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POTENTIAL MOLECULAR TARGETS FOR ANTITUBERCULOSIS DRUG DISCOVERY. Tuberculosis (TB) is an infectious
disease caused by mycobacteria from the Mycobacterium genus, mainly by Mycobacterium tuberculosis (MTB). The World Health
Organization (WHO) aims to reduce the number of TB cases worldwide in the coming years. Nevertheless, the increasing number
of multidrug-resistant (MDR-TB) and extensive-drug resistance (XDR-TB) strains, and the ineffectiveness of the current treatment
in latent tuberculosis are challenges to be overcome. In this review, we will demonstrate the recent advances in the tuberculosis drug
discovery, focusing the research of new molecular targets in the Mycobacterium tuberculosis. Among the promising targets described
herein, we highlight those, which act in different pathways in the mycobacteria, such as energy metabolism, cell wall biosynthesis,
DNA synthesis, iron metabolism and transport through membranes. Furthermore, bioactive compounds discovered using phenotypic
assays screening and validated through genetic approaches are also presented.
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB) ¢ uma doencga infecciosa causada por mi-
cobactérias do complexo Mycobacterium, no entanto, a espécie
responsdvel pelo maior niimero de casos de morbidade e mortalidade
é 0 Mycobacterium tuberculosis (MTB).!

Ocupando o ranking mundial como a principal causa de mortes
causadas por doencgas infecciosas, nos ultimos anos a tuberculose
ultrapassou, em nimero de casos, a infecgdo causada pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV).>* O dltimo levantamento realizado
em 2015 pela Organiza¢do Mundial da Satide (OMS) apontou 9.6 mi-
Ihdes de novos casos no mundo e 1.5 milhdes de mortes causadas
pela doenca.?

Somado a esses dados, o surgimento e aumento de cepas de
M. tuberculosis multirresistente aos farmacos (MDR-TB) e exten-
sivamente resistente aos farmacos (XDR-TB) vém alarmando as
autoridades de todo o mundo. Essas formas de tuberculose apresen-
tam baixas taxas de cura e maiores taxas de mortalidade devido as
dificuldades de tratamento.* Além disso, ja foram relatados na clinica
casos de tuberculose totalmente resistente aos firmacos (TDR-TB).>¢

Ao longo dos tltimos anos, € possivel constatar algumas evolu-
¢des no desenvolvimento de compostos candidatos a farmacos que
possam atuar contra a TB.” Apés um intervalo de mais de 50 anos
sem novos medicamentos para o tratamento da TB, a bedaquilina foi
aprovada em 2012 pela agéncia norte-americana U.S. Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento de MDR-TB. Atualmente,
diversos candidatos a farmacos estdo em estudos clinicos,*'? como por
exemplo Q203" (1) (Fase 1), sutezolida'* (Fase 2) (2), delamanida®
(Fase 3) (3) e pretomanida'® (Fase 3) (4) (Figura 1).

Apesar dos recentes avancos,'”'® infelizmente ja foram relatas
cepas resistentes a estas novas moléculas, devido ao fato das bactérias
estarem em constante evolugdo,'?! reforcando a urgente necessi-
dade do desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento da
tuberculose.” Todavia, apds a bedaquilina houve um aumento notavel
no numero de artigos reportando compostos com potente atividade
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antituberculose.?>?® Diversos nicleos heterociclicos e subunidades
estruturais ja foram relatados como grupamentos farmacoféricos com
potente atividade antimicobacteriana, como por exemplo derivados
furoxanicos,?* nitroimidazolicos,* ftalimidicos,*' cumarinicos,*? tio-
fénicos,* fluoroquinoldnicos,** quinolinicos,*-¢ N-acilhidrazonicos,”’
quinoxalinicos® e fluorados.*

Atualmente, diversos métodos e estratégias sdo utilizados para
o desenvolvimento de novos farmacos contra a TB, como por exem-
plo: 1) abordagens genéticas para identificagdo de novos alvos; 2)
ensaios de triagem em larga escala utilizando a micobactéria como
plataforma; 3) ferramentas de biologia estrutural e triagem virtual
e; 4) modifica¢des moleculares em farmacos existentes. Os métodos
envolvendo o planejamento baseado no alvo e as abordagens genéticas
para identificacdo de novos alvos na micobacteria vém ganhando
destaque nos dltimos anos.*4!

Desde que o genoma do MTB foi sequenciado em 1998, diversas
estratégias visando a identificag@o de potencias alvos farmacoldgicos
vem sendo exploradas. A técnica de nocaute de genes € um exemplo
dos diversos métodos utilizados para caracterizar alvos potencias
tanto in vitro como in vivo.*

Ap6s o ano de 1998, os métodos envolvendo ensaios baseados
em um alvo molecular especifico foram intensivamente explorados
como uma estratégia para a descoberta de novos farmacos anti-TB;
no entanto, nenhum novo farmaco surgiu através desta abordagem.
As razdes para isso incluem: falta de validag@o do alvo, falta de evi-
déncias de que o alvo € essencial para o crescimento ou sobrevivéncia
do MTB, propriedades fisico-quimicas inadequadas, mecanismos de
efluxo de farmacos, vias bioquimicas alternativas utilizadas pela mi-
cobactéria, toxicidade causada pelos compostos, ensaios inadequados
e interferéncias cujos resultados levam falso-positivos, entre outros.*

Por outro lado, ensaios de triagem utilizando a célula micobac-
teriana como um todo (screening fenotipico) tem se mostrado como
uma estratégia promissora para a descoberta de novos farmacos anti-
-TB. Este tipo de abordagem apresenta diversas vantagens e permite
a identificacio de moléculas que sejam ativas contra a micobactéria,
superando problemas como a absor¢ao e efluxo. Além disso, ensaios
envolvendo células de mamiferos sdo bastante simples e permitem
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Figura 1. Estruturas de candidatos a farmacos antituberculose

ao pesquisador obter conhecimentos a respeito da seletividade de
uma determinada estrutura quimica. Um estudo que analisou os 176
farmacos aprovados entre 1999 e 2008 revelou que a maioria das
moléculas denominadas “first-in-class” foram descobertas através
de abordagens fenotipicas usando células inteiras e ndo apenas os
alvos moleculares.*

A bedaquilina (5) e diversos candidatos a farmacos (NITD-349
(6) e diarilcoumarinas (7))*+ (Figura 2) sdo exemplos de compostos
descobertos utilizando ensaios fenotipicos. Apesar das vantagens da
utilizagdo desta abordagem, algumas limitacdes incluem a identi-
ficacdo do alvo e as futuras otimiza¢des moleculares no composto
protétipo, que podem ser dificeis em alguns casos.

