma vez que o tratamento de culturas de M. tuberculosis 

com 4 ou 22 µM do composto interrompeu totalmente a biossíntese dos ácidos micólicos, 

como verificado pela extração dos lipídios, separação por cromatografia em camada delgada 

e exposição em filme de raio-X  [73]. 
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 Além dos resultados promissores observados nos ensaios enzimáticos e nos estudos 

pré-clínicos, o IQG-607 também apresentou uma menor toxicidade em camundongos em 

relação à INH: nas concentrações de 250 e 500 mg kg-1 não houve mortalidade entre os 

animais tratados, além de não ter sido observada nenhuma alteração no peso tanto dos 

machos, quanto das fêmeas [74]. O perfil toxicológico favorável, também demonstrado em 

ratos [75] e mini porcos [76], aliado a outras características da molécula, como, por exemplo, 

o seu tamanho diminuto (446 Da) e a sua estabilidade em pH ácido, sugeriram que o 

composto poderia vir a ser, portanto, um futuro fármaco passível de administração por via 

oral [65,74]. Recentemente, Dadda e colaboradores [77] relataram um estudo pré-clínico do 

perfil farmacocinético do IQG-607, no qual foi mostrado que o composto tem uma meia-vida 

curta (t1/2 = 1,1 h) e é rapidamente absorvido pela via oral (tmax = 0,25 h), mas que apresenta 

uma baixa biodisponibilidade em camundongos [F (%) = 3,7 (camundongos em jejum) e 3,8 

(camundongos alimentados)]. Os autores sugerem que a baixa disponibilidade não 

necessariamente comprometeria o uso do composto, desde que o mesmo fosse capaz de 

exercer a atividade biológica desejada [77].    

 Diante dos estudos já realizados com o IQG-607, pode-se notar que o composto 

apresentava, de fato, um potencial como um fármaco anti-TB, principalmente como uma 

alternativa terapêutica frente a cepas resistentes à INH. Entretanto, ainda existiam algumas 

questões que precisariam ser respondidas em relação à capacidade do composto em 

eliminar cepas que possuissem, principalmente, mutações na proteína ativadora KatG. 

Sendo assim, este trabalho se propôs a realizar uma série de experimentos que auxiliassem 

na elucidação do MOR do M. tuberculosis frente ao IQG-607. 

 Nosso ponto de partida foi verificar a ação do IQG-607 em ensaios de determinação 

da concentração inibitória mínima (MIC) frente a uma gama de isolados clínicos de M. 

tuberculosis, que continham diferentes mutações e graus de resistência aos principais 

fármacos anti-TB. Esse experimento permitiu observar como o IQG-607 se comportava 

frente a cepas com resistência não somente à INH, mas também à RIF, à STR e ao ETB, que 

são alguns dos principais fármacos já usados no tratamento da doença.    

 Os resultados observados frente aos isolados clínicos então nos conduziram a uma 

série de experimentos, que foram realizados usando-se uma abordagem genética. Sabia-se 

que o IQG-607 era capaz de inibir in vitro diretamente a atividade da enzima InhA selvagem 

e das suas mutantes estruturais I21V, S94A e I47T. Entretanto, ainda não havia sido 
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mostrada a atividade do composto frente a cepas isogênicas que possuíssem somente uma 

única mutação nos genes envolvidos na ativação da INH (ex.: katG) e na síntese de ácidos 

micólicos (ex.: inhA). Estes dados de interação de um determinado composto com seu 

provável alvo ou ativador poderiam ser obtidos, por exemplo, por meio de substituições de 

aminoácidos importantes para a catálise da enzima-alvo ou que aumentem a expressão da 

mesma, conferindo, desta forma, resistência ao composto [48]. Sendo assim, nós geramos 

uma cepa de M. tuberculosis que mimetiza o mesmo mecanismo de resistência à INH 

encontrado nos isolados clínicos: a mutação no códon 315 do gene katG, que altera o 

resíduo de serina pela treonina (S315T), reduzindo desta forma a metabolização e ativação 

da INH [48,57]. Também por meio de ensaios de determinação da MIC, foi possível observar 

o efeito dessa única mutação sobre a atividade do IQG-607. 

 Outra forma de validar o alvo de um determinado composto e de verificar quais 

mutações levam a sua resistência se dá por meio da seleção de mutantes espontâneos e do 

sequenciamento completo do genoma [26], como foi discutido na introdução desta tese. 

Sendo assim, nós utilizamos o IQG-607 em concentrações acima da sua MIC para selecionar 

mutantes espontâneos em placas de cultivo e, posteriormente, sequenciamos o genoma 

completo de algumas colônias representantes para identificar qual mutação estaria sendo 

responsável por conferir resistência ao composto. Esse experimento permitiu avaliar se o 

MOR da micobactéria frente ao IQG-607 se daria pelas mesmas mutações que garantem a 

resistência à INH, ou se os mecanismos seriam de fato diferentes entre os compostos. 

 Para corroborar os dados relatados por Rodrigues-Junior e colaboradores [73], de 

que o IQG-607 tem como alvo a enzima InhA, nós também desenvolvemos duas outras cepas 

de M. tuberculosis. Para uma delas foi fornecida uma cópia extra do gene inhA selvagem 

(WT), mimetizando o efeito da mutação C(-15)T encontrada na região promotora do gene 

inhA [41]. Já para a outra cepa foi fornecida uma cópia extra do gene inhA mutante (S94A), 

responsável por causar resistência à INH e à ETH devido à uma provável redução na ligação 

aos adutos [38,48]. Desta forma, esperava-se que houvesse um aumento da MIC do IQG-607 

quando a expressão da InhA fosse elevada, tanto da enzima selvagem, quanto da mutante 

estrutural S94A, provando geneticamente o alvo deste composto.  

 Por último, considerando que o desenvolvimento do IQG-607 tem como objetivos 

criar uma alternativa terapêutica em situações que haja resistência ao fármaco de referência 

INH e reduzir a toxicidade ocasionada pelo tratamento anti-TB, tornava-se necessário avaliar 
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a ação desse composto em conjunto com outros fármacos anti-TB em uso. Isso se deve ao 

fato de o tratamento para a TB não ser realizado na forma de monoterapia, e sim, pela 

combinação de ao menos quatro diferentes fármacos de primeira linha, já discutidos 

anteriormente. Sendo assim, utilizamos os ensaios de determinação da MIC para avaliar se a 

ação do IQG-607 seria alterada quando combinado com outros fármacos anti-TB, e se o 

mesmo alteraria a atividade dos demais compostos. 
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo Geral 

 

 Elucidar o mecanismo de resistência da bactéria Mycobacterium tuberculosis frente 

ao composto IQG-607 por meio de estudos genéticos. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

I.  Selecionar mutantes espontâneos para o composto IQG-607 e determinar a mutação 

por sequenciamento genômico total e por sequenciamento direcionado de DNA. 

II.  Desenvolver uma cepa de M. tuberculosis com a mutação S315T no gene katG e 

testar a ação do composto. 

III.  Avaliar a atividade do composto IQG-607 frente a isolados clínicos de M. tuberculosis 

multirresistentes. 

IV.  Testar a ação do composto frente a cepas de M. tuberculosis que superexpressem a 

enzima InhA selvagem ou sua mutante estrutural S94A. 

V. Avaliar a ação do composto em um modelo de infecção de macrófagos utilizando 

uma cepa de M. tuberculosis resistente à INH. 

