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TUBERCULOSE E EPIDEMIOLOGIA

A tuberculose (TB) ¢ a principal causa de mortalida-
de por uma tinica doenca infecciosa e ¢ responsavel pela
morte de mais de 2 milhdes de pessoas em todo o mundo
anualmente (WHO, 2007). A TB ¢ considerada problema

Associada a disseminag¢do da infec¢do causada pelo HIV, a
tuberculose (TB) é considerada, atualmente, problema mundial
de saude publica devido as proporg¢oes que vem assumindo. A
resisténcia micobacteriana aos farmacos utilizados na terapéutica
é a principal causa da reincidéncia da TB. Diante deste quadro
alarmante, o desenvolvimento de novos e seletivos farmacos anti-
TB se faz urgente e necessario. A biossintese de dacidos graxos é
um processo bioquimico realizado por procariotos e eucariotos, o
qual fornece precursores essenciais a montagem de componentes
celulares importantes, tais como fosfolipideos, lipoproteinas,
lipopolissacarideos, dacidos micolicos e envelope celular. As
diferenc¢as bioquimicas e funcionais entre o mecanismo
biossintético de dacidos graxos em bactérias e mamiferos tornam-
no alvo relevante ao planejamento de novos antibacterianos, mais
seletivos e menos toxicos. As enoil-ACP redutases sdo enzimas
cruciais a etapa de alongamento de acidos graxos, considerados
produtos intermedidrios na biossintese de dcidos micolicos — os
principais componentes da parede celular micobacteriana.
Portanto, tais enzimas sdo tidas como alvos moleculares no
planejamento racional de novos tuberculostaticos. Avangos
recentes no processo de descoberta de novos agentes anti-TB,
particularmente os inibidores da enoil-ACP redutase, serdo
discutidos nesta revisdo.

Unitermos

e Tuberculose

e Acidos graxos/biossintese

o Acidos micélicos

e Resisténcia micobacteriana

e Farmacos/ planejamento
com base na estrutura

® Enoil-ACP redutase/
inibidores

global de satde publica e os principais fatores que impli-

caram esta situacdo sdo: (i) falta de adesdo dos pacientes

aos esquemas terapéuticos disponiveis, com duracao de seis
a nove meses; (ii) o aparecimento de cepas de TB multi-
resistentes (MDR-TB — “multidrug-resistant”) (WHO,
2007; Singh, 2004; Gandy, Zumla, 2002), que sao defini-
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das pela resisténcia aos firmacos isoniazida e rifampicina,
e (iii) a co-infecg@o com o virus HIV, em que a TB ¢ a prin-
cipal causa de morte entre os pacientes HIV-positivos
(Espinal, 2003; Zhang, Post-Martens, Denkin, 2006).

Embora a vacina disponivel paraa TB, a BCG (Bacilo
de Calmette-Guérin), previna o desenvolvimento de TB fa-
tal em criangas e jovens, sua eficacia de prote¢cdo contra TB
pulmonar em adultos ¢ questionavel. Nenhuma outra vaci-
na eficaz para reduzir a incidéncia de TB em adultos encon-
tra-se, atualmente, disponivel (Nayyar, Jain, 2005). Portan-
to, a principal estratégia para o controle da disseminacédo da
TB ¢ a quimioterapia (Corbett et al., 2003; Zhang, 2005;
Janin, 2007). Sendo assim, novos agentes anti-TB sdo urgen-
temente necessarios para diminuir a incidéncia global da TB.
A elucidagao dos mecanismos de resisténcia do microrganis-
mo aos farmacos disponiveis pode representar avango signi-
ficativo no desenvolvimento de novos agentes anti-TB capa-
zes de agir contra cepas MDR-TB (Oliveira et al., 2006;
Oliveira et al., 2007).

As infecgdes causadas pela micobactéria sao, em ge-
ral, dificeis de tratar devido a sua resisténcia natural a mai-
oria dos antibioticos e agentes quimioterapicos (Dolin et al.,
1994; Jarlier, Nikaido, 1994). Tal resisténcia € provocada em
grande parte pela constitui¢do da parede celular
micobacteriana, que funciona como uma barreira fisica a
muitos farmacos. A parede celular é formada por componen-
tes altamente lipofilicos e os principais sdo: (1) acidos graxos
de cadeia longa, denominados acidos micélicos, e (2)
polissacarideos singulares, denominados arabinogalactanos
(Brenan, Nikaido, 1995; Barry, Mdluli, 1996).