A combinacio das abordagens baseadas em alvos validados com a
triagem em células parece ser uma estratégia promissora a ser explora-
da na busca de novos firmacos antituberculose.***’ O composto Q203
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(1) (Figura 1), por exemplo, foi inicialmente descoberto utilizando
ensaios fenotipicos. Posteriormente, foi identificado que o composto
atua na subunidade b do citocromo bcl (QcrB).*® A utilizacdo de
microarranjos de DNA, identificacio de genes alterados em cepas
mutantes com resisténcia ao composto teste e silenciamento de genes
sdo algumas das técnicas que contribuiram para a identificacio de
diversos alvos apds a identificac@o inicial dos compostos lideres nos
ensaios fenotipicos.*

Durante muitos anos, a biossintese dos componentes da parede
celular foi o principal alvo molecular na terapia antituberculose; no
entanto, nos ultimos anos, avangos vém sendo realizados visando a
identificacio de novos alvos capazes de interferir em diferentes vias
metabdlicas/bioquimicas essenciais a sobrevivéncia da micobactéria.
Diversos alvos potenciais ja foram identificados no MTB usando
a combinac@o dessas estratégias, como por exemplo, DNA girase
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Figura 2. Compostos descobertos utilizando ensaios fenotipicos
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(subunidade B) e topoisomerase I, MbtA, QcrB, NADH desidrogenase
1L, DprE, FASs e MmpL.>

Nessa revisdo, serdo apresentados esses alvos moleculares, bem
como os respectivos compostos inibidores com maior atividade anti-
micobacteriana. O critério para selecdo dos compostos apresentados
se baseou nos valores de concentragdo inibitéria minima (CIM,)
inferiores que 10 umol L"'. A busca para identificagdo dos alvos foi
realizada nas seguintes bases de dados: PubMed, Web of Science e
Scopus entre os periodos de 2006 a 2016.

ALVOS ENVOLVIDOS COM A BIOSSINTESE DA PAREDE
CELULAR

A inibi¢do da biossintese da parede celular € uma das aborda-
gens mais bem estabelecidas na terapia anti-TB, e formacos como
a isoniazida e etambutol atuam através da inibi¢do de diferentes
vias envolvidas neste processo.’! Devido ao aumento das taxas de
MDR-TB e XDR-TB, a busca por novos alvos relacionados a esta
via bioquimica se mostra como uma estratégia promissora.>

Em 2009,> foi relatada a potente atividade antituberculose do
derivado BTZ038 (8) (Figura 3). Este composto demonstrou atividade
bactericida com CIM,, de 2,3 nmol L'! em cepas de MTB H,,Rv.
Além disso, o composto foi capaz de reduzir o nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) nos pulmdes em até 2 logs. Os autores
identificaram a decaprenilfosforil- -D-ribose 20-epimerase (DprE)
como o alvo molecular deste composto.*

A DprE € uma enzima heterodimérica constituida de duas protei-
nas: DprE1 e DprE2. Ambas as proteinas participam da biossintese do
decaprenilfosforil-B-D-arabinofuranose (DPA), um dos precursores
do arabinano, que por sua vez constitui a parede celular micobacte-
riana. A capacidade que vdrios compostos t€ém de inibir a DprE estd
relacionada a localizacio de fécil acesso desta enzima no espaco
periplasmatico.>* A maioria dos inibidores de DprE apresentam um
grupo nitro em sua estrutura, o qual contribuiu para a formacao de
uma ligagdo covalente com um residuo de cisteina (Cys387) no sitio
ativo da DprE1 levando a formacdo de um aduto.*

O derivado nitrobenzamida DNB1 (9) foi descoberto através de
ensaios fenotipicos de infecc@o intracelular em células Raw264.7
infectadas com MTB H;,Rv. Estudos de relag@o estrutura atividade
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Figura 3. Inibidores covalentes da enzima DprE
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Figura 4. Inibidores ndo-covalentes da enzima DprE

DNB1 (9)
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(SAR) envolvendo aproximadamente 155 andlogos demonstraram que
a presenga de um grupo nitro na posi¢do 3 e/ou 5 do anel benzénico
¢é essencial para a atividade antituberculose. O composto 9 exibiu
CIM,, de 0,2 ymol L' em ensaios de infecgdo intra e extracelular.
Além disso, o composto levou a uma diminuicdo da formacgdo de
lipoarabinomanana e arabinogalactana devido & inibi¢éo da DprE.>
Utilizando ferramentas de triagem em alta escala, o composto 10
também foi descoberto como um inibidor da enzima DprE. O derivado
triazdlico (10) apresentou CIM,, de 0,5 umol L' contra cepas de MTB
H;,Rv. Através de abordagens genéticas, foi constatado que cepas
resistentes ao composto 10 apresentavam mutagio no gene dprEI e
foi demonstrado que a inibi¢do covalente da DprE € o modo de agio
deste derivado triazdlico (Figura 3).%’

Inibidores nio covalentes da DprE também j4 foram descritos
na literatura. O composto TCA1 (11) por exemplo, demonstrou
seletividade para o género Mycobacterium. Especificamente para
este composto, o valor de CIM,, igual a 0,19 pg mL"! foi observado
em cepas de MTB Hy,Rv. A estrutura cristalografica do complexo
DprE1-TCA1 foi caracterizada e demonstrou pequenas modificagdes
em relagdo a estrutura da proteina sem o ligante. Foram observadas
interagdes ndo covalentes caracterizadas por interagdes hidrofdbicas e
de Van der Waals na estrutura cristalina do complexo proteina-ligante.
Outro exemplo de inibidor ndo covalente € o derivado pirazolpiridi-
nona 12. Este composto, sem o grupo nitro na estrutura, demonstrou
potente atividade antituberculose com CIM,, igual a 0,1 umol L.
Além disso, o composto 12 exibiu ICs, de 0,005 pmol L™ contra a
enzima DprE (Figura 4).%