VI. Investigar a interação do composto IQG-607 com outros fármacos anti-TB. 
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Supplementary Fig. S1. Growth monitoring of the spontaneous mutant selected with IQG-

607 (IQG1) in the absence (square) or in the presence of 16 mg/L of INH (triangle) or IQG-

607 (diamond) over 15 days. H37Rv strain (circle) was used as a positive growth control of 

the experiment. The data were expressed as a mean value of triplicate optical density (OD600) 

measurements. Two-way ANOVA with Bonferroni's post hoc test was employed to compare 

the growth of this mutant between the treatments. 
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Supplementary Fig. S2. Standard PCR confirming the disruption of the katG gene by the 

AES (allelic exchange substrate). The exchange of the WT katG by the AES, which contains 

the kanamycin gene resistance, reduces the original sequence size from 5.0 Kb to 

approximately 3.5 Kb. MW Marker = 1 Kb Plus DNA Ladder (Thermo Fisher).  
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Supplementary Fig. S3. Western Blot of cell extracts from M. tuberculosis strains 

overexpressing the InhA(WT) or InhA(S94A) enzymes. Each culture was grown until reach 

an OD600 between 0.8 and 1.0. Protein extraction and Western Blot assay were performed as 

previously described (1). Each well was loaded with 0.5 µg of protein extracts. The purified 

WT InhA protein (0.5 µg) with 28.5 kDa was obtained as described elsewhere (2), and was 

used as a positive control of the experiment. MW Maker = MagicMark XP Standard (Thermo 

Fisher). There was an increase of 1.5- and 3.7-fold in the InhA(WT) and InhA(S94A) 

expression, respectively, when compared to the underlying levels of the wild-type enzyme 

(pNIP::Ø).  

 

1. Villela AD, Rodrigues VD, Pinto AF, Wink PL, Sánchez-Quitian ZA, Petersen GO, 

Campos MM, Basso LA, Santos DS. 2017. Characterisation of iunH gene knockout strain 

from Mycobacterium tuberculosis. Mem Inst Oswaldo Cruz 112:203–208. 

2. Basso LA, Zheng R, Musser JM, Jacobs WR, Blanchard JS. 1998. Mechanisms of 

isoniazid resistance in Mycobacterium tuberculosis: enzymatic characterization of enoyl 

reductase mutants identified in isoniazid-resistant clinical isolates. J Infect Dis. 178:769-75. 
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Supplementary Table S1. Primers used in this study. 

Name Sequence Purpose 

KatG_F_SEQ ATCGATGGGCTTCAAGACGT 

Primers for 

katG 

sequencing 

oligo_SEQ_R_001_katG ATCAGCTTGTACCAGGCCTT 

SEQ_F_008_katG GGAGGTCATCTACTGGGGTC 

SEQ_R_009_katG ACGTAGATCAGCCCCATCTG 

SEQ_F_014_katG CTGGAACACCCCGAGGAAT 

SEQ_R_015_katG ATGTCGAGCAGGTTCACGAA 

PCR_R_013_KO_katG AGACCAACCGTGTAGGCAAA 

SEQ_F_002_Prom_fabG-

inhA 
CTCGATGACGCAGATCTCGT Primers for 

inhA promoter 

sequencing 
SEQ_R_003_Prom_fabG-

inhA 
GTCACATTCGACGCCAAACA 

SEQ_F_004_ORF_inhA TGCGAGCTATATCTCCGGTG Primers for 

inhA ORF 

sequencing 
SEQ_R_005_ORF_inhA CAGGACGGCATCAAATTGCA 

PCR_inhA_WT_F_006 tttcatatgATGACAGGACTGCTGGACG Primers for 

WT inhA PCR PCR_inhA_WT_R_007 tttaagctttctagaCTAGAGCAATTGGGTGTGCG 

t280g_sense_MUT_S94A CGACGGGGTGGTGCATGCGATTGGGTTCA Primers for 

inhA site-

directed 

mutagenesis 

t280g_antisense_MUT_S94

A 
TGAACCCAATCGCATGCACCACCCCGTCG 

K_katG_UF ttttGAATTCTGGTGGTCGGCAAG Primers for 

PCR of the 

up/downstrea

m katG 

sequences 

K_katG_UR ttttgcatgCGGCCGTCCGGAGCTGTTC 

K_katG_DF ttttgcatgcGCCTGGGACAAGGTGATGAa 

K_katG_DR ttttaagcttactagTGGGCTTGTTCGATCCCCATA 

PCR_F_010_KO_katG GGACTGTACGTGCACTGGAT Primers for 

katG knockout 

confirmation PCR_R_011_KO_katG ATGTCAATCCCCACCGCATA 

C_katG_F tttttctagaGGACTGGCTGGGACACAA Primer for 

furA+katG 

operon PCR 
C_katG_R tttttctagaAAATCGCGCCGGGCAAAC 

MSD_katG_F 

CGGTAAGGACGCGATCACCACCGGCATCGA

G 

GTCGTATGG 

Primers for 

katG site-

directed 

mutagenesis MSD_katG_R 
CCATACGACCTCGATGCCGGTGGTGATCGCG 

TCCTTACCG 
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Supplementary Table S2. Evaluation of IQG-607 in combination with other drugs by the 

checkerboard assay. 

Compound ∑FIC
a 

Outcome
b
 

Rifampicin 2 Indifferent 

Ethambutol 1 Indifferent 

Moxifloxacin 1 Indifferent 

Streptomycin 1 Indifferent 

Pyrazinamide 1 Indifferent 

D-cycloserine 2 Indifferent 
 

a
Fractional inhibitory index (∑FIC) were calculated based on the results from three 

independent experiments. 
b
∑FICs of ≤0.5 suggest synergy and ≥4.0 indicates antagonism; 

values between suggest that both drugs act independently (indifferent). The highest 

concentration for each compound was: 10 mg/L for streptomycin, ethambutol and IQG-607; 

50 mg/L for D-cycloserine and pyrazinamide; 0.3 mg/L for rifampicin and moxifloxacin.   
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enzima InhA de M. tuberculosis  
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5 RESULTADOS PARCIAIS 
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1.8  Identificação de novos inibidores da enzima InhA de M. tuberculosis 

 

 Como discutido na seção 1.4 da introdução, a enzima InhA é um alvo bem 

estabelecido e bastante atrativo para se projetar novos candidatos a fármacos anti-TB. 

Pensando nisso, Pauli e colaboradores [66] propuseram um trabalho para identificar novos 

compostos que tivessem como alvo essa enzima, por meio de duas abordagens in silico. A 

primeira consistiu no desenvolvimento de um modelo farmacofórico tridimensional a partir 

de 36 estruturas cristalográficas da InhA disponíveis na Base de Dados de Proteínas (do 

inglês, Protein Data Bank – PDB), e posterior triagem virtual de diferentes estruturas 

químicas disponíveis em bibliotecas virtuais, para a identificação de moléculas capazes de se 

ligarem ao sítio de ligação do substrato enoil tioéster. Entende-se por farmacóforo “o 

conjunto de características eletrônicas e estéricas que é necessário para garantir as 

interações supramoleculares ótimas com uma estrutura-alvo biológica específica e para 

desencadear (ou bloquear) a sua resposta biológica” [78]. Esta abordagem resultou em 34 

moléculas a partir de uma base de dados contendo 999.853 compostos [66]. 