BIOSSINTESE DE ACIDOS GRAXOS

Abiossintese bacteriana de acidos graxos tem desper-
tado atengdo especial como alvo atraente no desenvolvi-
mento de novos agentes antibacterianos (Heath, White,
Rock, 2001, 2002; Payne et al., 2002). Tal processo ¢ es-
sencial para todos os seres vivos, ja que fornece precurso-
res a componentes celulares importantes, incluindo
fosfolipideos, lipoproteinas, lipopolissacarideos, acidos
micolicos e o envelope celular da micobactéria (Heath,
White, Rock, 2001, 2002)

A disponibilidade em bancos de dados de estruturas
tridimensionais, obtidas por cristalografia de raios-X, da
maioria das enzimas envolvidas no processo bioquimico
bacteriano/micobacteriano tem contribuido significativa-
mente a elucidagio tanto do mecanismo catalitico como das
caracteristicas estruturais relevantes envolvidas neste pro-
cesso. Além disso, a disponibilidade de inibidores co-cris-
talizados com tais enzimas permite a melhor compreensao
das interagdes enzima-inibidor, favorecendo sua
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otimizagdo e/ou o planejamento de melhores inibidores
(Marrachi, Zhang, Rock, 2002).

O mecanismo biossintético dos acidos graxos, deno-
minado sistema FAS (“Fatty Acid Synthase”), envolve ci-
clos repetitivos de condensacao, ceto-redugao, desidratagdo
e enoil-reducdo. A maioria dos eucariotos, exceto as plan-
tas, sintetiza os acidos graxos pelo sistema FAS tipo I, no
qual a atividade enzimatica reside em uma tnica cadeia
polipeptidica de uma enzima multifuncional. As bactérias,
as plantas e o Plasmodium falciparum contém um sistema
FAS tipo II, no qual cada reagdo ¢ catalisada por uma
enzima diferente. Em ambos os casos, o substrato € conti-
nuamente ativado via ligagao tioéster ao grupo prostético
do cofator requerido, coenzima A, CoA, ou proteina acil-
carregadora, ACP (Heath, White, Rock, 2001, 2002;
Marrachi, Zhang, Rock, 2002).

Ja as micobactérias possuem ambos os sistemas FAS
I e I1. Neste caso, o sistema FAS II utiliza os produtos do
sistema FAS I como base para o alongamento mais unifor-
me da cadeia de acido graxo (Brenan, Nikaido, 1995; Barry
etal., 1998). Os produtos de cadeia mais longa sdo os pre-
cursores dos acidos micolicos, principais componentes da
parede celular micobacteriana (Barry et al., 1998).

Como ja mencionado anteriormente, tais diferengas bi-
oquimicas e funcionais fazem com que as enzimas envolvidas
na biossintese micobacteriana de lipideos sejam alvos promis-
sores para o planejamento de novos agentes antimicobacterianos
mais potentes e seletivos (Levy et al., 2001).

Alguns inibidores conhecidos, naturais e sintéticos,
tém sido descritos como antibacterianos/
antimicobacterianos em razao de inibir a biossintese de
acidos graxos (Figura 1).
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FIGURA 1 - Inibidores da biossintese de acidos graxos
bacteriana.

Sistema FAS I
A viatipo Il de biossintese de acidos graxos tem sido

extensivamente estudada na Escherichia coli, devido ao
seu maior seqiienciamento gendmico e, também, em razao
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de as enzimas relacionadas nesta via serem altamente con-
servadas entre as espécies (Payne et al., 2002; Heath,
White, Rock, 2001).

