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RESUMO 

Micobactérias atípicas são organismos saprófitos implicados em um grande número de 

doenças em pacientes imunocomprometidos. A emergência de cepas multirresistentes 

e a resistência natural das micobactérias atípicas as drogas antituberculosas clássicas 

têm encorajado o desenvolvimento de novos quimioterápicos. Este trabalho teve como 

objetivo determinar a atividade bactericida da -lapachona, do derivado 1,2,4-oxadiazol,  

[3-( -hidroxi-fenil) 1,2,4-oxadiazol-5-il] acil hidrazida, da isoniazida e suas associações 

frente ao M. fortuitum e M. smegmatis utilizando como métodos a Concentração 

Inibitória Mínima (CIM) e a Cinética Bactericida. A CIM permitiu determinar a menor 

concentração das drogas capaz de inibir o crescimento visível do microrganismo. 

Através da curva de morte versus tempo (Time Killing Curves), foi possível determinar o 

decréscimo da população microbiana pela enumeração de células viáveis a cada 24 

horas por um período de 144 horas utilizando as drogas em suas concentrações 

inibitórias mínimas. Este estudo forneceu informações que o efeito da associação -

lapachona-isoniazida foi melhor quando comparado com as drogas isoladamente. O 

derivado 1,2,4-oxadiazol apresentou atividade contra ambos os microrganismos, mas 

sua atividade não foi acentuada quando combinado com isoniazida e -lapachona. 



xv

ABSTRACT 

Nontuberculous mycobacteria are ubiquitous and saprophytic organisms that have been 

implicated in a large spectrum of diseases due to immunocompromised patients.  

Indeed, the emergence of multidrug-resistant strains and the natural resistance of 

atypical mycobacteria to the classical antituberculous drugs have encouraged 

researches in order to obtain new chemotherapeutic agents against mycobacteria. The 

aim of this study was to determine in vitro antimycobacterial activities at inhibitory 

concentrations of -lapachone, isoniazid, a new hidrazide, 3-(-4-hydroxy-phenyl)-

[1,2,4]oxadiazole-5 carboxilic acid hidrazide, and their combinations against 

Mycobacterium fortuitum and M. smegmatis by the Time-Kill Curve method. This study 

provided information that the combined effect of -lapachone-isoniazid was significantly 

greater than when they were tested separately. The hidrazide had effectiveness against 

both microorganisms however this activity was not increased in combination with -

lapachone and isoniazid.  
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1. INTRODUÇÃO  

Doenças causadas por microrganismos do gênero Mycobacterium continuam a 

ser um sério problema. A tuberculose tem ressurgido como um dos maiores problemas 

de saúde pública do mundo, uma situação que tem sido maximizada pelo aumento da 

resistência do Mycobacterium tuberculosis aos agentes terapêuticos de primeira linha 

(SEPKOWITZ et al., 1995; CHATTERJEE, 1997; ZUMLA & GRANGE, 2001; 

GILLESPIE, 2002; GOMES & MCKINNEY, 2004).  

Estes fatores induziram um aumento do interesse na avaliação da atividade de 

uma variedade de drogas com potencial ação antituberculose, novos análogos de 

drogas existentes, novas combinações de drogas e formulações farmacêuticas 

(DUNCAN, 2003). 

Além do M. tuberculosis, as micobactérias atípicas ganharam interesse com o 

advento da síndrome da imunodeficiência humana (AIDS) a partir de 1980, ocupando 

um importante lugar entre as infecções oportunistas que acometem os portadores do 

vírus da imunodeficiência adquirida (HIV) em fase terminal. Essas micobactérias 

também denominadas não tuberculosas estão presentes em todo ambiente e são 

implicadas em doenças pulmonares em imunodeprimidos (RODRIGUES et al., 2001;

GUÉRARDEL et al., 2003). 

Um dos fatores que contribui para a resistência das micobactérias aos 

quimioterápicos é a estrutura e a baixa permeabilidade da sua parede celular. Essa 

estrutura é trilaminar e apresenta na parte mais externa um conjunto de moléculas 

anfipáticas que dificulta a entrada de certos agentes antimicobacterianos na célula 

(BRENNAN & NIKAIDO, 1995; BRENNAN, 2003). 

É necessário, portanto, a criação de mecanismos pelos quais os fármacos 

ultrapassem a parede celular e consigam exercer suas ações intracelularmente ou, a 

pesquisa de quimioterápicos que tenham ação diretamente na parede, uma vez que, 

ela é fundamental para o crescimento e sobrevivência do microrganismo no hospedeiro 



Joás Lucas da Silva                                      Atividade Bactericida da -lapachona, da isoniazida... 

17

além de apresentar sítios em potencial para ação de drogas (HOFFNER & SVENSON, 

1991; CHATTERJEE, 1997).  

A deficiência de algum dos componentes da parede celular, especialmente o 

ácido micólico, arabinogalactana ou peptidioglicano, implica na integridade da parede 

(MIKUSOVÁ et al., 1995).  

Algumas das drogas antituberculosas mais efetivas como isoniazida e etambutol, 

afetam a biossíntese de ácidos micólicos e arabinano, respectivamente (MIKUSOVÁ et 

al., 1995).  