 A segunda abordagem consistiu na triagem virtual de compostos usando-se quatro 

programas de docagem molecular, cada uma empregando um algoritmo diferente para 

gerar conformações similares que potencialmente indicariam as interações mais favoráveis 

entre o ligante e a proteína [66]. Essa metodologia rendeu um conjunto de 21 moléculas, o 

que totalizou ao final 55 moléculas selecionadas por ambas abordagens. Este último 

conjunto foi posteriormente submetido a uma análise in silico de toxicidade, resultando em 

19 potenciais inibidores da enzima InhA com um perfil toxicológico favorável [66]. Nesse 

trabalho, entretanto, apenas seis das 19 moléculas foram testadas in vitro frente à enzima 

purificada, sendo que três apresentaram uma modesta inibição (de 2,5 a 15%) [66]. Embora 

essas abordagens in silico tenham sido capazes de identificar compostos que interagissem 

com a enzima InhA e inibissem modestamente a sua atividade, estas três moléculas não 

apresentaram resultados satisfatórios o suficiente para que fossem consideradas 

compostos-líderes.  

 Martinelli e colaboradores [67] deram sequência a esses estudos ao conduzirem 

diferentes experimentos com 14 dos 19 potenciais inibidores da InhA. Destes, somente sete 

moléculas (Labio-2, Labio-3, Labio-6, Labio-11, Labio-15, Labio-16 e Labio-17) apresentaram 

valores satisfatórios de IC50 (valor que indica a concentração de fármaco necessária para 
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alcançar metade do efeito máximo de um dado composto) na faixa de micromolar (de 13 a 

87 µM) [67]. Ensaios de determinação da MIC frente à cepa laboratorial H37Rv, novamente 

com os 14 compostos, mostraram que apenas cinco (Labio-3, Labio-15, Labio-16, Labio-17 e 

Labio-20) foram capazes de inibir o crescimento da micobactéria. Destes, os compostos 

Labio-16 (nome químico em inglês: N-(4-{5-[(2-methylphenoxy)methyl]-1,2,4-oxadiazol-3-

yl}phenyl)thiophene-2-carboxamide) e Labio-17 (de nome químico em inglês: ethyl 2-methyl-

4-{[4-(piperidin-1-yl)phenyl]amino}quinoline-6-carboxylate) (Figura 7) obtiveram os menores 

valores de MIC - 2,5 µg/ml (6,38 µM) e 5 µg/ml (12,8 µM), respectivamente – e foram 

posteriormente testados frente a um isolado clínico MDR de M. tuberculosis (PE-003). 

Curiosamente, como apontado pelos próprios pesquisadores, a MIC de ambos os compostos 

não aumentou frente ao isolado clínico como seria o esperado, visto que esta cepa possuía a 

mutação C(-15)T na região regulatória do gene inhA. Desta forma, especulou-se que a 

enzima InhA, talvez, não fosse de fato o alvo destes compostos, ou que eles poderiam ter 

múltiplos alvos dentro da célula [67]. Entretanto, mais estudos deveriam ser feitos para 

provar o alvo molecular destes compostos. 

 Uma vez que os compostos Labio-16 e Labio-17 apresentaram valores satisfatórios de 

IC50 e MIC, os mesmos foram testados frente a três linhagens celulares eucarióticas (Hacat, 

Vero e RAW 264.7) pelo ensaio empregando MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-

difenil tetrazolium). Os resultados frente a essas linhagens indicaram um perfil toxicológico 

favorável, pois, na concentração de 20 µM, nenhum dos dois compostos alterou de forma 

significativa a viabilidade das células [67]. O passo seguinte foi investigar a atividade 

intracelular em macrófagos murinos (RAW 264.7) infectados pela cepa H37Rv de M. 

tuberculosis. Os resultados desse experimento mostraram que ambos os compostos foram 

capazes de inibir o crescimento da micobactéria, porém o composto Labio-16 indicou ter 

uma atividade bacteriostática, enquanto que o composto Labio-17 apresentou uma 

atividade bactericida [67]. Por último, os pesquisadores realizaram experimentos de 

cardiotoxicidade, sobrevivência, incubação dos ovos e taxa de batimentos cardíacos em um 

modelo de Zebrafish, com o intuito de antecipar possíveis efeitos colaterais provenientes do 

uso destes compostos. O composto Labio-16 não indicou qualquer sinal cardiotóxico nos 

peixes, e também não prejudicou a saída dos embriões dos ovos. Entretanto, os 

pesquisadores observaram que o composto Labio-17 apresentou alguns sinais cardiotóxicos, 
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assim como uma menor taxa de sobrevivência dos animais e um atraso na saída dos 

embriões dos ovos nas concentrações mais elevadas [67].  

 Juntos esses resultados apontaram que ambos os compostos tinham o potencial de 

se tornarem hit-compounds para futuras modificações estruturais, com a finalidade de 

melhorar ainda mais a atividade biológica e, talvez, reduzir os efeitos colaterais observados 

para o composto Labio-17. Entretanto, algumas lacunas ainda haviam ficado em aberto em 

relação ao alvo dos dois compostos e ao MOR da micobactéria frente a ambos. Apesar de 

eles terem sido selecionados para interagir com o sítio ativo da enzima InhA, e de os 

resultados de inibição in vitro frente à enzima purificada terem corroborado esta hipótese, a 

ausência de resistência observada pelo isolado clínico, que tinha a expressão desta enzima 

aumentada, frente aos dois compostos, sugeriu que o alvo intracelular poderia não ser a 

InhA. Diante deste cenário, nós conduzimos uma série de experimentos que pudessem 

esclarecer o MOR do M. tuberculosis frente aos compostos Labio-16 e Labio-17, de maneira 

semelhante àqueles mostrados no capítulo 2 para o composto IQG-607, e também que 

pudessem provar que de fato o alvo intracelular é a enzima InhA.  

 Assim como para o composto IQG-607, nós primeiramente testamos os compostos 

Labio-16 e Labio-17 frente a oito isolados MDR, que apresentavam diferentes MORs aos 

principais fármacos anti-TB. Em seguida, avaliamos a atividade destes compostos frente à 

cepa laboratorial resistente à INH, que carregava a mutação S315T na enzima KatG, com o 

intuito de verificar se haveria alguma semelhança do MOA desses dois compostos com 

aquele descrito para a INH. Para provar o alvo molecular dos compostos Labio-16 e 17, nós 

primeiramente testamos a ação de ambos frente à cepa resistente à INH que expressa a 

enzima InhA(S94A), e posteriormente conduzimos um experimento para avaliar o efeito 

dessas moléculas na via de biossíntese dos ácidos micólicos.  

 Os resultados obtidos até o momento mostraram que os compostos foram capazes 

de inibir com sucesso o crescimento de todos os isolados clínicos MDR, sugerindo que eles 

apresentam um MOA diferente dos compostos anti-TB usados como controles do ensaio 

(INH, ETH, RIF e MFX) e que ambos são capazes de contornar os principais MORs da 

micobactéria encontrados na população. Os compostos também foram ativos frente à cepa 

com a mutação no gene katG, indicando que eles de fato apresentam um MOA diferente da 

INH, uma vez que não dependem desta enzima para exercerem suas atividades biológicas. 