A biossintese da parede celular micobacteriana envolve di-
versas enzimas, como por exemplo dcidos graxos sintases (FASs)
e policetideos sintases (PKSs). FadD32 € uma acil-AMP ligase
que catalisa a conversdo de dcidos graxos em acil-adenilato na
presenca de ATP. Esta enzima atua em associagdo com a Pks13
para ativar o 4cido meromico6lico antes da sua condensacdo com a
porgdo C24-26 do écido graxo.”® O operon fadD32-pks13-accD4 é
essencial para a viabilidade do MTB, e estudos de silenciamento
de genes apontaram o operon fadD32 e a enzima FadD32 como
alvos potenciais na micobactéria.® Recentemente, foi reportada a
sintese de quarenta derivados de cumarina com potente atividade
e seletividade contra o MTB. Ensaios in vivo utilizando zebrafish
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infectados com M. marinum revelaram o composto 13 como o mais
promissor da série. Este composto inibiu o crescimento micobac-
teriano na concentragdo de 0.24 pmol L através da inibigdo da
enzima FadD32 (Figura 5).%¢!

Nesta mesma via bioquimica, outra enzima envolvida na biossin-
tese de acidos micdlicos € a de policetideos sintase (Pks13). Nesse
contexto, derivados de tiofeno foram relatados como inibidores da
Pks13. Especificamente, o composto 14 (Figura 5) apresentou um
valor de CIM,, igual a 0,5 pmol L' contra MTB. Além disso, esse
composto exibiu a¢do bactericida e sua combinacdo com isoniazida
resultou em efeito esterilizante.®> De maneira similar, foram descritos
derivados de 2-aminotiofenos com potente atividade antituberculose,
possuindo como alvo a enzima Pks13. Especificamente, o composto
15 (Figura 5) apresentou CIM,, de 0,69 umol L' em MTB H;;Rv.
Os autores demonstraram, ainda, através de estudos utilizando au-
torradiografia, que o composto atua de fato através da inibi¢do da
biossintese de dcidos micélicos.®

A enzima InhA € um dos principais alvos moleculares de farma-
cos no Mycobacterium tuberculosis, sendo a isoniazida o principal
desta classe. Esta enzima ¢ essencial para a biossintese de dcidos
micdlicos através da via bioquimica de dcido graxo sintase tipo 11
(FASII) e atua como uma proteina transportadora de grupos acila
(ACP) utilizando NADH.%% Nesse contexto, foram descritos ini-
bidores da enzima InhA identificados através do screening de uma
biblioteca da empresa farmacéutica GlaxoSmithKline com potente
atividade antituberculose. O composto 16 (Figura 6) exibiu CIM,,
de 1 umol L' contra MTB H;;Rv e valor de ICs, igual 2 nmol L™
contra a enzima InhA. Além disso, estudos in vivo mostraram que
o composto (16) apresentou a mesma eficicia que a isoniazida em
camundongos infectados com tuberculose cronica.®® Derivados de
fluoreno-piperazinas também foram reportados como inibidores da
enzima InhA. O composto 17 (Figura 6) apresentou potente inibi¢ao
da enzima com valor de ICs, igual a 102 nmol L. Além disso, o
composto exibiu CIM,, de 11 umol L' em cepas de Mycobacterium
tuberculosis Hy,Rv.%

Recentemente, diversas outras classes de heterociclicos vém
sendo reportadas como potentes inibidores da enzima InhA, como
por exemplo derivados tiazdlicos identificados por pesquisadores da
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Figura 5. Estruturas de inibidores da FadD32 e Pks13

Figura 6. Estruturas de inibidores da enzima InhA
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AstraZeneca.®® O composto 18 (Figura 7) foi desenvolvido a partir
de um protétipo identificado anteriormente. O novo composto lider
18 apresentou CIM,, de 0,39 umol L' em cepas de MTB e IC;, de
0,03 umol L' no ensaio de inibigdo da enzima InhA. Além disso, os
autores demonstraram um novo mecanismo de inibi¢do da enzima
por esses derivados. A interagdo com a enzima ocorreu na sua forma
ligada ao NADH e ndo ao usual NAD*.% Derivados de tetrahidropi-
rano também foram descritos como potentes inibidores da enzima
InhA. Através de um screening de uma biblioteca de compostos da
GlaxoSmithKline, foi identificado um protdtipo que posteriormente
foi otimizado ao composto 19 (Figura 7). A otimizagdo do protétipo
levou a um composto com melhor atividade antimicobacteriana
(CIM,, = 5 uymol L) e baixa citotoxicidade em células HepG2
(IC5, = 50 pmol L). Além disso, o composto apresentou ICs, de
inibi¢do da enzima InhA de 0,036 pmol L'.® Outra classe de com-
postos com atividade inibitéria da enzima InhA sdo os derivados
de triclosan relatados recentemente. O composto 20, por exemplo,
apresentou CIM,, de 1,5 pmol L' ¢ 98% de inibi¢do da enzima isolada
na mesma concentragiio do CIM,,.”” Exemplos pertencentes a classe
dos produtos naturais também ja foram descritos como inibidores
da enzima InhA. A piridomicina (21) (Figura 7) foi inicialmente
identificada em 1953,”" no entanto, foi reavaliada recentemente em
um estudo que caracterizou sua potente atividade contra isolados
clinicos de MTB resistentes a isoniazida com valores de CIM,, entre
0,31 a 5 ymol L. Os autores demonstraram que a piridomicina inibe
aenzima InhA através de um mecanismo de inibi¢do competitiva no
sitio de ligagdo do NADH.”