Pesquisas têm sido realizadas no sentido de identificar novos alvos para drogas 

na parede celular micobacteriana, uma vez que ela é fundamental para o crescimento 

celular (CHATERJEE, 1997; JACKSON et al., 2000).  

Investigações recentes procuram descrever o mecanismo de regulação gênica e 

a rota biossintética que envolve a formação dos principais componentes da parede 

celular micobacteriana. A elucidação desses fatores permitirá a construção racional de 

fármacos que bloqueiem enzimas responsáveis por passos fundamentais na 

biossíntese do envelope micobacteriano (SALMAN et al., 1999; NIGOU et al., 2003).    

Novos antibióticos e novas formulações vêm sendo estudados a fim de diminuir 

os efeitos colaterais de agentes antimicobacterianos (BARROW, 1998; QUENELLE et 

al.,1999; OHKAWA et al., 2002) e aumentar as opções de agentes antimicrobianos 

contra microrganismos multirresistentes e micobactérias atípicas que se tornaram 

importantes com o advento da AIDS (RODRIGUES, 2001).   

Alguns estudos têm demonstrado um aumento da atividade da isoniazida quando 

em combinação com alguns agentes oxidantes. De acordo com WANG et al., 1998 e 

SINGH et al., 2004 esses agentes desempenham importante função no mecanismo de 

ação da isoniazida.  

Em estudo recente, TRAN et al. (2004) demonstraram que as quinonas são 

drogas ativas contra  cepas de M. tuberculosis, M. smegmatis e M. avium. O 

mecanismo de toxicidade destes compostos está sendo estudado e trabalhos têm 

sugerido que as quinonas estimulam  o estresse oxidativo em sistemas biológicos 

(RIBEIRO-RODRIGUES et al., 1995; PORTELA et al., 1996).  
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Quinonas estimulam a atividade da isoniazida, provavelmente por aumentar a 

produção intracelular  de superóxidos. Recentes trabalhos têm sugerido que a forma 

inativa da catalase-peroxidase, a enzima que ativa a isoniazida, é convertida a forma 

ativa na presença de superóxido. Consequentemente, uma maior quantidade de 

isoniazida ativa pode ser produzida quando esta droga é combinada com compostos 

que estimulam o estresse oxidativo (BULATOVIC et al., 2002).    

A identificação de uma droga com ação antimicrobiana pode ser realizada pelo 

estudo da Concentração Bactericida Mínima (CBM), da Concentração Inibitória Mínima 

(CIM) e da Cinética Bactericida. Esse conjunto de técnicas é necessário a fim de obter 

um refinamento na escolha de um bom agente antimicrobiano (LEVISON, 1995). 

A CIM caracteriza a menor concentração de droga capaz de inibir o crescimento 

microbiano visível enquanto que a CBM representa a concentração de droga que 

elimina 99,99% de microrganismos. Esses parâmetros não descrevem a atividade 

microbicida do agente ao longo do tempo (CRAIG & EBERT, 1991).    

 A Cinética bactericida fornece dados dinâmicos da ação do antimicrobiano ao 

longo do tempo e permite compor gráficos e avaliar se combinações de drogas são 

eficazes contra o microrganismo em estudo (KROGSTAD & MOELLERING, 1986). 

Este trabalho compara a atividade antimicobacteriana in vitro da -lapachona, da 

isoniazida e do [3-( -hidroxi-fenil)1,2,4-oxadiazol-5-il] acil hidrazida, um 

antimicobacteriano sintetizado no Laboratório de Planejamento e Síntese de Fármacos 

do Departamento de Antibióticos da Universidade Federal de Pernambuco, assim como 

suas associações. 

Na parte experimental foi determinado a CIM e a CBM da -lapachona e 

isoniazida contra Mycobacterium fortuitum e M. smegmatis, microrganismos 

freqüentemente citados como resistentes à terapia antimicobacteriana convencional 

(SKIEST & LEVI, 1998). Após determinação da CIM e CBM foi realizado o estudo 

cinético destas drogas isoladas e em associações.  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 

2.1. MICOBACTÉRIAS 

As micobactérias são bactérias Gram positivas aeróbias, pertencentes à família 

Mycobacteriaceae e ordem Actinomycetales.  São bastonetes aeróbios, não móveis, 

não formam esporos, são retos em culturas novas ou levemente encurvadas em 

culturas velhas (PITULLE et al., 1992).  

Espécies do gênero Mycobacterium são álcool-ácido resistentes, pois não são 

descoradas por uma mistura de álcool etílico e ácido clorídrico após coloração pela 

fucsina. Essa propriedade é decorrente da firme fixação da fucsina aos lipídeos da 

parede micobacteriana (SHINNICK & GOOD, 1994).    

Este gênero contém mais de 60 espécies com ampla variedade de tipos 

nutricionais, com espécies saprófitas, presentes no solo, bem como microrganismos 

parasitos não cultivados in vitro. Os membros patogênicos da família causam duas das 

infecções mais importantes para os seres humanos, a tuberculose e a hanseníase 

(FALKNHAM, 1996).  

As micobactérias são amplamente distribuídas na natureza e atividades 

humanas como a agricultura aumenta a presença desses microrganismos no solo.  