Em relação à investigação do alvo molecular, ao contrário do que se pensava, foi possível 
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estabelecer que a enzima InhA não é o alvo intracelular destes dois compostos. A ausência 

de resistência observada na cepa que expressa a enzima InhA(S94A) mutante, aliada à 

incapacidade de inibir a biossíntese dos ácidos micólicos, são fortes indícios de que o MOA 

de ambos os compostos não culmina na inibição da enzima InhA.  
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4 OBJETIVOS 

 

4.1 Objetivo Geral 

 

 Elucidar o mecanismo de resistência da bactéria Mycobacterium tuberculosis frente 

aos compostos Labio-16 e Labio-17 e determinar o alvo molecular por meio de estudos 

genéticos. 

 

4.2 Objetivos Específicos 

 

I.  Selecionar mutantes espontâneos para os compostos Labio-16/17 e determinar a 

mutação por sequenciamento genômico total e por sequenciamento direcionado de DNA. 

II.  Avaliar a atividade dos compostos frente a isolados clínicos multirresistentes e a 

cepas laboratoriais resistentes à INH. 

IV.  Testar a capacidade dos compostos em inibir a biossíntese dos ácidos micólicos pela 

técnica de radiomarcação com 14C e separação por cromatografia em camada delgada. 

V. Investigar a interação dos compostos com outros fármacos anti-TB pelo ensaio de 

checkerboard. 

VI.  Determinar a cinética de morte para ambos os compostos por meio de curvas de 

morte.  

VII. Testar a ação dos compostos em um modelo murino de infecção de TB. 
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5 METODOLOGIA 

 

5.1 Determinação da concentração inibitória mínima (MIC) frente aos isolados clínicos 

MDR e às cepas laboratoriais resistentes à INH 

 

 A determinação da MIC para os compostos Labio-16 e Labio-17 em diferentes cepas 

de M. tuberculosis foi realizada de acordo com um protocolo já publicado anteriormente 

[79]. Brevemente, ambos os compostos foram primeiramente solubilizados em DMSO puro a 

uma concentração de 1 mg/ml e diluídos em meio líquido Middlebrook 7H9 para as 

concentrações de 10 (Labio-16) e 20 µg/ml (Labio-17), mantendo a concentração de DMSO 

em 5%. Os compostos foram diluídos seriadamente em placas de poliestireno de 96 poços 

com fundo em U para atingir uma faixa de concentração entre 5-0,01 µg/ml (Labio-16) ou 

10-0,02 µg/ml (Labio-17). As suspensões micobacterianas foram descongeladas e diluídas 

em meio 7H9 para uma densidade óptica (OD600nm) teórica de 0,006 (≈1,5x106 CFU/ml), e 

100 µL dessa diluição foram adicionados em cada poço. As placas foram incubadas por sete 

dias a 37°C em estufa e, após esse período, foi adicionado 60 µL de uma solução de 

resazurina (0,01% em água ultrapura) estéril em cada poço. Os resultados do experimento 

foram analisados após 48 horas de incubação na estufa. Os valores de MIC foram obtidos a 

partir do teste de redução da resazurina, a qual é usada como um indicador de crescimento 

celular, e foram considerados como a menor concentração de composto que preveniu a 

alteração da coloração de azul (resazurina) para rosa (resorufina) pela leitura visual [80]. O 

valor reportado foi observado em dois experimentos independentes ou foi o maior valor 

observado entre três experimentos independentes. Os fármacos INH (ACROS Organics), RIF, 

EMB e MFX (Sigma-Aldrich) foram usados como controles do experimento. A ação dos dois 

compostos foi testada contra oito isolados clínicos MDR-TB (denominados CDCT-1, 2, 3, 4, 5, 

10, 16 e 27) e um pan-suscetível (CDCT-28), e também contra duas cepas laboratoriais 

resistentes à INH [pNIP::KatG(S315T) e pNIP::InhA(S94A)] [Tabela 1]. Todos os experimentos 

que envolveram a manipulação do M. tuberculosis ocorreram em uma sala de biossegurança 

nível 3 (NB3), seguindo-se todas as práticas de segurança adequadas.  
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5.2 Teste de inibição da biossíntese dos ácidos micólicos 

 

 O efeito dos compostos Labio-16/17 sobre a biossíntese dos ácidos micólicos foi 

analisado separadamente através da radiomarcação, extração e análise dos lipídios das 

células de M. tuberculosis tratadas com cada molécula, de acordo com um protocolo já 

publicado [73]. Brevemente, uma cultura de M. tuberculosis H37Rv no meio da fase 

logarítmica foi aliquotada (5 ml) e tratada por 18 h com INH (1 µg/ml ou 7 µM; controle 

positivo de tratamento), Labio-16 (10 e 25 µg/ml ou 25,5 e 63,9 µM, respectivamente) ou 

Labio-17 (10 e 25 µg/ml ou 25,7 e 64,2 µM, respectivamente). Uma alíquota da cultura não 

recebeu tratamento (controle positivo de crescimento). Após esse tratamento, uma solução 

de ácido acético 1-[14C] (0,5 µCi/ml) foi adicionada, e a cultura permaneceu incubada por 

mais 24 h. As células com os lipídios radiomarcados foram coletadas por centrifugação e os 

ácidos graxos (éster metílico de ácidos graxos - FAMEs) e os ácidos micólicos (éster metílico 

de ácidos micólicos – MAMEs) foram extraídos e separados através de cromatografia em 

camada delgada (TLC – Sigma Aldrich). Os lipídios radiomarcados foram expostos em filmes 

de raio-X por 24 h. Esse experimento foi conduzido na Catedra de Microbiología, Virología y 

Parasitología, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Rosario - Argentina, em 

colaboração com o professor Héctor R. Morbidoni.      

 

5.3 Avaliação do efeito combinado entre os compostos Labio-16/17 com outros 

fármacos anti-TB 

 

 O efeito combinado entre os compostos Labio-16/17 com outros fármacos anti-TB 

(INH, RIF, EMB e MFX) foi determinado pelo ensaio de checkerboard em um esquema de 

associação entre dois compostos, combinado com o método colorimétrico de redução da 

resazurina como um indicador de crescimento [79]. Brevemente, ambos os compostos 

foram solubilizados em DMSO nas concentrações de 1 mg/ml (INH, RIF, EMB, MFX e Labio-

16) ou de 2 mg/ml (Labio-17). Em seguida, os compostos foram diluídos em meio 7H9 líquido 

para atingir uma faixa de concentração de 10-0,039 µg/ml para a INH, o EMB e o Labio-16; 

de 0,3-0,001 µg/ml para a RIF e o MFX; e de 20-0,078 µg/ml para o Labio-17. Os fármacos 

anti-TB de referência foram diluídos horizontalmente (colunas 2 a 10) nas placas de 96 

poços, enquanto que os compostos-teste foram diluídos verticalmente (linhas B a H). O 
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inóculo da cepa de M. tuberculosis H37Rv, as condições de incubação das placas e a leitura 

dos resultados foram realizados da mesma forma como descrito para a determinação da 

MIC (acima). Os valores de FICI (do inglês fractional inhibitory concentration index) abaixo de 

0,5 indicam um efeito sinérgico entre os compostos; entre 0,5 e 4,0 indicam um efeito 

indiferente, ou seja, os compostos não influenciam um ao outro; e acima de 4,0 sugerem um 

efeito antagônico. Três experimentos independentes foram realizados.  