A primeira enzima envolvida no sistema FAS I1 ¢ a
acetil-CoA carboxilase, enzima multi-subunidades
(AccABCD) (Figura 2). O produto da sua reagdo ¢ a
malonil-CoA. O grupo malonato ¢ transferido a ACP pela
malonil-CoA-ACP transacilase (FabD) para formar
malonil-ACP. A biossintese de acidos graxos propriamen-
te dita é iniciada pela condensagao de malonil-ACP e acetil-
CoA, catalisada pela -cetoacil-ACP sintase I1I (FabH),
resultando em B-cetobutiril-ACP e CO,. Logo ap6s, ocor-
re série ciclica de etapas, que sdo repetidas até que deter-
minado acido graxo saturado de comprimento apropriado
seja produzido. A primeira etapa de tal ciclo, catalisada
pela B-cetoacil-ACP redutase (FabG), ¢ a reducio
NADPH-dependente do grupo cetona por um grupo
hidroxila. Em seguida, molécula de dgua é removida pela
B-hidroxiacil-ACP desidratase (FabA ou FabZ), formando
trans-2-enoil-ACP. A etapa final ¢ a redu¢do da dupla liga-
¢do do intermediario enoil pela NADH-dependente trans-
2-enoil-ACP redutase (Fabl, FabK ou FabL) para formar
acil-ACP. Ciclos subseqiientes sdo iniciados pela
condensacdo do malonil-ACP com o acil-ACP, catalisada
pela B-cetoacil-ACP sintase ou sintetase (FabB ou FabF)

169

redugdo estereoespecifica, NADH-dependente, de acidos
graxos o,[3-insaturados ligados a proteina acil-carregadora
(Pasqualoto, 2003; Barry et al., 1998).

A maioria das bactérias possui o gene fabl, facilmen-
te identificado em seus cromossomos, e expressa proteinas
que sdo em torno de 40% idénticas no sitio ativo, conten-
do os residuos cataliticos conservados Tyr156 e Lys163
(Tabela I) (Heath, White, Rock, 2002).

A enzima homologa da Fabl na micobactéria ¢ deno-
minada InhA. Tais enzimas sdo essencialmente idénticas
considerando sua estrutura terciaria, exceto pela presenca
de uma longa alga de interagdo com o substrato, encontrada
na InhA, que pode acarretar diferencas de especificidade ao
substrato (Heath, White, Rock, 2002).

O conhecimento das caracteristicas bioquimicas e
estruturais das enzimas ENR supre informag¢des importan-
tes de como as mutagdes interferem nas interagdes
farmaco-receptor e permite o planejamento de novos agen-
tes terapéuticos eficientes contra as cepas sensiveis e MDR
(Pasqualoto, 2003).

TABELA | - Expressao das isoformas de ENR em diferentes
microrganismos

Microrganismo Expressao das isoformas de ENR

(Heath, White, Rock, 2001, 2002; Barry et al., 1998). Fabl FabK  FabL

. Escherichia coli Sim Nao Nao

Enoil-ACP reductase (ENR) Streptococcus pneumoniae  Nio Sim Nio

Bacillus subtilis Sim Nao Sim

A enzima enoil-ACP redutase (ENR) merece desta-  Pseudomonas aeruginosa Sim  Prevista  Nao

que, pois catalisa a reagdo principal do processo  Staphylococcus aureus Sim Nao Nao

bioquimico de biossintese de acidos graxos e regulao ciclo ~ Mycobacterium tuberculosis S%m Prevista ~ Néo

de alongamento de 4cidos graxos. A reagdo consiste na  Plasmodium falciparum Sim Nao Nao

OH 0
0 I n s -AC
Acetil—CoA)J\ B-Hidroxiacil-ACP FabA
oA FabG FabZ
AccABCD
s ACP
Malonil- CoA S-CoA FabH M trans-2-Enoil-ACP
S-ACP Fabl
B-Cetoacil-A CP
FabK
FabD FabB Ff’J
o o FabF

Malonil-ACP M
O S-ACP

S -ACP
Acil-ACP

N

Fosfolipideos de membrana

FIGURA 2 - Sistema FAS II de biossintese de acidos graxos.
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INIBIDORES DE ENR

Trés classes de inibidores de ENR complexados com
seus respectivos alvos enzimaticos foram caracterizados:
isoniazida, que inibe a InhA, ENR do M. tuberculosis
(Rozwarski et al., 1998), diazoborinas (Baldock et al.,
1998) e triclosana (Stewart et al., 1999), compostos que
inibem a Fabl, ENR da E. coli (Figura 3).
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FIGURA 3 - Estruturas quimicas de alguns inibidores de
ENR.