Recentemente, a utilizagdo de ferramentas computacionais vem
contribuindo para a descoberta de novos inibidores da enzima InhA. O
composto 22 (Figura 8) foi identificado através de triagem virtual de
uma biblioteca contendo cerca de 400.000 compostos. Este composto
foi sintetizado e avaliado in vitro com o objetivo de caracterizar sua
atividade inibitdria contra a enzima inhA. O composto demonstrou
35,5% de inibi¢do da enzima InhA na concentragéo de 10 umol L.> O
composto 23 (Figura 8) também foi descoberto utilizando ferramentas
computacionais a partir de um estudo de triagem virtual da base de
dados ZINC. O composto foi capaz de inibir em 15% a enzima InhA
a uma concentragdo de 1 umol L.
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Figura 7. Inibidores da enzima InhA
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Figura 8. Inibidores da enzima InhA identificados por screening virtual
ALVOS ENVOLVIDOS COM A GERACAO DE ENERGIA

Desde a descoberta da bedaquilina, a inibi¢do da sintese de ATP
tem sido considerada um alvo validado no MTB. O mecanismo de
acdo da bedaquilina foi descoberto através do sequenciamento do
genoma de mutantes resistentes ao fdrmaco e foi caracterizado como
sendo capaz de atuar na inibi¢ao da bomba de prétons da enzima ATP
sintase através da ligagdo com a subunidade ¢ da enzima.” Na terapia
atual, a pirazinamida € outro firmaco que tem como alvo a inibicio
de vias bioquimicas relacionadas a geragdo de energia. Um dos me-
canismos de acdo propostos para a pirazinamida € a interrupgao do
sistema energético e de transporte da membrana pelo seu metabolito
ativo, o 4cido pirazinéico.”

A inibicdo da subunidade b do citocromo (QcrB) bcl-aa3 foi
identificada como alvo para derivados imidazol[1,2-a]piridina (24)
(Figura 9).”7 O complexo citocromo bcl apresenta um papel crucial
para a cadeia transportadora de elétrons durante a sintese de ATP e,
consequentemente, para o crescimento da micobacteria.” No entanto,
ja foi relatado que durante o crescimento aerobio do MTB, a partici-
pacdo do citocromo bd oxidase pode compensar os efeitos inibitérios
do complexo citocromo bcl.” A validagio do QcrB como alvo foi
descrita detalhadamente para o composto Q203 (25) (Figura 9). Este
composto exibiu CIM,, de 2,7 nmol L' contra MTB Hy,Rv. Além
disso, em baixas doses, 0 Q203 foi capaz de eliminar o MTB em
modelos animais com tuberculose cronica.*® Recentemente, diversos
compostos foram identificados como inibidores do complexo bc1 no
MTB. Através de uma triagem de derivados de quinolina, foi identifi-
cado o composto 26 (Figura 9) como um potente antimicobacteriano
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inibidor do complexo bel com CIM,, de 0,45 umol L. O alvo mo-
lecular do composto 26 foi caracterizado utilizando cepas de MTB
com mutagdes no gene gcrB, o qual codifica a subunidade menaquinol
citocromo ¢ oxidoredutase do complexo bcl.% Interessantemente,
utilizando uma ferramenta de triagem em alta escala em uma biblio-
teca contendo farmacos ja aprovados pelo FDA, o lansoprazol (27)
(Figura 9) foi identificado com potente atividade antimicobacteriana
intracelular.®! O lansoprazol € um farmaco utilizando no tratamento
de doengas estomacais e atua através da inibi¢do da enzima (H+,
K+)-ATPase na superficie secretora das células parietais gdstricas.®> O
lansoprazol (27) apresentou CIM,, de 1,13 umol L' em cepas de MTB
Hy,Rv e valores que variaram de 0,49 a 1,37 umol L' em isolados
clinicos multirresistentes. Os autores caracterizaram o mecanismo
de acdo do farmaco através do sequenciamento do genoma de um
mutante resistente ao lansoprazol e identificaram um polimorfismo
em um unico nucleotideo que alterou uma leucina para uma prolina
na subunidade b do citocromo bcl. Além disso, os autores observaram
uma redugdo drastica nos niveis de ATP produzidos pela micobacteria
quando em contato com o lansoprazol (27).%!

Derivados ftalimidicos também foram reportados como inibido-
res do complexo bcl com a valores de CIM,, na escala nanomolar
e baixa citotoxicidade em células VERO (ICs, >100 pumol L).
O composto 28 (Figura 10) apresentou CIM,, de 65 nmol L' em
cepas de MTB Hy,Rv e CIM,, abaixo de 0,6 umol L' em isolados
clinicos multirresistentes. Os estudos para caracterizar o mecanismo
de acdo demonstraram que cepas mutantes com delecdo do gene
codificador do citocromo bd oxidase (AcydKO) foram hipersensiveis
aos compostos da série. Além disso, os compostos foram inativos
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Figura 9. Estruturas de inibidores do citocromo QcrB

quando avaliados em uma cepa de MTB com uma muta¢do em um
unico aminoécido no citocromo gcrB. Os estudos farmacocinéticos
demonstraram estabilidade metabélica adequada do composto 28 na
presencga de microssomos hepdticos de humanos, ratos e camundon-
£0s, no entanto, 0 composto apresentou um alto clearance e tempo
de meia vida moderado (t,, = 62 min).%

Outras classes de compostos também ja foram reportadas como
inibidores do citocromo gcrB, como derivados imidazol-piridinas
(29-30) e pirazol (31) (Figura 10). Esses compostos apresentaram
valores de CIM,, entre 0,01 e 4,7 umol L' em cepas de MTB H,,Rv.
No entanto, quando avaliados em cepas com mutagdes em amino-
dcidos presentes no citocromo gcrB, os compostos foram inativos,
caracterizando o alvo molecular no MTB.3 A variedade estrutural de
compostos com capacidade de inibi¢ao do citocromo gcrB no MTB
apontam a promiscuidade desse alvo 30818384

A NADH desidrogenase tipo-1I (NDH-2) € uma enzima presente
na mitocondria do MTB e que participa do processo respiratério da
micobactéria.®> Curiosamente, a atividade antituberculose in vitro
de derivados fenotiazinicos (como por exemplo alguns farmacos
antipsicoticos) e clofazimina (anti-hansénico) tem sido relacionadas
com a inibicdo da enzima micobacteriana NDH-2; no entanto, o uso
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Figura 10. Inibidores do citocromo QcrB
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desses farmacos na terapia € limitado devido a efeitos adversos.®
A enzima NDH-2 € codificada pelo genes ndh e ndhA, no entanto,
somente o gene ndh foi associado a micobactérias ndo vidveis apds
a interrup¢do da mutagénese através de transpéson.’’