Além disso, sistemas de abastecimento de água fornecem novas superfícies de 

aderência e crescimento (COVERT et al., 1999). 

Ambientes contaminados com resíduos industriais como o tolueno e o benzeno 

influenciam positivamente na distribuição ambiental desses microrganismos, pois 

algumas micobactérias são capazes de utilizar esses compostos como fonte de carbono 

(JESENKÁ et al., 2000).  
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2.1.2. Classificação 

Do ponto de vista médico, as micobactérias são classificadas em três categorias 

(MINOR & VERON, 1982): 

1. Agentes etiológicos da tuberculose humana: Mycobacterium tuberculosis, M. bovis e 

M. africanum.

2. Micobactérias não tuberculosas cultiváveis in vitro tais como as micobactérias 

atípicas. 

3. Micobactérias não cultiváveis (M. leprae e M. lepraemurium).

As micobactérias também foram divididas por Runyon em microrganismos de 

crescimento rápido (3 a 5 dias) e  lento (2 a 3 semanas).   

Observando-se a pigmentação e o tempo de crescimento, as micobactérias 

podem ser classificadas em três grupos: as fotocromogênicas que produzem 

pigmentação apenas na presença de luz, as escotocromogênicas que formam 

pigmentos na ausência de luz, e as não cromogênicas conforme pode ser observado na 

tabela 1 (GRANGE, 1996).     

2.1.3. Micobactérias atípicas

Micobactérias atípicas ou não tuberculosas ou, ainda, outras micobactérias que 

não tuberculosas representam um grupo de bactérias que não faz parte do complexo M.

tuberculosis (FALKNHAM, 1996). São microrganismos comensais ao homem, mas que 

em condições especiais, podem se tornar patogênicos com manifestações clínicas 

semelhantes à tuberculose (PORTAELES, 1995).  

A apresentação das doenças relacionadas a estas micobactérias é polimórfica e 

inclui infecções em feridas traumáticas, cirúrgicas, pele, tecidos moles e associados a 
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cateteres, além de infecções nos pulmões, endocardites e disseminadas (WAYNE & 

SRAMEK, 1992; HONG et al., 2003). 

As infecções ocorrem por inalação dos microrganismos aerossolizados, ingestão 

de água ou alimentos contaminados, penetração através de mucosas, ferimentos e 

cirurgia (KULLAVANIJAYA, 1999; ARA et al., 2003). 

    Tabela 1. Classificação de Runyon para o gênero Mycobacterium (GRANGE,1996).  

Crescimento

lento

M. tuberculosis (N)

M. microti (N)

M. simiae (P)

M. scrofulaceum (S) 

M. intracellulare (N) 

M. malmoense (N) 

M. triviale (N)

M. ulcerans (N)

M. bovis (N)

M. kansasii (P) 

M. asiaticum (P) 

M. szulgai (S) 

M. lepraemurium (N) 

M. haemophilum (N) 

M. terrae (N) 

M. gastri (N) 

M. africanum (N)

M. marinum (P)

M. gordonae (S) 

M. avium (N) 

M. paratuberculosis (N) 

M. farcinogenes (N) 

M. nonchromogenicum (N) 

M. xenopi (N)  

Crescimento

rápido 

M. chelonae (N) 

M. smegmatis (S/P) 

M. neoaurum (S)

M. duvalii (S) 

M. komossense (S) 

M. thermoresistibile (S) 

M. fortuitum (N)

M. aurum (S) 

M. vaccae (S) 

M. flavescens (S)

M. senegalense (N) 

M. phlei (S/P)

M. gadium (S)

M. chitae (S) 

M. gilvium (S) 

M. parafortuitum (S)

Não cultiváveis M. leprae 

Onde: N= não cromogênica, P= fotocromogênica, S= escotocromogênicas 

De acordo com CAMPOS (2000), a água é a principal fonte de infecções 

causadas por M. fortuitum, M. chelonae e M. abscessus e micobactérias aerossolizadas 

desempenham importante papel no comprometimento pulmonar.  

DAILLOUX et al. (1999), apontam a colonização gastrintestinal como 

fundamental para a infecção dos pacientes com AIDS.  
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Antes do advento da epidemia da AIDS, doenças causadas por micobactérias 

atípicas eram pulmonares localizadas, limitadas à pele ou raramente disseminadas. 

Infecções pulmonares eram encontradas geralmente em homens a partir dos sessenta 

anos ou trabalhadores expostos à poeira (WOLINSKI, 1979). 

Com o advento da AIDS, as doenças micobacterianas não tuberculosas 

emergiram em toda parte do mundo. O aumento da incidência dessas doenças vem 

aumentando bastante desde os primeiros casos de micobacterioses em pacientes com 

AIDS, em 1982 (DAUTZENBERG & MIHALTAN, 1991; SELIK, et al., 1987; CAMPOS, 

2000).    

2.1.3.1. Mycobacterium fortuitum

M. fortuitum, caracterizado por Gordon e Smith em 1955, apresenta uma alta 

velocidade de crescimento (3-5 dias) quando comparado com o M. tuberculosis 

(FALKNHAM, 1996). É considerado como microrganismo saprófito e encontrado no 

meio ambiente e animais de sangue frio. No homem, comporta-se como um comensal, 

mas pode tornar-se patógeno.  