Isoniazida (INH)

A atividade antimicobacteriana da isoniazida foi des-
coberta em 1952 e ainda hoje a INH ¢ considerada como
farmaco-base da quimioterapia anti-TB, tanto para infec-
¢oes ativas quanto para aquelas latentes. Isso ¢ devido a
excelente atividade, ao baixo custo e a relativamente bai-
xa toxicidade deste farmaco (Vilcheze et al., 2006). Logo
apos a introdugdo da INH na terapéutica foram isoladas
cepas resistentes (Middlebrook, Cohn, 1953). Desde a sua
introducdo na terapéutica, centenas de derivados tém sido
sintetizados e testados. Todavia, praticamente nenhum
deles apresentou atividade antimicobacteriana superior a
do farmaco (Scior, Garcés-Eisele, 20006).

Apesar da estrutura quimica simples, o0 mecanismo
de acdo da INH contra o M. tuberculosis ¢ complexo. A
utilizacdo de ferramentas genéticas se fez necessaria ao
estudo completo de possiveis mecanismos de agao da INH
(Vilchéze, Jacobs, 2007).Varios estudos bioquimicos e
genéticos tém confirmado o alvo primario da INH como
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sendo a proteina codificada pelo gene inha (Banerjee et al.,
1994; Quémard et al., 1995; Vilchéze et al., 2000; Larsen
et al.,2002; Kremer et al., 2003). Recentemente, a trans-
feréncia de um ponto de mutacdo no gene inka do M.
tuberculosis confirmou o alvo de agdo da INH (Vilchéze et
al., 2006).

A INH ¢ um pré-farmaco (bioprecursor), que ¢ ativa-
do in vivo pela enzima KatG, uma catalase-peroxidase
micobacteriana (Zhang et al., 1992; Rozwaski et al.,
1999), para gerar a forma ativa (anion ou radical), que se
liga covalentemente ao atomo de carbono na posi¢ao 4 do
anel nicotinamida do cofator (NAD, nicotinamida adenina
dinucleotideo), formando um aduto no sitio ativo da enzima
InhA, inativando-a (Figura 4). Em conseqiiéncia, ha a in-
terrupcao da biossintese dos acidos micdlicos, principais
constituintes da parede celular micobacteriana (Rozwaski
etal., 1998).

Na estrutura do complexo InhA-NAD-INH, obtido
por cristalografia de raios-X (c6digo de entrada do PDB
1zid) (Rozwaski et al., 1998), a orientagao do grupo
isonicotinico-acil em relagao ao cofator NAD ¢ de tal for-
ma que o oxigénio da carbonila fica posicionado entre dois
doadores de ligagao hidrogénio, o nitrogénio da amida do
anel nicotinamida e o oxigénio da 2’-hidroxila do anel da
ribose. Em adi¢do, o atomo de nitrogénio do grupo
isonicotinico-acil participa de ligagao hidrogénio com uma
molécula de 4gua presente no sitio ativo, que interage com
a cadeia lateral do residuo Met155. O anel piridina do gru-
po isonicotinico-acil esta circundado por residuos
hidrofobicos, que incluem os aminoacidos Phel49,
Gly192, Pro193, Leu218, Tyr158 e Trp222. Em adi¢@o, a
cadeia lateral do residuo Phe149 participa de interagdo de
transferéncia de carga do tipo m-stacking com o anel aro-
matico do inibidor (Figura 5). (Rozwaski et al., 1998).

As mutagdes enzimaticas proximas ao sitio ativo,
resultantes da substitui¢do de um tinico aminoacido, como
por exemplo, serina por alanina na posigdo 94 [Ser94Ala]
(Dessen et al., 1995; Quémard et al., 1995; Baldock et al.,
1996; Rozwarski, et al., 1998) sdo suficientes para conferir
resisténcia a INH. Adicionalmente, mutagodes resultantes da
substitui¢do dos residuos Ser94, ja mencionados, [le194,
Ile21, I1e95 e Val78 também conferem resisténcia a INH
(Banerjee et al., 1998; Morlock et al., 2003; Kruh et al.,
2007; Dias et al., 2007).