Interessantemente, a subunidade alquiltrifenil-fosfonium (alquil-
TPP) foi relatada como sendo capaz de contribuir para o transporte
de moléculas através das mitocondrias. Assim, pesquisadores descre-
veram a utilizagdo de conjugados alquil TPP-fenotiazina cujos efeitos
potencializaram a inibi¢do da enzima NDH-2. Os valores de CIM,,
desses conjugados foram inferiores aos derivados de fenotiazinas nao
conjugados (32) (Figura 11).%8

Através da triagem de uma biblioteca de moléculas da empresa
farmacéutica AstraZeneca contendo mais de 100 mil compostos
avaliados contra a enzima NDH-2, foram identificados compostos
contendo a subunidade quinolinil-pirimidina como compostos
anti-TB promissores. O composto pirimidina-4-il-quinolina-diamina
(33) (Figura 11) inibiu a enzima NDH-2 com valor de ICs, igual a
0,043 umol L. Além disso, essa molécula apresentou propriedades
farmacocinéticas adequadas in vitro, as quais permitiram identificd-la
como um importante protétipo anti-TB.%
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ALVOS ENVOLVIDOS COM O METABOLISMO DO
FERRO

O ferro € um elemento essencial para a sobrevivéncia do
Mycobacterium tuberculosis devido ao seu papel como cofator
em diversos processos celulares. Em condigdes fisioldgicas, os
seres humanos mantem os niveis de ferro acima daquele neces-
sdrio para a proliferacdo bacteriana; por conseguinte, as bactérias
produzem sideréforos que sequestram o metal a partir de proteinas
do hospedeiro.” Os dois principais sider6foros presentes no MTB
sdo: micobactinas e carboximicobactinas.’’ Estudos revelaram
que cepas mutantes de MTB com deficiéncia em micobactina sio
incapazes de estabelecer infecgdo em camundongos.®>* Esta ob-
servacdo aponta a biossintese de micobactina como um potencial
alvo no MTB.

Durante a biossintese de micobactina, a inibi¢do da enzima
formadora de adenilato (MbtA) por andlogos de nucleotideo leva a
uma diminuicdo do crescimento micobacteriano. Especificamente,
o andlogo nucleosideo (34) demonstrou CIM,, de 0,29 pmol L,
similar a isoniazida (0.18 umol L) (Figura 12).°! Entretanto, apesar
das caracteristicas farmacodindmicas promissoras, a molécula de-
monstrou caracteristicas farmacocinéticas inadequadas, como baixa
biodisponibilidade e tempo de meia vida reduzido (t,, = 11 min).**
Estudos adicionais descreveram um inibidor (35) (Figura 12) da
enzima MbtA com CIM,, de 0,78 umol L' contra cepas de MTB
H,,Rv e melhores propriedades farmacocinéticas (t,,, = 62 min) que
o seu anédlogo (34).

Outro alvo envolvido na captura de ferro € o EccB3, o qual €
um componente do sistema de secrecio ESX-3 tipo VII. Evidéncias
sugerem que este sistema esta envolvido com a obtengdo de ferro e
zinco. A auséncia do sistema ESX-3 ja foi associada com a incapa-
cidade do Mycobacterium tuberculosis em utilizar a micobactina,
levando a uma inibi¢do do crescimento micobacteriano no interior
dos macréfagos.”

No genoma do MTB, os genes IrtAB sdo conhecidos por
codificar as proteinas constituintes do sistema de transporte

(32)

Figura 11. Estruturas de inibidores da enzima NDH-2
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Figura 12. Estruturas de inibidores da enzima MbtA
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transmembranico ABC, o qual estd envolvido na mobilizagdo do
ferro para a carboximicobactina. Interessantemente, foi demons-
trado que a auséncia do gene /rfAB reduziu o processo de infeccio
pelo MTB.*” Outro alvo potencial envolvido na obtencdo de ferro
inclui 0 EsX-3 e o sistema de sider6foros mmpS4/S5.% No entanto,
ndo somente a obtengdo como também o estoque de ferro € crucial
para a sobrevivéncia do MTB. Altas concentragdes intracelulares de
ferro s@o téxicas para a micobactéria; portanto, o MTB armazena o
ferro em proteinas como a ferritina (BfrB). Interessantemente, cepas
mutantes de MTB com deficiéncia em ferritina ndo foram capazes
de causar infecc@o em camundongos e foram mais susceptiveis
aos antibidticos.”

MMPL3

MmpL, de “mycobacterial membrane protein large”, é um
complexo proteico presente na membrana que atua no transporte de
moléculas organicas e fons do meio extracelular para o interior do
MTB. Os genes de MmpL codificam 12 proteinas diferentes desta
familia. A proteina MmpL7 estd envolvida com o efluxo de farmacos
antituberculose, como por exemplo a isoniazida'® e também com o
transporte de fatores de viruléncia para a superficie celular.'” MmpL3,
MmpL4 e MmpL5 colaboram com o transporte de ferro.'”> MmpL8
tem um papel importante na biogénese de sulfatideos e também
contribui para a viruléncia do MTB.!