 

5.4 Cinética de morte do M. tuberculosis H37Rv frente aos compostos Labio-16/17  

 

 Para determinar a cinética de morte e a concentração bactericida mínima (do inglês 

minimum bactericidal concentration - MBC) frente aos compostos Labio-16/17, realizou-se 

uma curva de morte da cepa de M. tuberculosis H37Rv na presença de cada composto 

baseada em um protocolo reportado por Early e Alling [81]. Diferentes soluções de Labio-16 

e de Labio-17 foram preparadas em DMSO para obter-se uma concentração de 50 vezes as 

concentrações finais desejadas na cultura. Adicionou-se 100 µL de cada solução (ou DMSO 

puro para o controle negativo) em 5 ml de meio 7H9 (10% de OADC, 0,05% de Tween-80) 

para atingir as diferentes concentrações finais de Labio-16 (0,25; 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; e 25 

µg/ml) e Labio-17 (0,5; 1,25; 2,5; 5,0; 10; 20; e 50 µg/ml), e a concentração final de DMSO foi 

ajustada para 2,5%. Cada tratamento foi realizado em duplicata. Uma cultura de M. 

tuberculosis na fase logarítmica (OD600nm = 0,6 – 1,0) de crescimento foi diluída em meio 7H9 

para atingir uma densidade de células de 5x107 CFUs/ml e 50 µL dessa diluição foram 

adicionados em cada falcon contendo os 5 ml de meio de cultivo, juntamente com as 

diferentes concentrações dos compostos. As culturas foram incubadas a 37°C sob agitação 

(80 rpm) por 21 dias. As CFUs foram determinadas para cada tubo, nos dias 0, 3, 7, 14 e 21, 

pela semeadura de 50 µL de diluições seriadas da cultura em solução de NaCl 0,9% estéril 

em placas com ágar 7H10 (10% de OADC + 0,2% de glicerina). As placas foram incubadas a 

37°C por três semanas. Um gráfico de log CFU/ml pelo tempo foi elaborado para cada 

cultura e a MBC foi considerada como a menor concentração de composto que resultou na 

morte de 3 log10 do M. tuberculosis em até 21 dias.  
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5.5 Modelo de infecção pelo M. tuberculosis em camundongos 

 

 Os experimentos de infecção foram realizados no Laboratório de Testes Pré-clínicos, 

localizado no próprio CPBMF. Os protocolos usados nos experimentos in vivo foram 

previamente aprovados pelo Comitê de Ética para o Uso de Animais da PUCRS (Número 

7348/2016 – ANEXO H). Quinze camundongos CF1 machos (pesando de 24 a 28 gramas) 

foram anestesiados e, em seguida, infectados pela via endovenosa, de acordo com técnicas 

previamente validadas e descritas pelo nosso grupo de pesquisa [72,82]. Após a infecção, os 

camundongos foram divididos aleatoriamente em três grupos contendo cinco animais para 

cada grupo experimental. O tratamento foi iniciado sete dias após a infecção e os compostos 

foram administrados durante quatro semanas. O grupo controle positivo do tratamento 

recebeu INH 25 mg/kg. O grupo teste recebeu Labio-17 25 mg/kg (na suspensão contendo 

etanol 5% em NaCl 0,9%) pela via intraperitoneal. O terceiro grupo recebeu apenas injeção 

intraperitoneal, contendo o veículo (etanol 5% em NaCl a 0,9%), durante todo o período do 

tratamento. Os camundongos foram eutanasiados pela inalação de sevoflurano, três dias 

após a última administração dos tratamentos. Os baços e os pulmões esquerdos foram 

removidos assepticamente, e os baços tiveram seus pesos determinados. A seguir, os 

pulmões e os baços foram homogeneizados separadamente, em um homogeneizador 

contendo solução de NaCl a 0,9% estéril. O número de micro-organismos viáveis foi 

determinado após a semeadura dos homogeneizados em placas contendo ágar Middlebrook 

7H10 com 10% de OADC. As placas foram incubadas em estufa a 37°C com 5% de CO2 

durante três semanas, antes da contagem das células de M. tuberculosis. 

 

5.6 Seleção de mutantes espontâneos para os compostos Labio-16 e Labio-17 

  

 Para isolar mutantes espontâneos dos compostos Labio-16/17, o M. tuberculosis foi 

cultivado para que ≈108 CFUs (OD600nm ≈ 1,0) fossem semeadas em placas de ágar 7H10, na 

presença de diferentes concentrações de cada um dos compostos acima dos seus valores de 

MIC (2, 4, 6, 8, 10 e 20x). As placas foram seladas com parafilm e incubadas a 37°C por até 

três meses. A determinação do inóculo bacteriano foi feita através da semeadura de 

diferentes diluições seriadas em 7H10 sem antibióticos.    
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6 RESULTADOS PARCIAIS 

 

6.1 Os compostos Labio-16/17 são ativos frente a isolados clínicos MDR e a cepas 

laboratoriais resistentes à INH 

 

 Os valores de MIC para cada cepa de M. tuberculosis testada foram agrupados na 

Tabela 1. Como se pode notar, nenhum isolado clínico MDR apresentou elevação nos 

valores de MIC para os compostos Labio-16 e Labio-17, quando comparados aos valores 

determinados na cepa de referência (H37Rv), indicando que esses isolados não apresentam 

um MOR que contorne o MOA destas moléculas. Curiosamente, os isolados CDCT-2 e CDCT-

16, que possuem a mutação C(-15)T no promotor do gene inhA, foram sensíveis a ambos os 

compostos, sugerindo que o alvo molecular dessas moléculas não seja a enzima InhA. 

Corroborando esse dado, a cepa laboratorial que expressa a enzima InhA(S94A) mutante, a 

qual apresenta uma elevada resistência à INH e à ETH (MIC = 25 e >100 µg/ml, 

respectivamente), também se mostrou sensível aos compostos Labio-16/17, novamente 

sugerindo que essa enzima não seja o alvo molecular. Além disso, a cepa laboratorial que 

possui a mutação S315T na enzima KatG, que é resistente à INH (MIC > 100 µg/ml), não 

alterou os valores de MIC para ambos os compostos, o que indica que o MOA destas 

moléculas independe da ativação por essa enzima. Juntos esses resultados indicam que os 

compostos Labio-16 e Labio-17 apresentam uma atividade promissora frente a isolados 

clínicos MDR, e que provavelmente possuam um MOA diferente dos fármacos anti-TB de 

referência que foram usados nos ensaios. Além disso, a ausência de resistência pelas 

mutações C(-15)T, na região promotora, e S94A, na região codificadora do gene inhA, 

sugerem fortemente que essa enzima não é o alvo molecular desses dois compostos, como 

havia sido proposto em experimentos anteriores. 
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Tabela 1. Atividade dos compostos Labio-16 e Labio-17 contra isolados clínicos e cepas 

laboratoriais de M. tuberculosis. 