Cabe ressaltar que apesar das mutagdes no gene inha
serem conhecidas por facilitar a resisténcia a INH, a InhA
permanece sendo um bom alvo para o planejamento de
farmacos potencialmente tuberculostaticos. As razdes para
tal afirmativa sdo as seguintes: (i) a maioria das mutagdes
encontradas em isolados clinicos resistentes a INH sao asso-
ciadas a enzima ativadora da INH, a KatG; (ii) somente uma
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FIGURA 4 - Principal mecanismo de agdo da INH. O farmaco INH ¢ ativado pela KatG para formar o aduto INH-NAD.
O aduto inibe a InhA e, assim, a biossintese de acidos graxos (FAS II), que sintetiza os acidos micolicos (representagao
de trés classes de acidos micolicos: o-micolatos, metdxi-micolatos e ceto-micolatos), € interrompida provocando a morte

celular. (Vilchéze, Jacobs, 2007).

enoil-acp redutase ¢ encontrada no M. tuberculosis; (iii) a
InhA é uma enzima especifica da micobactéria, ndo interfe-
rindo no sistema FAS I humano (Rozwarski et al., 1999).

Considerando que o mecanismo predominante de
resisténcia a INH deve-se a mutagdes na KatG (Heym et
al., 1994; Musser et al., 1996; Ramaswam et al.; 2003,
agentes que inibem a InhA, mas que nao requerem ativagao
pela KatG, sao promissores como novos protdtipos de ati-
vidade contra cepas MDR de M. tuberculosis (Rawat,
Whitty, Tonge, 2003; Sullivan et al., 2006).

Portanto, o aduto isonicotinico-acil:NAD pode ser
utilizado como protdtipo ao planejamento de agentes
tuberculostaticos que inibem a InhA, sem necessitar de
ativacdo pela KatG (Pasqualoto, Ferreira, 2001).

Diazoborinas (DZB)

Diazoborinas representam uma familia experimental
de compostos antibacterianos, que possuem um anel

heterociclico 1,2-diazino contendo boro como elemento
estrutural importante (Figura 3). O principal problema
desta classe de compostos ¢ o seu inerente potencial toxi-
co, o qual ¢ provavelmente devido a por¢ao amida acida
arenobordnica da molécula (Grassberger et al., 1984;
Baldock et al., 1998).

Grassberger e colaboradores (1984) foram os primei-
ros a descrever a sintese de DZB e avaliaram sua ativida-
de bioldgica in vitro e in vivo. A partir de tal estudo, discu-
tiram-se algumas relagdes entre estrutura quimica e ativi-
dade biologica.

As DZB apresentaram atividade in vitro contra va-
rias espécies de bactérias Gram-negativas e contra o M.
tuberculosis. Em geral, as tiofeno-diazoborinas foram os
inibidores mais potentes, seguidos pelas benzo-
diazoborinas e furano-diazoborinas, enquanto que as
pirrol-diazoborinas foram totalmente inativas. Derivados
sem o atomo de boro possuem pouca ou nenhuma ativida-
de (Baldock et al., 1998).
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FIGURA 5 - Representacao do aduto INH-NAD no sitio
ativo da InhA (1zid) (programa PyMOL viewer). O aduto
INH-NAD esta apresentado em modelo palito. Os atomos
de hidrogénio ndo estdo representados. Os atomos de
carbono estdo em branco, nitrogénios em azul, oxigénios em
vermelho e fosforo em laranja. Os residuos de aminoacido
do sitio ativo estdao destacados: Phe149, Gly192, Pro193,
Leu218, Tyr158, Trp222, Metl55, [le194, Ser94, Ala22,
Gly14, Ser20, Thr17, Leul97, Ile21, 11e25, Thr196 ¢
Lys165. As moléculas de agua que participam de interagdes
importantes estdo enumeradas em vermelho. As interagdes
do tipo ligacao hidrogénio estao tracejadas em verde.

A necessidade da presenga do boro a atividade biolo-
gica se esclarece através da analise da estrutura
cristalografica do complexo FabI-NAD-tiofenodiazoborina
e Fabl-NAD-benzodiazoborina (c6digos de entrada do
PDB Idfh e 1dfh, respectivamente). O boro forma ligagao
covalente com a 2’-hidroxila da ribose proxima ao anel
nicotinamida do cofator NAD no sitio ativo da enzima,
sendo, portanto, essencial a atividade antibacteriana (Levy
et al., 2001; Baldock et al., 1998).