A proteina MmpL3 tem um papel crucial durante o crescimento
do MTB e estd envolvida no transporte de ferro, dcidos micdlicos
e monomicolato trealose. Diferentes compostos, incluindo SQ109
(36), BM212 (37), AU1234 (38), THPP (39) e Spiro (40), tem como
alvo o MmpL3 no MTB (Figura 13 e 14). O composto BM212 (37)
foi descoberto através de triagem de uma biblioteca contendo diver-
sos derivados azélicos. Este composto apresentou atividade contra
diversas micobactérias, incluindo cepas MDR. Abordagens genéticas
caracterizaram mutagdes no gene MmpL3 em cepas resistentes ao
BM212, apontando o MmpL3 como um possivel alvo parao BM212
e potencial alvo no MTB.!**
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Outro exemplo de composto descoberto através de estudos feno-
tipicos € 0 AU1234 (38) (Figura 13), o qual demonstrou CIM,, igual
a 0,03 umol L' contra MTB H;;Rv.!% Inicialmente, acreditava-se que
o mecanismo de acdo deste composto se desse através da inibicio
da hidrélise de epdxidos; no entanto, o sequenciamento de mutantes
resistentes revelou o MmpL3 como o alvo desta molécula. A alta lipo-
filicidade (cLogP = 5.1) e baixa solubilidade em dgua (<0,1 pg mL™")
do composto 38 levou ao planejamento de novos andlogos contendo
diferentes heterociclicos, como isoxazol, oxadiazol e pirazol. Esses
novos derivados apresentaram uma melhora significativa no perfil
farmacocinético in vitro, no entanto, poucos compostos apresentaram
melhoria significativa nos valores de CIM,, comparados ao composto
precursor.'%

Os compostos THPP (39) e Spiro (40) foram descobertos atra-
vés de estudos fenotipicos em Mycobacterium bovis BCG. Ambos
os compostos apresentaram eficdcia contra MTB H;,Rv intrace-
lular e demonstraram valores de CIM,, iguais a 0,16 ymol L' e
0,63 umol L' para os compostos 39 e 40, respectivamente (Figura
14). Os autores demonstraram que a inibi¢io do MmpL3 por esses
compostos resultou em um acimulo de monomicolato trealose.
Além disso, foram sintetizados andlogos otimizados que foram
capazes de reduzir o nimero de UFC nos pulmdes de camundongos
em até 2 logaritmos.'?’

DNA GIRASE E TOPOISOMERASE I

E bem estabelecido na literatura o importante papel que as flu-
oroquinolonas tém no tratamento de MDR-TB através da inibicdo
da enzima DNA girase. Esta classe de farmacos € inclusive utilizada
em pacientes com tuberculose que ndo respondem aos medicamentos
de primeira linha.!®

As fluoroquinolonas se ligam a subunidade GyrA da enzima
DNA girase; no entanto, apesar de sua eficdcia, elevadas taxas de
resisténcia ja foram relatados na literatura.!” A principal causa de
resisténcia € a mutacio no sitio de da enzima onde ocorre a ligacdo
das fluoroquinolonas. Estudos ja demonstraram que ndo somente a
subunidade GyrA da enzima, mas também a subunidade GyrB tem
potencial para ser explorado como um alvo terapéutico contra MTB.
Compostos como a novobiocina e a coumermicina inibem a atividade
ATPase da subunidade GyrB. Além disso, a atividade bioldgica de

SQ109 (36)

Figura 13. Moléculas bioativas inibidoras do complexo proteico MmpL3
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Figura 14. Estruturas de inibidores do complexo proteico MmpL3
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diversos heterociclicos ja foram descritos como sendo ativos contra
a subunidade GyrB, como por exemplo derivados de cumarina, ben-
zimidazol uréia, pirazol, indazol e indolinona.''*'!!

Utilizando inibidores de GyrB identificados previamente, foram
sintetizados 26 derivados do etil 5-(piperazina-1-il) benzofurano-2-
-carboxilato, que foram avaliados contra cepas de MTB Hy,Rv. O
composto 41 se apresentou como o mais promissor da série, exibindo
uma CIM,, de 9.18 umol L"!. Além disso, o composto 41 foi capaz de
inibir a enzima DNA girase B (GyrB) no Mycobacterium smegmatis
com ICs, de 3,2 ymol L' (Figura 15).'°

Em outro estudo, foram identificados derivados de benzimidazol
uréias em uma biblioteca da empresa farmacéutica AstraZeneca
como potenciais inibidores da enzima GyrB contra M. smegmatis.
O composto 42 (Figura 15) exibiu CIM,, igual a 0,5 umol L' contra
MTB H;,Rv e valor de ICy, igual a 0,5 nmol L' na inibi¢ao da enzima
GyrB. Estudos in vivo utilizando camundongos com infec¢io aguda
de tuberculose revelaram agdo bactericida deste composto em dois
diferentes regimes de administrac@o oral (300 mg kg' uma vez ao
dia ou 150 mg kg! duas vezes ao dia) durante 10 dias.'!! Esses re-
sultados sugerem a importancia da subunidade GyrB como potencial
alvo terapéutico a ser explorado no desenvolvimento de farmacos
antituberculose.

A DNA topoisomerase I (Topo I) € uma enzima responsavel
pela relaxacdo das fitas de DNA durante os processos de repli-
cacdo e transcri¢do. Interessantemente, estudos revelaram que o
silenciamento do gene topA (codificador da enzima Topo I) no
M. tuberculosis levou a perda da capacidade da micobactéria em
estabelecer infec¢do em camundongos. Além disso, a deplecdo
deste gene leva o MTB a morte. Assim, esta enzima se consolidou
como um alvo terapéutico promissor no Mycobacterium.'? Através
de uma triagem de uma biblioteca de 1500 compostos da empresa
AstraZeneca, foi identificada a molécula dihidrobenzofuranil ureia
(43) como inibidora da enzima Topo I (Figura 16) com valor de
IC,, igual a 60 umol L!.113

CLPP PROTEASE
ClpP1 e ClpP2 sdo enzimas homdlogas codificadas pelo M. tu-

berculosis que desempenham importante fun¢do para a viabilidade
da micobactéria. Essas enzimas estdo envolvidas no processo de
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Benzofurano
ICs0 = 0.81 pM

(41)

Figura 15. Estruturas de inibidores das enzimas DNA girase B

Dihidrobenzofuranil ureia
|C50 =60 HM

(43)