De acordo com GROSSET (1982), o microrganismo apresenta-se como um 

bacilo de 3 μm de comprimento quando cultivado em meio de Lowenstein-Jensen e 

observado em microscopia ótica. Esses bacilos não formam ramificações e, quando 

corados pelo método de Gram, são fracamente Gram positivos, exibindo bacilos curtos, 

finos e filamentosos.  

Pacientes infectados com o M. fortuitum apresentam sintomas clínicos 

semelhantes aos da tuberculose (ROITMAN et al., 1993; ESCALONILLA et al., 1998).  

Infecções pulmonares, pós-cirurgicas, urinárias e de córneas são algumas das 

infecções comumente relacionadas ao M. fortuitum (HORSBURGH, 1996; ABSHIRE et 

al., 2004). 
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2.1.3.2. Mycobacterium  smegmatis

M. smegmatis é um microrganismo de crescimento rápido facilmente isolado do 

solo e da água com um papel importante na degradação de lipídeos do solo (JESENKÁ, 

et al., 2000).  

Esse microrganismo foi descrito em 1885 por Lustgarten. Quando observados ao 

microscópio óptico os bacilos apresentam-se com 3 a 5 μm de comprimento e são, 

ocasionalmente, encurvados. As colônias apresentam-se altas, rugosas e não 

pigmentadas. Colônias lisas com aspecto cremoso também podem ser visualizadas 

(SMEUDERS et al., 1999). 

Durante a fase de crescimento e estacionária as células de M. smegmatis

formam aglomerados que aumentam à medida que a escassez de nutrientes dificulta 

sua sobrevivência (SMEUDERS et al., 1999). 

Esse microrganismo tem sido identificado como causador de infecções na pele, 

tecidos e após introdução de cateter venoso (SKIEST & LEVI, 1998). 

2.2. O ENVELOPE MICOBACTERIANO 

Nos últimos anos, importantes avanços na elucidação do envelope 

micobacteriano têm demonstrado que essa estrutura apresenta uma membrana 

plasmática, a parede celular e uma cápsula. Esse conjunto fornece proteção para a 

célula e exerce um controle sobre a entrada e saída de substâncias (DAFFÉ & 

ETIENNE, 1999).  

2.2.1. A membrana plasmática e o arcabouço da parede celular

A membrana plasmática constitui a região mais interna do envelope celular, 

sendo similar às membranas plasmáticas de outras bactérias. Embora seja vital para as 
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micobactérias, não demonstra função importante nos mecanismos de patogenia da 

espécie (BRENNAN, 2003).  

A membrana micobacteriana é sobreposta por uma complexa estrutura que 

apresenta os ácidos micólicos, arabinogalactana (AG) e o peptidioglicano como 

unidades estruturais da matriz da parede celular, além de lipoglicanos e polissacarídios 

(BRENNAN & NIKAIDO, 1995; BARROW, 1997). O espaço periplásmico encontrado em 

bactérias Gram negativas, entre a membrana plasmática e a parede, pode existir nas 

micobactérias, mas não tem sido observado (DAFFÉ & ETIENNE, 1999).  

Os ácidos micólicos são moléculas de cadeia longa (70 a 90 carbonos) de ácidos 

graxos ramificados -hidroxilados com alto peso molecular. Representam o principal 

componente da parede (40-60% do peso seco) e são subdivididos em micolatos 

oxigenados e -micolatos. Esses últimos, diferem dos micolatos oxigenados por não 

apresentarem grupos funcionais oxigenados adicionais ao grupo -hidroxi. Na figura 1 

podem ser vistos os principais ácidos micólicos encontrados em micobactérias 

(ASSELINEAU et al., 2002; BRENNAN, 2003). 

Na parede celular, a maioria dos ácidos micólicos estão ligados covalentemente 

a arabinogalactana (AG), um polímero raro formado por unidades exclusivas de D-

galactofuranose e D-arabinanofuranose. A estrutura formada pelos ácidos micólicos e 

pela AG é denominada micosilarabinogalactana (mAG), a qual liga-se covalentemente 

ao peptídioglicano (PG) numa ligação dissacarídio-fosfato, conforme pode-se observar 

na figura 2 (MA et al., 1997). Por sua vez, o PG constitui-se de unidades alternadas de 

N-acetilglicosamina e ácido N-acetilglicomurâmico (SALMAN et al., 1999).  