Triclosana (TCL)

A triclosana ¢ um bisfenol clorado (Figura 3), origi-
nalmente patenteada como herbicida, mas logo descobriu-
se seu amplo espectro antibacteriano (Heath et al., 1998).
O grupo hidroxila ¢ essencial a atividade biologica e a troca
da ponte de O por S diminui drasticamente a atividade
(Heath et al., 1998). Devido ao seu perfil de seguranga
favoravel, a TCL ¢ amplamente utilizada como conservante
em produtos de higiene pessoal, como sabonetes e pastas de
dentes (Bhargava, Leonard, 1996).

A primeira indica¢do de que a TCL inibia a
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biossintese de acidos graxos foi descrita por McMurry e
colaboradores (1998). Estes pesquisadores isolaram cepas
de E.coliresistentes a TCL e verificaram que a resisténcia
residia no gene fabl. Evidéncias diretas da Fabl como alvo
bioquimico da TCL foram obtidas do isolamento de
mutantes naturais resistentes e da demonstracdo de resis-
téncia da proteina mutante purificada a TCL, em contras-
te ao observado com a enzima selvagem, que era sensivel
ao farmaco (Bhargava, Leonard, 1996).

Estudos mais recentes constataram, definitivamen-
te, que tal etapa da biossintese de acidos graxos € o tnico
alvo da TCL (Heath, Rock, 2000; Heath et al., 2000).

Ao contrario das DZB e da INH, a TCL nao se liga
de forma covalente ao cofator NAD no sitio ativo da ENR,
Fabl. Na estrutura do complexo FabI-NAD-TCL, obtida
por cristalografia de raios-X (c6digo de entrada do PDB
1d8a), observa-se que o anel hidroxi-cloro-fenil da TCL ¢
coplanar ao anel nicotinamida do NAD, facilitando
interagdes de transferéncia de carga do tipo T stacking e,
também, interacdes com as cadeias laterais dos residuos
Tyr156 e Tyr146, do sitio ativo. O grupo 2’-hidroxila da
primeira ribose do NAD e a hidroxila do residuo Tyr156
participam de ligacao hidrogénio com a hidroxila da TCL.
O cloro, na posi¢ao 4 do anel fenila da TCL, é aceptor de
ligacdo hidrogénio da amida do residuo Ala95 e participa
de interagdes hidrofobicas com a cadeia lateral do residuo
de aminoacido Met159 (Heath, White, Rock, 2001).

A TCL também inibe a InhA, de maneira similar a
Fabl (Parikh, Xiao, Tonge, 2000). Ensaios com cepas re-
sistentes a INH mostraram que existe resisténcia cruzada
com a TCL (Mcmurry, Oethinger, Levy, 1998).

PLANEJAMENTO DE NOVOS INIBIDORES DE
ENR

Os inibidores de ENR — isoniazida, triclosana e
diazoborinas — apresentam mecanismo de agdo similar.
Cadaum se liga ao sitio ativo da ENR e forma um comple-
xo estavel com o cofator NAD. Enquanto a TCL e as DZB
interagem com o grupo 2’-hidroxila da ribose do cofator,
a INH forma um complexo covalente com o anel
nicotinamida. Além disso, a INH ocupa posicao diferente
no sitio ativo, quando comparada aos outros inibidores
descritos. Tal diferenga pode ser explorada no planejamen-
to de novos inibidores que ocupem ambas as regides no sitio
ativo da enzima (Heath, White, Rock, 2001).

Em adi¢ao, devido as estruturas quimicas simples da
TCL e da INH e ao perfil de toxicidade favoravel, analo-
gos destes fArmacos podem ser planejados visando melho-
rar a atividade bioldgica, principalmente para cepas resis-
tentes (Oliveira et al., 2007).
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A abordagem racional no planejamento de novos
farmacos tem como uma de suas premissas a descoberta de
alvos seletivos para a acdo de novos agentes terapéuticos
e pode buscar subsidios na aplicacao de técnicas
computacionais (CADD — Computer- Assisted Drug
Design - planejamento de farmacos auxiliado pelo compu-
tador), para as quais a modelagem molecular ¢ ferramen-
ta importante (Patrick, 2005).