Cepasb 
Mutação 

katG  

Genótipo 
promotor 

inhA  

Mutação 
rpoB 

MIC (µg/ml)a 

INHc ETH RIF MFX 
LABIO-

16 
LABIO-

17 

H37Rv WT WT WT 0.39 3.13 <0.2 <0.2 2.5 5 

CDCT-1 S315T WT H526D 12.5 3.13 >100 <0.2 2.5 5 

CDCT-2 S315T C(-15)T H526D 100 6.25 >100 <0.2 1.25 2.5 

CDCT-3 S315T WT D516V 25 3.13 6.25 <0.2 0.63 2.5 

CDCT-4 S315T WT S531L >100 >100 >100 <0.2 2.5 5 

CDCT-5 S315T WT D516V 50 >100 >100 <0.2 1.25 1.25 

CDCT-10 S315T WT H526D 100 1.56 >100 <0.2 1.25 2.5 

CDCT-16 S315T C(-15)T D516V 100 >100 >100 <0.2 1.25 2.5 

CDCT-27 S315T WT WT 12.5 3.13 <0.2 <0.2 2.5 5 

CDCT-28 WT WT D516A 0.39 3.13 <0.2 <0.2 2.5 5 

pNIP::KatG(WT) WT WT WT <0.2 3.13 - <0.2 1.25 3.13 

pNIP::KatG(S315T) G(944)Cd WT WT >100 0.78 - <0.2 1.25 5 

pNIP::Ø WT WT WT 0.39 6.25 - <0.2 2.5 6.25 

pNIP::InhA(WT) WT WT WT 0.39 6.25 - <0.2 2.5 6.25 

pNIP::InhA(S94A) WT WT T(280)Ge 25 >100 - <0.2 2.5 6.25 
 

aOs valores de MIC reportados foram observados em dois experimentos independentes ou foram os 
maiores valores observados entre três experimentos independentes. bIdentificação do isolado clínico 
ou da cepa laboratorial. cINH, isoniazida; ETH, etionamida; RIF, rifampicina; MFX, moxifloxacino. dEsta 
mutação altera o resíduo de serina no códon 315 por uma treonina (S315T). eEsta cepa ainda 
expressa os níveis basais do gene inhA selvagem, mas carrega o gene inhA mutante [T(280)G] 
clonado no plasmídeo integrativo pNIP40/b. Essa mutação altera o resíduo de serina no códon 94 por 
uma alanina (S94A).   
 

6.2 Os compostos Labio-16/17 não agem sobre a via de biossíntese dos ácidos micólicos 

 

 O tratamento de uma cultura de M. tuberculosis com os compostos Labio-16/17, e 

posterior análise da incorporação do 14C, presente no precursor acetato, nos ácidos 

micólicos, indicou claramente que nenhuma das duas moléculas agiu sobre a biossíntese 

destes lipídios (Figura 12). Isso porque a abundância dos lipídios extraídos (FAMEs ou 

MAMEs) não foi reduzida em nenhuma das duas concentrações testadas para os dois 

compostos, diferentemente do que foi observado para o controle positivo (INH) (Figura 12). 

Sendo assim, esse resultado sugere fortemente que o alvo molecular desses dois compostos 

não é a enzima InhA, e que os seus MOAs não envolvem o bloqueio da biossíntese dos 

ácidos micólicos. 
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Figura 12. Efeito do tratamento dos compostos Labio-16/17 sobre a biossíntese dos ácidos 

micólicos em M. tuberculosis. 

 

Fonte: próprio autor. 
Legendas: (1) amostra não tratada. (2) amostra tratada com INH (1 µg/ml). (3,4) amostras tratadas 
com Labio-16 (10 e 25 µg/ml, respectivamente). (5,6) amostras tratadas com Labio-17 (10 e 25 
µg/ml, respectivamente). FAMEs: ésteres metílicos de ácidos graxos. MAMEs: ésteres metílicos de 
ácidos micólicos.  
Nota: na coluna 2 pode-se notar a ausência dos MAMEs na cultura que recebeu o tratamento com a 
INH, uma vez que esse fármaco inibe a biossíntese desses lipídeos. Esta é uma figura representativa 
de dois experimentos independentes.  

 

6.3 Os compostos Labio-16/17 não interferem na ação de outros fármacos anti-TB 

 

 Com o intuito de fazer uma primeira investigação da ação combinada dos compostos 

Labio-16/17 com outros fármacos anti-TB, um ensaio de checkerboard foi realizado em um 

esquema de associação de dois fármacos. Como se pode observar na Tabela 2, ambos os 

compostos agiram de forma indiferente na presença de cada um dos quatro fármacos anti-

TB testados (INH, RIF, ETH e MFX). Nenhum efeito sinérgico ou antagônico foi observado 

neste experimento.   
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Tabela 2. Avaliação dos compostos Labio-16/17 em combinação com outros fármacos anti-

TB pelo ensaio de checkerboard.  

 

Composto 
FICIa 

LABIO-16 
FICI 

LABIO-17 Resultadob 

Isoniazida 2 2 Indiferente 
Rifampicina 2 1 Indiferente 
Etambutol 1 2 Indiferente 

Moxifloxacino 1 2 Indiferente 
    

 

aO índice da concentração inibitória fracional (FICI) foi calculado com base nos resultados de dois 
experimentos independentes. bOs valores de FICIs igual ou abaixo de 0,5 sugerem um efeito 
sinérgico; acima de 4,0 indicam um efeito antagônico; e entre estes dois valores sugerem que ambos 
os compostos agem independentemente (indiferente).  

 

6.4 O composto Labio-17 exerce um efeito bacteriostático sobre o M. tuberculosis 

 

 Para verificar a cinética de morte de uma cultura de M. tuberculosis frente aos 

compostos Labio-16/17, uma curva de morte foi realizada separadamente para cada 

composto, testando-se diferentes concentrações em relação ao valor de MIC. A Figura 13 

apresenta um gráfico em escala logarítmica do número de células viáveis por mililitro (log 

CFUs/ml) pelo tempo (dias), que representa a cinética de morte da cultura na presença do 

composto Labio-17. De acordo com o gráfico, pode-se notar que, nas concentrações de 1, 2, 

4 e 10x o valor do MIC (5, 10, 20 e 50 µg/ml, respectivamente), o composto Labio-17 

apresentou uma atividade bacteriostática no período de 14 dias de tratamento, pois 

manteve estável o número de células viáveis na cultura (entre 5 e 6 log CFU/ml). Por outro 

lado, os tratamentos com as concentrações abaixo do MIC (0,5, 0,25 e 0,1x) e o grupo não 

tratado (NT) não foram capazes de impedir o crescimento micobacteriano e atingiram 

valores acima de 8 log CFU/ml em 14 dias. Apesar de ter sido observada uma tendência de 

redução das CFUs entre 14 e 21 dias para os tratamentos com 2, 4 e 10x o MIC, a diferença 

não foi grande o suficiente para indicar um efeito bactericida desse composto sobre a 

cultura micobacteriana (redução esperada acima de 3 log10). Os experimentos para avaliar a 

cinética de morte na presença do composto Labio-16 ainda se encontram em andamento no 

nosso laboratório e, portanto, os resultados não estarão presentes nesta tese.    



P á g i n a  | 75 

 
Figura 13. Cinética de morte de uma cultura de M. tuberculosis na presença do composto 

Labio-17. 

 

 

Fonte: próprio autor. 
Legenda: (NT) grupo não tratado. (0,1x a 10x MIC) tratamentos com diferentes concentrações do 
composto Labio-17 relativos ao seu valor de MIC (5 µg/ml). As barras de erro indicam o erro padrão 
da média de duplicatas para cada ponto. 
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Capítulo 4 
7 DISCUSSÃO GERAL  

 

8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
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7 DISCUSSÃO GERAL 

 

 A estratégia mais recente lançada pela OMS para combater o avanço da TB no 

mundo leva o nome de “End TB Strategy”, que tem como princípios reduzir em 90% o 

número de mortes pela TB e em 80% a incidência (novos casos a cada ano) da doença até 

2030, comparando-se aos valores estimados no ano de 2015 [2]. O cenário atual, porém, é 

ainda de uma doença bastante severa e prevalente na população. O combate à doença 

ocorre por diferentes abordagens, que incluem o diagnóstico precoce associado ao 

tratamento apropriado; a notificação de novos casos e do número de óbitos, para a 

identificação das regiões com alta carga de TB; a distribuição do tratamento preventivo nas 

regiões com alta taxa de incidência da doença e com um número elevado de pessoas 

convivendo com o HIV; o financiamento de novas formas de tratamento, de prevenção e de 

diagnóstico; entre outras. Em se tratando de novas formas de tratamento e prevenção, no 

presente momento, existem 17 fármacos em fase de testes clínicos e 12 candidatos a 

vacinas em testes de Fase I, II e III [2]. O desafio de erradicar a doença é imenso, mas as 

perspectivas para as próximas décadas são positivas.      