O PG e o mAG formam o complexo micosilarabinogalactana-peptidioglicano 

(mAGP), o arcabouço da parede celular micobacteriana. Nessa matriz, os ácidos 

micólicos encontram-se arrumados de maneira perpendicular ao arabinogalactana-

peptídioglicano dando um aspecto de uma bicamada lipídica (MCNEIL & BRENNAN, 

1990; CHATERJEE, 1997; BRENNAN, 2003). 
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           Fig. 1 Principais ácidos micólicos de micobacterias (ASSELINEAU et al., 2002) 
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Fig 2. Parede celular das micobactérias. Visão parcial com ênfase à ligação da 

micosilarabinogalactana (mAG) ao peptídioglicano(PG) (MA et al., 1997). 
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2.2.2. Os elementos livres da parede celular

No ambiente lipídico formado pelos ácidos micólicos do complexo mAGP 

encontram-se o fosfatidilinositol (PI), manosídios de fosfatidilinositol (PIM), 

lipoarabinomananos (LAM) e lipomananos (LM) além de uma grande quantidade de 

glicolipídios polares e apolares associados não covalentemente ao arcabouço da 

parede celular. Ácidos micólicos livres também são encontrados nessa região como 

fator corda (CHATERJEE, 1997).  

O LAM é uma molécula anfipática restrita ao gênero Mycobacterium. Está 

presente no envelope de micobactérias de crescimento rápido (M. smegmatis) e 

espécies patogênicas de crescimento lento (M. tuberculosis). A molécula, que se 

encontra parcialmente embebida nos ácidos micólicos, é o maior lipoglicano da parede 

celular e apresenta uma heterogeneidade entre as espécies (CHATERJEE, 1997; 

BRENNAN, 2003). 

 De acordo com CHATERJEE (1997), o LAM está firmemente, mas não 

covalentemente ligado na parede celular e sua principal parte encontra-se exposta no 

exterior.  

Segundo NIGOU (2003), o LAM exibe um amplo espectro de resposta 

imunomodulatória e, apresenta-se como a mais potente molécula não peptídica 

indutora de resposta imune no hospedeiro.  

Essa estrutura compõe-se de três domínios: um ancorador, um polissacarídio e 

uma molécula de superfície conforme demonstrado na figura 3 (NIGOU, et al., 2003). 

A estrutura do LAM tem como base uma unidade de fosfatidilinositol (PI), o qual 

é adicionado de resíduos de manopiranose. Esse ancorador constitui, atualmente, uma 

família de glicolipídios denominada manosídios de fosfatidilinositol (PIM), que variam de 

acordo com o grau de glicosilação (NIGOU et al., 2003). 

O fosfatidilinositol (PI) é um fosfolipídios encontrado na membrana e na parede 

celular de micobactérias, é raro em procariotas, mas foi identificado nos gêneros 

Mycobacterium, Treponema e em algumas enterobactérias e leveduras (SALMAN et al., 

1999).
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Vários trabalhos têm demonstrado a importância do PI e manosídios de 

fosfatidilinositol (PIMs) na construção da parede celular micobacteriana, pois é evidente 

que a hiperglicosilação desses elementos originam outros componentes da parede

como LM e LAM (CHATERJEE & KHOO, 1998; SALMAN et al., 1999; GUÉRARDEL et 

al., 2003).  

PIM, LM e LAM são importantes fatores de virulência em M. tuberculosis e 

podem mediar resposta imune no hospedeiro. A distribuição comum desses compostos 

em espécies não-patogênicas e patogênicas sugere também que esses glicolipídios 

estariam implicados na biogênese da membrana e parede celular de micobactérias 

(GUÉRARDEL et al., 2003; VILLENEUVE et al., 2003).   

O polissacarídio do LAM é formado por dois homopolissacarídios, D-manana e 

D-arabinana. Essa região parece conservada entre diferentes espécies (Fig. 3). A D-

manana, estrutura muito ramificada, apresenta 30-35 resíduos de manopiranose (Manp) 

enquanto a D-arabinana, contém, aproximadamente, 60 unidades de arabinofuranose 

(Araf). Raramente, ácido succínico pode ser encontrado sobre o LAM (BRENNAN, 

2003).
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Fig. 3 O lipoarabinomanano (LAM), descrito por NIGOU et al. (2003). MTP corresponde a 

5-metilpentose, encontrada em algumas cepas de Mycobacterium tuberculosis. S

corresponde a radicais de succinil localizados no ManLAM de Mycobacterium bovis. MPI,

manosídio de fosfstidilinositol. Manp, manopiranose. Araf, arabinofuranose. Ins, mio-

inositol. Rn, grupamentos acil ligados à cadeia de ácidos graxos. ManLAM contém 

aproximadamente 60 Araf e 50 unidades de Manp.
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O LAM pode apresentar diferenças na sua extremidade exposta à superfície. 

Nesse contexto, ManLAM é caracterizado pela presença de resíduos de manose. Esse 

tipo de LAM é encontrado em M. tuberculosis, M. leprae, M. bovis BCG e M. avium.

PiLAM apresenta resíduos de fosfoinositol na superfície e tem sido isolado de espécies 

não tuberculosas como M. smegmatis (KHOO et al., 2001; NIGOU et al., 2003).

GUÉRARDEL et al. (2003), descreveu uma variedade de LAM (CheLAM) isolado de M.

chelonae que apresenta tanto resíduos de manose como de fosfoinositol.  

Uma diferença entre a parede de micobactérias de crescimento lento e as de 

crescimento rápido é a presença de galactosamina, a qual está ligada a uma unidade 

de arabinose da arabinogalactana na matriz da parede celular. Essa molécula tem sido 

identificada apenas em espécies de crescimento lento (CHATERJEE, 1997). 