Compostos em desenvolvimento

Apesar dos avangos tecnologicos, a informagao-cha-
ve que permite a abordagem racional ao planejamento de
farmacos ¢ o conhecimento da etiologia de determinada
doenca, ou pelo menos, dos processos bioquimicos nela
envolvidos (Cohen, 1996).

Com a proposta de contribuir para o planejamento
racional de novos prototipos tuberculostaticos, Pasqualoto
e colaboradores (2004) realizaram estudo baseado no meca-
nismo de ac¢ao, empregando andlise quantitativa na quarta
dimensao entre estrutura quimica e atividade biologica, in-
dependente do receptor (QSAR 4D-IR) (Hopfinger et al.,
1997), em um conjunto de 37 hidrazidas, analogas a INH. Os
resultados indicaram que grupos apolares na por¢ao acil dos
ligantes (adutos) diminuem, significativamente, a atividade
biologica. Modificagdes moleculares na por¢ao NAD do
ligante (aduto), incluindo grupos apolares, doadores e
aceptores de ligacao hidrogénio, aparentemente, melhoram
as interagdes do ligante com os residuos de aminoacidos
Metl61, Pro193,1le194, Thr196, Leul97, Thr17 e Ser20 do
sitio ativo da InhA (Pasqualoto ez al., 2004).

Sullivan e colaboradores (2006) utilizaram o plane-
jamento baseado na estrutura (Structure-Based Drug
Design, SBDD), para explorar as interagdes de analogos
da TCL. Um comjunto de éteres difenilalquilicos foi desen-
volvido. Tais compostos sao potentes inibidores in vitro da
InhA e previnem o crescimento de ambas as cepas de M.
tuberculosis, sensiveis e resistentes a INH (composto 1, Fi-
gura 6). Além disso, compostos baseados em éteres
difenilicos, inibidores da InhA, ndo requerem ativagao da
KatG e, por isso, evitam 0 mecanismo normal de resistén-
cia da INH.

O advento da robotica e a miniaturizagao dos testes
in vitro em células geneticamente modificadas contribui-
ram para o desenvolvimento dos ensaios bioldgicos
automatizados em larga escala (High Throughput
Screening, HTS) (Macarron, 2006). Como a sintese
combinatdria produz grande quantidade de compostos em
curto espago de tempo, entdo os testes bioldgicos devem ser
rapidos e automatizados para acompanhar o processo
(Patrick, 2005).
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Ja a triagem virtual (Virtual Screening, VS) € uma
estratégia in silico bastante difundida que emprega os
métodos de docagem molecular. Esta estratégia envolve a
analise de grandes bases virtuais de compostos através de
métodos computacionais com o objetivo de identificar um
pequeno subgrupo de compostos que podem ser adquiridos
através de representantes comerciais ou de sintese organi-
ca para avaliagdo da atividade biologica (Klebe, 2006).
Portanto, a triagem virtual permite a selecao de milhares de
compostos, que sdo submetidos a grande niimero de testes
bioldgicos automatizados (Wermuth, 2003).

Kuo e colaboradores (2003) utilizaram as
metodologias VS e HTS para identificar duas novas clas-
ses de inibidores da InhA, considerando piperazinas e
pirazdis substituidos. Os compostos mais potentes apresen-
taram valores de IC, de 0,16 uM (composto 2, Figura 6)
e 2,4 uM (composto 3, Figura 6) para inibicao da InhA.
Além disso, estes inibidores também foram ativos contra
cepas de P._falciparum multi-resistentes (Kuo ez al., 2003).

Payne e colaboradores (2002) descobriram ¢ ca-
racterizaram uma nova classe de antibacterianos dirigi-
dos a Fabl também utilizando o VS. Foram utilizados
305.000 compostos da cole¢do da GlaxoSmithKline. A
otimizacdo dos compostos permitiu a identificacdo de
um derivado lactamico (composto 4, Figura 6), que
apresentou aumento de poténcia em 100 vezes contra a
Fabl do S. aureus.

He e colaboradores (2006), também aplicando a
metodologia de HTS, descobriram série de pirrolidina
carboxamidas como nova classe de potentes inibidores da
InhA. A poténcia do composto protdtipo foi aumentada
em mais de 160 vezes por otimizagdes subseqiientes, € seu
valor de IC, chegou a 0,14 uM (composto 5, Figura 6).