 Um dos fatores que contribuem para a prevalência da TB no mundo é o 

estabelecimento de cepas na população humana que apresentam resistência aos principais 

medicamentos usados no tratamento da doença. Isso porque essas variantes resistentes 

reduzem as chances de cura pelo paciente, aumentam o seu tempo de tratamento e 

necessitam de fármacos complementares de segunda linha para serem eliminadas. Sendo 

assim, torna-se clara a necessidade de encontrar novos compostos que possuam MOA 

distintos daqueles já disponíveis para o tratamento, com o intuito de contornar os principais 

MORs desenvolvidos pela micobactéria.  

 Seguindo esta linha de pensamento, o nosso grupo de pesquisa vem, desde o início 

dos anos 2000, trabalhando com a possibilidade de desenvolver um composto que fosse 

capaz de contornar o MOR mais prevalente nos isolados clínicos de M. tuberculosis: a 

mutação no gene katG, que causa a troca de um resíduo de serina por uma treonina no 

códon 315, e que leva à resistência ao fármaco INH. Considerando que a INH requer uma 

etapa de oxidação pela enzima KatG para tornar-se ativa dentro da micobactéria, os 

pesquisadores sintetizaram um complexo metálico análogo à INH, que possuía na sua 

estrutura um radical pentacianoferrato(II), denominado IQG-607. A hipótese inicial era de 



P á g i n a  | 78 

 
que a presença deste grupamento metálico mimetizaria o processo oxidativo conduzido pela 

enzima KatG, ao permitir uma transferência intramolecular de elétrons que levaria à 

oxidação da porção INH da molécula. Curiosamente, os estudos de inibição in vitro, usando a 

enzima InhA purificada, mostraram que o composto, na realidade, era capaz de interagir 

diretamente com o sítio ativo da enzima, sem precisar ser ativado pela KatG ou formar um 

aduto com a molécula de NADH [65]. Esse resultado, porém, não provou a hipótese de 

autoativação do composto, visto que a inibição ocorreu na ausência de oxidantes biológicos, 

como o H2O2 e o ânion O₂-, que seriam essenciais para o processo de transferência 

intramolecular de elétrons. De qualquer maneira, o grupo havia identificado um composto 

capaz de inibir diretamente a atividade da enzima InhA, um feito notável que justificava a 

continuidade dos estudos com o IQG-607. Porém, nenhum dos estudos seguintes se propôs 

a avaliar a atividade do IQG-607 frente a cepas de M. tuberculosis que carregassem o gene 

katG mutado, de forma que fosse possível consolidar o composto como uma alternativa da 

INH nos casos de resistência. Sendo assim, pensamos que era essencial preencher esta 

lacuna propondo um estudo que testasse justamente a atividade do IQG-607 contra cepas 

resistentes à INH. Esse trabalho foi apresentado no Capítulo 2 desta tese.  

 Em nosso primeiro objetivo, testamos o composto contra diferentes isolados clínicos 

que carregavam a mutação S315T no gene katG. Para a nossa surpresa, esses isolados 

mostraram-se resistentes ao nosso composto, o que indicaria uma necessidade da etapa de 

ativação realizada pela enzima KatG e que o composto se comportava como um pró-

fármaco, assim como a INH. No entanto, para que pudéssemos provar que a KatG era 

indispensável para a atividade do IQG-607, nós realizamos um experimento capaz de 

distinguir entre compostos que precisassem ser ativados por alguma enzima intracelular 

(pró-fármacos) daqueles que agissem diretamente sobre seus alvos. A seleção de mutantes 

espontâneos, usando o IQG-607 como uma pressão seletiva, indicou claramente que o 

composto comportava-se como um pró-fármaco, uma vez que todas as colônias que 

apresentaram resistência carregavam mutações no gene da proteína ativadora KatG.  

 Apesar de que as evidências tivessem apontado para a necessidade da ativação pela 

KatG, nós ainda optamos por avaliar o efeito da mutação S315T nessa enzima sobre a 

atividade do IQG-607 dentro da célula. Para isso, desenvolvemos uma cepa de M. 

tuberculosis, na qual o gene katG selvagem foi deletado, e uma cópia do gene mutante foi 

fornecida à bactéria. De fato, os ensaios de determinação da MIC com essa cepa provaram 
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que essa mutação em específico era suficiente para causar resistência ao IQG-607, da 

mesma forma que é observado para o fármaco INH. Porém, de acordo com a hipótese de 

autoativação, para que o complexo metálico pudesse ativar a porção INH da molécula, seria 

necessária a presença de oxidantes biológicos que se encontram dentro da célula do 

hospedeiro [70]. Sendo assim, nós infectamos macrófagos murinos com a cepa mutante 

para o gene katG, e verificamos que o tratamento com o IQG-607 não foi capaz de reduzir a 

carga micobacteriana intracelular. Juntos, esses resultados provaram a necessidade da 

enzima KatG para que o composto IQG-607 exercesse a sua atividade biológica dentro da 

célula e, infelizmente, comprometeram o seu uso como uma alternativa ao fármaco INH nos 

casos de resistência.                       

 Por fim, nós também havíamos estabelecido como objetivo provar o alvo molecular 

do IQG-607 como sendo a enzima InhA de M. tuberculosis. Para isso, nós utilizamos uma 

abordagem semelhante àquela que foi usada para provar o alvo do fármaco INH [38]: 

expressar uma variante mutada da enzima InhA(S94A), conhecida por reduzir a ligação do 

aduto ao sítio ativo da enzima. Assim como observado para a INH, a expressão dessa 

variante tornou a cepa resistente ao IQG-607. Esse resultado comprovou o alvo molecular do 

composto, porém, novamente contestou os ensaios de inibição in vitro que haviam 

mostrado a interação direta do IQG-607 com essa mesma enzima mutante. Os próximos 

passos em relação a esse trabalho consistem na identificação do aduto hipotético, que seria 

formado pelo IQG-607 com o NADH após a etapa de ativação pela KatG, e provar que o 

composto é de fato um substrato para essa enzima.  