2.2.3. As porinas da parede micobacteriana

A presença de canais protéicos tem sido evidenciada na parede celular 

micobacteriana (MUKHOPADHYAY et al., 1997; KARTMANN et al., 1999). Moléculas 

hidrofílicas difundem-se para o interior da célula através desses canais, enquanto que, 

compostos hidrofóbicos, utilizam-se da espessa camada lipídica.  

Segundo NIEDERWEIS (2003), esses canais protéicos, denominados porinas, 

desempenham função relevante na nutrição e defesa do gênero Mycobacterium contra 

a acidificação promovida pelos macrófagos do hospedeiro.  

Comparando-se com os bastonetes Gram negativos, as porinas do gênero 

Mycobacterium são mais longas, em virtude de uma parede celular mais espessa e se 

apresentam em uma quantidade até 45 (quarenta e cinco) vezes menor (NIEDERWEIS, 

2003). Essa pequena quantidade juntamente com o alto caráter hidrofóbico da parede 

influencia na baixa permeabilidade das micobactérias aos compostos hidrofílicos 

(CHATERJEE, 1997). 
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JARLIER & NIKAIDO (1990), sugeriram que a dificuldade de entrada imposta aos 

nutrientes hidrofílicos na célula micobacteriana é um dos fatores responsáveis pelo 

longo tempo de geração desses microrganismos.  

As porinas não apresentam uma estrutura conservada entre as diferentes 

espécies micobacterianas. Segundo HOWARD & BYRD (2000), a adaptação de 

micobactérias de crescimento lento, tal como o M. tuberculosis, no interior de células 

hospedeiras, requer mudanças significativas na estrutura das porinas, isso não 

acontece com microrganismos de crescimento rápido encontrados na água e no solo 

não considerados patógenos. 

2.2.4. A cápsula micobacteriana

A porção mais externa das micobactérias caracteriza a cápsula conforme 

observado na figura 4. Uma região que, por vezes, é descrita juntamente com a parede 

celular. Segundo DAFFÉ & ETIENNE (1999), a divisão do envelope celular em três 

partes não é simples na prática, uma vez que, muitas substâncias ocorrem tanto no 

compartimento da parede celular como também na cápsula e na membrana 

citoplasmática. Ainda, os constituintes dessa região não estão covalentemente ligados 

na parede. 

De acordo com BRENNAN & NIKAIDO (1995), essa camada varia em 

espessura, densidade eletrônica, aparência (fibrosa, granular ou homogênea) e em 

constituintes. Segundo DAFFÉ & ETIENNE (1999), essas alterações ocorrem em 

função da espécie, condições nutricionais e técnicas utilizadas em microscopia 

eletrônica.  

A cápsula constitui a zona de fronteira entre a micobactéria e a célula hospedeira 

no processo da fagocitose. É, portanto, responsável, em parte, pela indução de 

repostas imunológicas e a primeira barreira passiva contra a entrada de agentes 

deletérios na célula (DAFFÉ & ETIENNE, 1999). 
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Fig. 4 A cápsula micobacteriana, segundo DAFFÉ & ETIENNE (1999). Esta figura 

representa uma fina secção de M. avium visualizada por microscopia eletrônica de 

transmissão após incubação com anticorpos de coelho contra a proteína 85, um 

antígeno secretado pela micobactéria. Os microrganismos apresentam uma fina 

camada elétrodensa (seta a) que esta sobreposta por uma espessa camada translúcida 

(setas b) denominada cápsula.  

LEMASSU & DAFFÉ (1994) descreveram o material capsular como sendo 

composto por proteínas, glicana, arabinomanana e manana. Esses dados também 

foram relatados por ORTALO-MAGNÈ et al. (1996), que também isolaram uma 

pequena quantidade de lipídios. Adicionalmente, RAYNAUD et al. (1998) identificaram 

proteínas potencialmente envolvidas na erradicação de radicais livres em filtrados de 

culturas de patógenos humanos obrigatórios (M. tuberculosis e M. bovis BCG) e 

oportunistas (M. kansasii e M. fortuitum). Essas enzimas sugerem o início de uma 

resistência ativa do microrganismo, contra os mecanismos microbicidas dos 

macrófagos, na cápsula. 

Na figura 5 é possível observar a estrutura da parede celular micobacteriana com 

todos os seus componentes estruturais.  

b

b

a

0,5μm 
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Fig. 5. Caracterização da parede celular micobacteriana, segundo CHATEJEE (1997). 

Micosilarabinogalactana e lipoarabinomanana são os principais constituintes. A cápsula 

é rica em polissacarídios como glicana, arabinomanana e manana. Os glicolipídios de 

superfície são bastante variáveis entre as espécies de micobactérias. G: glicana, A:

arabinomanana, GalN: galactosamina, Manp: manopiranose, Araf: arabinofuranose, 

Galf: galactofuranose, Rha-GlcNaclinker: Ligação dissacarídio-fosfato. 
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2.3. ESTUDO DAS DROGAS 

2.3.1. Quinonas 

2.3.1.1. Estrutura química

Quinonas são compostos orgânicos oriundos da oxidação de fenóis (THOMSOM, 

1986).