Na tentativa de contribuir para o planejamento raci-
onal de novos prototipos antimicobacterianos, estamos sin-
tetizando um conjunto de 27 hidrazidas, selecionadas da
literatura (Bernstein et al., 1952, 1953a, b; Yale et al.,
1953) e com mecanismo de agao possivelmente comum ao
da INH, para realizar ensaios de inibi¢ao enzimatica, Ki,
na enzima enoil-acp redutase do M. tuberculosis, InhA, de
acordo com metodologia descrita por Vilchéze e colabora-
dores (2005). Tais ensaios enzimaticos serao realizados em
colaboragdo com o grupo do Prof. James Sacchettini, na
Texas A&M University, EUA.

A partir da obten¢ao dos dados de atividade biologica
quantitativos, serdo aplicadas as seguintes metodologias do
CADD: QSAR-3D em campo de forga de energia livre
(Free-Energy Force Field, FEFF 3D-QSAR) (Tokarski,
Hopfinger, 1997a, b) no qual os dados de Ki serdo utilizados
para estimar a energia livre de interagdo (AG), e QSAR-4D
dependente do receptor, (DR) (Pan, Tseng, Hopfinger, 2003;
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FIGURA 6 - Inibidores de ENR descobertos recentemente.

Pan et al., 2004). Os modelos gerados nas abordagens do
CADD permitirdo determinar requisitos estruturais relevan-
tes a atividade bioldgica do conjunto de hidrazidas investi-
gado, que auxiliardo na previsao de atividade de novas mo-
léculas e no planejamento racional de novos agentes
antimicobacterianos.

CONSIDERACOES FINAIS

A gravidade de muitas infecgdes bacterianas, com des-
taque para aquelas provocadas por micobactérias, caso da TB,
conduz a necessidade de novas alternativas quimioterapicas
para o seu controle. A busca urgente por novos agentes
quimioterapicos € enfatizada, quando se considera o apareci-
mento de cepas resistentes do microrganismo.

O planejamento de farmacos mais eficazes e seguros
tem sido o principal objetivo a ser alcangado no desenvol-
vimento de novas geragdes de quimioterapicos. Neste sen-
tido, enzimas presentes apenas na micobactéria, estao sen-
do estudadas e suas estruturas elucidadas.

O processo bacteriano/micobacteriano de biossintese
de acidos graxos merece atengao especial, devido as dife-
rengas bioquimicas e estruturais com relagdo ao mesmo
processo no homem. Portanto, as enzimas que constituem
tal processo bioquimico mostram-se promissoras como
alvos para o planejamento de novos antibacterianos/
antimicobacterianos.

ABSTRACT
Rational approach in the new antituberculosis agent
design: inhibitors of InhA, the enoyl-ACP reductase

from Mycobacterium tuberculosis

In conjunction with the spread of HIV infection,

C. H. Andrade, K. F. M. Pasqualoto, M. H. Zaim, E. I. Ferreira
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tuberculosis (TB) has been among the worldwide health
threats. Mycobacteria resistance to the drugs currently
used in the therapeutics is the main cause of TB
resurgence. In view of this severe situation, the new and
selective anti-TB design is of utmost importance. Fatty
acid biosynthesis is a prokariontes and eucariontes
biochemical process that supplies essential precursors for
the assembly of important cellular components, such as
phospholipids, lipoproteins, lipopolysaccharides, mycolic
acids and cellular envelope. However, the biochemical
and functional differences between the bacterial and
mammals’ fatty acid synthetic pathway have endowed the
mycobacterial enzymes with distinct properties. These
provide valuable opportunities for structure- or catalytic
mechanism-based design of selective inhibitors as novel
anti-TB drugs with improved properties. The enoyl-
reductases are essential enzymes in the fatty acids
elongation pathway towards the mycolic acids, the main
mycobacteria cell wall constituents, biosynthesis and so
they are potential targets to the rational new
antimycobacteria drug design. This paper highlights
recent approaches regarding the design of new anti-TB
agents, particularly, the enoyl-ACP reductase inhibitors.

UNITERMS.: Tuberculosis. Fatty acid/ biosynthesis.
Mycolic acids. Mycobacteria drug resistance. Drugs/
Structure-based design. Enoyl-Act reductase/ inhibitors.
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