Figura 16. Estrutura de um inibidor da enzima topoisomerase I

renovag¢do e degradacio de proteinas ndo funcionais. O complexo
proteolitico formado entre a ClpP1 e ClpP2, denominada ClpP1P2,
¢é essencial para o crescimento do MTB durante o processo infec-
cioso.!" Especificamente, a enzima ClpP apresenta uma cdmara
interior na qual degrada pequenos peptideos; no entanto, algumas
proteinas podem ser degradadas nessa camara na presenga de
ATPases associadas com diferentes atividade (AAA+) através
de reagdes utilizando ATP.'"® Interessantemente, foi relatada a
atividade antituberculose do peptideo ciclico ciclomarina A (44)
(Figura 17) contra cepas de isolados clinicos de MDR-TB. A ativi-
dade anti-TB deste peptideo estd relacionada com a capacidade de
interacdo com as AAA+ levando a inibi¢do da atividade catalitica
da enzima ClpP.!"¢!"7

HO ciclomarina A (44)

Figura 17. Estruturas da ciclomarina A e de 3-lactonas inibidoras da ClpP
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Tiazolopiridina ureia
IC50 = <0.5 nM

(42)

[-lactonas foram descritas como inibidores irreversiveis da enzi-
ma ClpP. A subunidade lactona atua como sitio eletrofilico que leva a
formagdo de um produto O-acil-enzima apds o ataque nucleofilico de
uma serina presente no sitio ativo da enzima.''® Estudos demonstraram
que B-lactonas, como por exemplo as moléculas 45 e 46, sdo ativas
contra M. tuberculosis (Figura 17), e estudos in vitro caracterizaram
que o mecanismo de acio desses compostos € de fato a inibi¢do da
enzima CIpP. No entanto, apesar dos resultados promissores obtidos,
as B-lactonas sdo metabolicamente instdveis e sofrem hidrdlise em
poucos minutos no plasma humano. A substituicdo da subunidade
B-lactdmica por outros grupos, como carbamato, lactona, éster e
oxetano levou a perda da atividade antituberculose devido a restri¢des
no sitio ativo da enzima.'"’

Outros produtos naturais capazes de inibir a ClpP também ja
foram relatados. A lassomicina (47) (Figura 18) foi identificada
através de um screening fenotipico contra MTB. Interessantemente,
este peptideo demonstrou atividade bactericida contra formas ativas
e latentes do Mycobacterium. Além disso, em um painel de cepas
de MDR-TB e XDR-TB, a lassomicina exibiu valores de CIM,, em
uma faixa que variou entre 0,8 - 3 ug mL "' Através de estudos
computacionais, os autores demonstraram a capacidade da lasso-
micina de interagir com a enzima ClpP. A ecumicina (48) (Figura
18) € outro peptideo ciclico isolado da actinobacteria Nonomuraea
sp MIMS5123 com potente atividade antituberculose cujo valor de
CIM,, foi de 0,2 ug mL™! contra MTB Hy,Rv e cepas de MDR-TB
e XDR-TB. Estudos in vivo utilizando camundongos revelaram a
completa inibicdo do crescimento do MTB nos pulmdes apds 12 doses
de 20 mg kg! ou 32 mg kg!. Além disso, os autores demonstraram
que a ecumicina atua através da inibi¢ao da atividade proteolitica do
complexo ClpP1P2."!

(45) (46)

CIM = 28 pg/mL CIM = 47 pg/mL
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Figura 18. Produtos naturais bioativos inibidores da ClpP
OUTROS ALVOS
Asps

A enzima aspartil-tRNA sintetase (AspS) € essencial para o M. tu-
berculosis devido ao seu importante papel no processo de sintese de
proteinas. Estudos demonstraram a caracteriza¢do bioquimica desta
enzima e avaliaram a capacidade inibitdria de derivados de tiazol.
O composto 49 (Figura 19) demonstrou notavel atividade inibitdria
na enzima AspS.'?

Nade

A deplecdo da enzima nicotinamida adenina dinucleétido sinte-
tase (NadE) pode levar a morte do M. tuberculosis em condigdes de
crescimento ativo ou latente. A nicotinamida adenina dinucledtido
(NAD) € um cofator essencial para diversos processos bioquimicos,
além de ser substrato para as enzimas DNA ligases, ADP ribosilases
e deacetilases proteicas.'” A micobactéria sintetiza NAD através
de um processo de novo e as recicla através de vias alternativas.
Ambas as vias bioquimicas compartilham as reagdes catalisadas
pelas enzimas NadE e a mononucledtideo dcido nicotinico adenil-
transferase (codificada pela nadD). Estudos ja demonstraram em
cepas mutantes de MTB que o correto funcionamento das enzimas
NadE e NadD ¢ essencial para o crescimento micobacteriano,
tornando-se assim um alvo potencial para o desenvolvimento de
novos farmacos anti-TB.!?*

Mptpb

A enzima MptpB fosfatase atua como um fator de viruléncia
secretado pelo M. tuberculosis e tem papel central na sobrevivén-
cia da micobactéria no interior dos macréfagos.'” O composto
50 (Figura 19) foi identificado como potente inibidor seletivo da
enzima MptpB, e capaz de reverter a inibi¢do dos macréfagos frente
ao Mycobacterium. Esse mecanismo se mostra promissor devido
a capacidade do M. tuberculosis de permanecer no interior dos
macréfagos e de certa forma imune ao sistema imunolégico. Além
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Figura 19. Estruturas de inibidores das enzimas AspS e MptpB

Potenciais alvos moleculares para o desenvolvimento de novos farmacos antituberculose 581

disso, esse composto atua restabelecendo a resposta imunoldgica dos
macréfagos frente ao MTB.!%

Ahas

A enzima acetohidroxidcido sintase (AHAS) encontra-se presente
no inicio da via biosintética de aminodcidos de cadeia ramificada
(BCAAS).'”” O primeiro relato envolvendo esta enzima como alvo no
Mpycobacterium tuberculosis € de 1998, com o herbicida inibidor de
AHAS sulfometuron metil."* No entanto, somente apds a determina-
¢do da estrutura cristalografica da enzima foi possivel o planejamento
de protétipos baseados na estrutura do receptor.'? Interessantemente,
foi relatada uma série de derivados de quinazolina inibidoras da
enzima AHAS. Dentre as 24 moléculas avaliadas, o composto 51
(Figura 20) se mostrou como o mais promissor da série, exibindo
CIM,, igual a 6,6 umol L' contra MTB H;;Rv e valor de ICs, de
6,5 ymol L' contra a enzima AHAS do M. tuberculosis. Além disso,
a molécula 51 apresentou o mesmo valor de CIM,, quando avaliado
em cepas de MDR-TB e XDR-TB.'* Estes resultados sugerem que
aenzima AHAS como um alvo molecular promissor para o planeja-
mento de novos farmacos anti-TB.