Na Fig. 6 observa-se que, com base na sua estrutura molecular, as quinonas são 

divididas em diferentes grupos, utilizando-se como critério o tipo de sistema aromático: 

Benzoquinonas, um anel benzênico; antraquinonas, um anel antracênico linear ou 

angular e naftoquinonas, um anel naftalênico.  Além disso, variando-se as disposições 

das carbonilas em um mesmo tipo de anel, pode-se obter diferentes quinonas (SILVA et 

al., 2003). 

2.3.1.2. Ocorrência e distribuição

As quinonas representam uma ampla e variada família de metabólitos de 

distribuição natural e, as mais representativas, são de vital importância para os 

vegetais, artrópodes, fungos, líquens, bactérias e algas (THOMSOM, 1986; GIRARD et 

al., 1988).  

Nos últimos anos, foi intensificado o interesse nestas substâncias, não só devido 

a sua importância nos processos bioquímicos vitais, como também ao destaque cada 

vez maior que apresentam em vários estudos famacológicos (SILVA et al., 2003). 

Mais de 1500 quinonas são conhecidas na natureza encontradas em bactérias, 

fungos, líquens, gimnospermas e angiospermas (THOMSON, 1991).  

A distribuição dessas substâncias nos variados organismos implica, 

possivelmente, em funções biológicas múltiplas. Na natureza, apresentam-se em 

importantes etapas do ciclo de vida, são atuantes na fotossíntese (plastoquinonas), 
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cadeia respiratória (ubiquinonas) e coagulação sanguínea (vitamina K) (SILVA, et al., 

2003).

               
O

O

O

O

O

O

O

O

p-quinona              o-quinona                 naftoquinona                          antraquinona 

Fig. 6. Diferentes tipos de quinonas. (a) e (b), benzoquinonas; (c), naftoquinona (anel 

naftalênico); (d), antraquinona (anel antracênico) (BRUNETON, 1991).   

                     

2.3.1.3. Atividades farmacológicas e biológicas

Algumas quinonas têm um importante papel na defesa das plantas contra insetos 

e microrganismos (GAFNER et al, 1996).  

Diversas quinonas encontradas no lenho de leguminosas são tóxicas para 

cupins. Na quina (Cinchona Ledgeriana) encontram-se antraquinonas em partes da 

planta infectadas com fungos patógenos. A primina, uma quinona comum em espécies 

do gênero Primula, demonstrou uma ação protetora frente a insetos fitófagos 

(SPENCER et al., 1986).   

O estresse oxidativo que provocam, induzindo a formação de radicais livres, 

além da ação sobre as topoisomerases I e II, são os mecanismos de ação responsáveis 

pelas variadas atividades das quinonas (HEUBER, 1998), como: tripanossomicidas

(DOCAMPO et al., 1977, 1978; STOPPANI, 1999; PINTO et al., 2000), bactericidas 

a)                                b)                                 c)                                               d) 
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(OLIVEIRA, 2001; TRAN et al., 2004), antitumorais (FERNANDEZ et al., 2001; PARDEE 

et al., 2002) antimalárico (CARVALHO et al., 1988; ANDRADE-NETO et al., 2004),

moluscicidas (SANTOS et al., 2001) e antiviral (LI et al., 1993).  

STOPPANI (1999), citou a -lapachona como inibidora efetiva do crescimento de 

tripanossomas in vitro, incluindo o Trypanosoma cruzi, dado observado por DOCAMPO 

et al. (1978) que, utilizando a -lapachona numa concentração de 5 μg/mL obteve 

inibição da motilidade das formas epimastigotas desse parasito após 3h de contato e 

lise celular com aumento do tempo de contato. 

GOIJMAN & STOPPANI (1985),  também indicaram a -lapachona como um 

potente inibidor da biossíntese de macromoléculas em T. cruzi. 

2.3.1.4. Lapachol

Este composto destaca-se entre as naftoquinonas naturais. Sua descoberta, a 

partir do estudo da composição do extrato do lenho da árvore Tabebuia avellanedae por 

Max Siewert nos fins do século XVIII, acompanhados dos estudos de Paternò e Hooker 

representou uma das mais brilhantes na história da fitoquímica. A presença do lapachol 

foi posteriormente observada em diversas outras espécies de bigoniaceas (THOMSON, 

1986).

Este fármaco (Fig. 7), foi estudado por Lima et al. a partir de 1956 com relação a 

sua atividade antimicrobiana e antineoplásica. Os resultados demonstraram atividade 

contra bactérias Gram positivas com extratos etanólicos e cetônicos de amostras de 

madeira da Tabebuia avellanedae. Entretanto, em trabalhos posteriores foi verificado 

que a atividade antimicrobiana do lapachol purificado reduzia quando comparado à 

atividade antimicrobiana do produto bruto, levando a suspeita de que outros compostos 

mais ativos acompanhavam-no (ALMEIDA et al., 1990).       
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Fig. 7. Estrutura química da 2-hidroxi-3-(3-metil-2-metil-2-butenil)-1,4 naftoquinona  

(Lapachol) (GUIRAUD et al., 1994). 