 Esse estudo, entretanto, não encerrou a possibilidade de que o composto venha a se 

tornar um fármaco anti-TB. Isso porque o IQG-607 mostrou causar uma menor toxicidade, 

em relação à INH, nos camundongos em dois estudos preliminares, mesmo quando 

administrado em doses elevadas [72,74]. Em um experimento para avaliar a toxicidade oral 

aguda nos murinos, por exemplo, foi verificado que, nas doses de 250 e 500 mg/kg de 

animal, o IQG-607 não causou mortalidade entre os animais ou qualquer sinal severo de 

toxicidade ao longo de 15 dias, enquanto que o fármaco-controle (INH), na dose de 250 

mg/kg, levou 80% dos animais a óbito [74]. Desta forma, até o momento, o composto 

mostrou ter um perfil toxicológico mais favorável do que o observado para a INH. Porém, 

ainda será necessário realizar um estudo comparativo entre os dois compostos para 

confirmar esse dado.  
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 Por outro lado, no Capítulo 3, nós apresentamos dois novos compostos, 

denominados Labio-16 e Labio-17, que se mostraram ativos contra isolados clínicos MDR e 

cepas laboratoriais resistentes à INH. As abordagens para compreender o MOR do M. 

tuberculosis frente a esses compostos e para elucidar o alvo molecular foram bastante 

semelhantes àquelas usadas para estudar o composto IQG-607. Curiosamente, os resultados 

em relação ao alvo molecular indicaram que nenhum dos dois compostos parece agir sobre 

a enzima InhA, embora ambos tivessem sido previamente selecionados in silico para 

interagir com o sítio ativo desta enzima. A cepa que expressava a versão mutante da 

InhA(S94A) mostrou-se sensível aos compostos Labio-16/17, diferentemente do que ocorreu 

com o composto IQG-607. Este resultado indica fortemente que essa enzima, portanto, não 

é o alvo molecular destes compostos. Entretanto, ainda seria possível argumentar que o 

resíduo de serina no códon 94, de certa forma, não seria essencial para a interação e 

estabilização do composto com o sítio ativo da enzima; sendo assim, os compostos ainda 

seriam capazes de inibir a atividade da InhA mesmo com a substituição pelo resíduo de 

alanina. Para corroborar esse resultado, nós testamos a capacidade dessas moléculas em 

inibir a síntese dos ácidos micólicos em M. tuberculosis. De fato, nenhum dos dois 

compostos impediu a síntese desses lipídios, novamente indicando que o alvo molecular não 

é a enzima InhA, ou qualquer uma das enzimas envolvidas na biossíntese dos ácidos 

micólicos. Esta discrepância observada entre os resultados in silico e in vitro, entretanto, 

ainda precisa ser mais bem avaliada. 

 Com o intuito de determinar o alvo molecular desses compostos, nós realizamos um 

experimento de seleção de mutantes espontâneos da mesma maneira que foi conduzido 

para o composto IQG-607. Entretanto, até o momento não foi possível isolar colônias 

resistentes a nenhum dos dois compostos, mesmo inoculando-se quantidades bastante 

elevadas de células em cada placa (≈108 CFUs / placa). Esta dificuldade em isolar mutantes 

espontâneos, porém, já foi relatada na literatura científica para outros compostos [26]. Duas 

hipóteses foram levantadas para tentar compreender a ausência desses mutantes. A 

primeira é a de que a frequência de mutação no gene-alvo de cada um desses compostos é 

extremamente baixa e, portanto, seria necessário inocular uma cultura com densidades 

superiores às testadas para isolar os mutantes. A segunda é a de que múltiplos genes 

estariam envolvidos na resistência a esses compostos, e assim, a frequência de mutantes 

seria ainda mais baixa [83]. Para tentar contornar este problema, nos próximos 
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experimentos nós adicionaremos um composto mutagênico, chamado de metanosulfonato 

de etila (EMS) [84], que é capaz de aumentar a taxa de mutação no DNA, isso antes de 

submeter as micobactérias à seleção com os compostos Labio-16/17. 

 Em relação à cinética de morte, foi possível estabelecer que o Labio-17 apresenta um 

perfil bacteriostático, uma vez que manteve a densidade da cultura estável ao longo de 14 

dias. Esse resultado também é bastante curioso, visto que um experimento anterior, que 

avaliou a atividade intracelular em macrófagos murinos infectados pelo M. tuberculosis, 

havia sugerido um perfil bactericida [67].  Esta discrepância entre esses resultados ainda não 

está esclarecida. Contudo, pensamos que os resultados provenientes do experimento de 

infecção em camundongos, que no momento encontram-se na etapa de crescimento das 

CFUs, resolverá esta divergência. Os experimentos para o composto Labio-16 estão em 

andamento. A investigação da cinética de morte encontra-se na etapa de crescimento das 

CFUs, desta forma os resultados ainda não estão disponíveis para divulgação. Os testes in 

vivo, porém, ainda não foram iniciados devido à carência do composto Labio-16 nas 

empresas fornecedoras. Nossa expectativa é de que ambos os compostos possam ser 

futuramente sintetizados no laboratório de síntese química do Centro de Pesquisas em 

Biologia Molecular e Funcional da PUCRS (CPBMF).     

 A análise da combinação dos compostos Labio-16/17 com outros fármacos anti-TB 

(INH, RIF, EMB e MFX) mostrou que nenhum dos dois compostos interfere na ação dos 

demais, o que é considerado positivo, visto que a terapia anti-TB é feita de forma combinada 

entre diferentes fármacos. Esse experimento, entretanto, é preliminar e requer precaução 

na conclusão a partir dos seus resultados [85]. Caso esses compostos apresentem um 

resultado satisfatório nos testes in vivo em camundongos, pensamos que seria interessante 

avaliar as suas atividades de forma combinada com outros fármacos anti-TB.  
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8 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

  

 Além de terem permitido compreender, ainda que parcialmente, os MOAs e MORs 

de três diferentes compostos com atividade anti-TB, pensamos que, em primeiro lugar, os 

experimentos e resultados apresentados nesta tese contribuíram para o amadurecimento do 

nosso grupo de pesquisa. Os resultados relacionados ao composto IQG-607 nos mostraram a 

importância de vencer uma etapa da pesquisa de cada vez, de forma que o resultado de um 

experimento levante uma nova hipótese, que por sua vez conduzirá a um novo experimento, 

e assim por diante. Ainda que a pesquisa sobre o IQG-607 tenha seguido, de certa forma, 

este modelo, algumas lacunas ainda haviam ficado em aberto, e levou-se um tempo 

considerável até que elas fossem preenchidas pelos dados desta tese. Além disso, este 

trabalho possibilitou “sentir na pele” a dificuldade de se desenvolver uma nova molécula 

para o uso farmacêutico. Sabe-se que diferentes barreiras devem ser vencidas ao longo do 

desenvolvimento de um candidato a fármaco anti-TB, e que não há qualquer garantia de que 

o novo candidato vença todas elas antes de chegar ao paciente. Além disso, as discrepâncias 

entre dados obtidos a partir de uma plataforma eletrônica, do ambiente simplificado de uma 

cubeta de quartzo ou do complexo sistema biológico que é uma célula viva, nos mostraram 

que ainda é bastante desafiador traduzir e extrapolar os resultados entre esses sistemas, em 

se tratando de desenvolvimento de fármacos anti-TB. Apesar de um dos caminhos da 

pesquisa do IQG-607, relacionado ao seu potencial uso contra cepas resistentes, ter 

encontrado um obstáculo de difícil transposição, outros caminhos ainda devem ser 

percorridos para investigar o seu potencial como uma alternativa terapêutica menos tóxica. 

Este trabalho também permitiu visualizar outro lado deste campo da ciência, aquele em que 

a descoberta de novas e promissoras moléculas incentiva e instiga o pesquisador a continuar 

e a persistir na pesquisa científica. Os compostos Labio-16 e Labio-17, assim como outros 

candidatos em análise no nosso laboratório, apontam para um futuro de bastante pesquisa e 

estudo nos anos seguintes, sempre se levando em consideração a intricada missão de se 

encontrar novos medicamentos para tratar, e quem sabe erradicar, a TB.   
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