Dhfr

A dihidrofolato redutase (DHFR) ¢ uma importante enzima ca-
talitica que participa do processo de reducdo do dihidrofolato para
tetrahidrofolato, o qual é um precursor essencial para a biossintese
de diversos componentes da estrutura do DNA, RNA e proteinas,
como timidilato, nucleotideos purinicos, metionina, serina e glici-
na." Diversos inibidores de DHFR sdo conhecidos, a exemplo do
metotrexato. No entanto, a maioria desses compostos ndo apresentam
acdo seletiva na enzima DHFR do Mycobacterium, exercendo também
atividade inibitéria na enzima humana.'3!33

Nesse contexto, foi descrito através do screening de uma biblio-
teca com mais 265 mil compostos do Instituto Nacional do Cancer
(NCI-USA) potenciais inibidores seletivos da enzima DHFR micobac-
teriana. O composto 52 (Figura 20) se mostrou como a mais promis-
sora, exibindo ICs, de 6 umol L' na enzima DHFR micobacteriana e
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Figura 20. Estruturas de inibidores das enzimas AHAS e DHFR

33 ymol L' na enzima DHFR humana, indicando, assim, seletividade
de 5.5 vezes maior para a enzima micobacteriana. Além disso, o
composto 52 inibiu o crescimento micobacteriano na concentracio
de 10 ug mL""."** De maneira similar, o composto 53 (Figura 20) foi
identificado através da triagem de uma biblioteca contendo 32.000
estruturas da empresa farmacéutica Novo Nordisk A/S. Este deriva-
do diaminoquinazolinico apresentou ICs, de 22,4 nmol L™ contra a
enzima DHFR micobacteriana.'*

CONCLUSAO

A pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos para o trata-
mento da tuberculose, especialmente suas formas resistentes, vém
demonstrando avangos nos ultimos anos. O pipeline de candidatos a
farmacos que atualmente estdo em estudos clinicos, como por exem-
plo delamanida, sutezolida, pretomanida, SQ109 e Q203 demonstra
que a pesquisa em tuberculose tem atraido o interesse das industrias
farmacéuticas e universidades, através do estabelecimento de redes
colaborativas e parcerias envolvendo diversos paises. Entretanto, o
surgimento de cepas resistentes a compostos recém descobertos €
ainda uma preocupagdo imensa das autoridades de satide ao redor
do mundo e que justificam a busca de novos farmacos que sejam
efetivos e seguros. Nesse contexto, a busca por novos alvos molecu-
lares e o planejamento de novos compostos com mecanismo de acio
inovador € crucial para o sucesso da terapia das formas resistentes
da tuberculose. Assim, nesta revisdo, sdo apresentados os recentes
avancos da Quimica Medicinal na busca de novos alvos terapéuticos
contra Mycobacterium tuberculosis. Entre os alvos apresentados se
destacam: a) aqueles envolvidos com a biossintese da parede celular
(decaprenilfosforil-B-D-ribose 20-epimerase (DprE); dcidos graxos
sintases (FASs); policetideos sintases (PKSs); 2-trans-enoil-acil re-
dutase (InhA); acil-AMP ligase (FadD32); b) alvos envolvidos com
a geracgdo de energia (subunidade b do citocromo (QcrB); NADH
desidrogenase tipo-II (NDH-2); c) alvos envolvidos com o metabo-
lismo do ferro (enzima formadora de adenilato (MbtA); proteina de
membrana de micobactéria (MmpL3); d) DNA girase e topoisomerase
I; ) CLPP protease e f) outros alvos (enzima aspartil-tRNA sintetase
(AspS); enzima nicotinamida adenina dinucle6tido sintetase (NadE);
enzima MptpB fosfatase; enzima acetohidroxidcido sintase (AHAS);
enzima dihidrofolato redutase (DHFR).

Dos alvos apresentados foi possivel identificar que aqueles en-
volvidos com a geracdo de energia e metabolismo de ferro apresen-
taram os compostos mais potentes com valores de MIC,, inferiores
a 1 ymol L', mostrando a importancia dessas vias na sobrevivéncia
da micobactéria. Além disso, muitos desses compostos foram ativos
contra cepas multirresistentes.

Observa-se ainda nos dltimos anos que a comunidade cientifica
vem caracterizando majoritariamente a atividade antituberculose
de novos compostos em estudos envolvendo avaliagdo fenotipica
utilizando células micobacterianas inteiras. Apds a identificagdo de
compostos promissores € que se caracterizam os alvos moleculares
através de estudos de protedmica e transcriptomica. Essa abordagem

Quim. Nova

_ NO, NH, F F
N N F
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parece ser mais efetiva na identificacido de alvos que s@o posterior-
mente validados através de abordagens genéticas em estudos in vitro
e in vivo.

Este artigo de revisdo busca retratar 0os avangos na pesquisa
de novos alvos para tuberculose nos tltimos dez anos, bem como
apresentar os compostos mais ativos identificados com valores de
MIC,, inferiores a 10 pmol L. Desta forma, pretende-se fomentar
na comunidade cientifica a busca por novas alternativas terapéuticas
que reduzam o tempo de tratamento, aumentem a eficacia e diminuam
a resisténcia.
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