2.3.1.5. - Lapachona

A -LAPACHONA (Fig. 8) é uma orto-naftoquinona, isolada da Tabebuia 

avelanedae da família Bigoniaceae ou obtida por tratamento com ácido sulfúrico a partir 

do lapachol.  As investigações recentes sugerem uma potencial aplicação deste 

fármaco contra numerosas doenças (STOPPANI, 1999; PINTO et al., 2000; SANTOS, 

2001).

Este fármaco apresenta atividade antimicrobiana contra bactérias Gram positivas 

e Gram negativas (GUIRAUD et al., 1994; TRAN et al., 2004).  

A -lapachona inibe o crescimento de inúmeros tumores celulares: câncer 

epidermóide da laringe, próstata, cólon, ovário e mama. Também age em diferentes 

tipos de células leucemóides, sugerindo um amplo espectro de atividade antitumoral (Li 

et al., 1995, 2000; FERNANDEZ et al., 2001; GUPTA et al., 2002; PARDEE, 2002).  
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O

Fig. 8. Estrutura química do 3, 4-dihidro-2,2-dimetil-2H-naphto (1, 2-b)pirano-5,6-diona 

( -lapachona) (PORTELA & STOPPANI, 1996). 

        

Embora a maioria dos estudos citem as naftoquinonas como importantes 

inibidores tumorais, derivados da  -lapachona e do lapachol também têm sido 

estudados como antimaláricos e antimicobacterianos (ANDRADE-NETO et al., 2004;  

TRAN et al., 2004)  

Alguns estudos destacam a atividade deste fármaco para utilização na 

quimioterapia da doença de Chagas (STOPANI, 1999; MOURA et al., 2004) devido, 

principalmente, ao estresse oxidativo que esse fármaco provoca e a deficiência do T.

cruzi em enzimas antioxidantes.  

2.3.1.5.1.  Mecanismo de ação

Um dos principais interesses sobre quinonas, especialmente a -lapachona, está 

no estudo sobre o mecanismo de ação. Diversos trabalhos têm dado ênfase a 

capacidade da -lapachona em induzir o estresse oxidativo (ciclo redox),  a inibição 

catalítica sobre as topoisomerases I e II e, redução a intermediários mais ativos pela  

quinona oxidorredutase (DOCAMPO et al., 1978; PORTELA et al., 1996; PLANCHON et 

al., 2001; SILVA et al., 2003).  
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Produção de Radicais livres (ciclo redox) 

As espécies reativas de oxigênio são geradas por fontes ambientais (radiação 

ultravioleta) ou decorrentes da atividade metabólica dos seres vivos (GRACY et al., 

1999). Esses agentes incluem os radicais livres (superóxido e hidroxilas) e espécies 

não radicalares (peróxido de hidrogênio).  

Segundo MATÉS et al. (2000), em células aeróbias, as cadeias transportadoras 

de elétrons da mitocôndria e retículo endoplasmático são importantes fontes de 

superóxidos. 

Esses agentes oxidantes são capazes de produzir alterações moleculares e não 

têm apenas propriedades deletérias, pois servem como agentes defensivos quando 

usados como bactericidas ou parasiticidas além de funcionarem como sinalizadores 

biológicos (BABIOR, 1997).  

As quinonas, em geral, apresentam a capacidade de induzir o estresse oxidativo 

nas células. Assim, o desequilíbrio entre a formação e a remoção de radicais livres no 

organismo, decorrentes da persistência do processo oxidante, leva à exaustão os 

mecanismos de defesa como as enzimas catalase, glutationa redutase, glutationa 

peroxidase e as vitaminas E e C, favorecendo lesões em macromoléculas e estruturas 

celulares que provocam a morte celular (FRIDOVICH, 1998; ROVER JÚNIOR, 2001). 

De acordo com SILVA et al. (2003), as enzimas flavinas NADPH citocromo P450 

redutase, NADPH citocromo b5 redutase ou NADPH ubiquinona oxidoredutase 

catalizam a redução de uma quinona com um elétron formando um ânion semiquinona. 

A semiquinona reduz o oxigênio ao ânion radical superóxido o qual é convertido a 

peróxido de hidrogênio, espontaneamente ou por uma reação catalisada por superóxido 

dismutase. Por sua vez, o H2O2 reage com o Fe2+ ou Cu2+ via reação da Fenton ou com 

o superóxido via reação de Haber-Weiss produzindo radicais hidroxilas conforme 

demonstrado na figura 9. 

A formação de semiquinonas foi sugerida por DOCAMPO et al. (1978), 

GOIJMAN & STOPPANI (1985) e RIBEIRO-RODRIGUES et al. (1995) como principal 



Joás Lucas da Silva                                      Atividade Bactericida da -lapachona, da isoniazida... 

40

fator na atividade da -lapachona frente a cepas de T. cruzi, pois espécies reativas de 

oxigênio danificam a membrana do T. cruzi.

 A formação de radicais por -lapachona também foi observada por CRUZ et al. 

(1978) na inibição de crescimento de Bacillus subtilis e B. stearothermophilus.

Fig. 9.  a) Reação de Fenton: O peróxido de hidrogênio reage com o Fe2+ ou Cu2+

produzindo radicais hidroxilas. O mesmo resultado pode ser obtido via reação de Haber-

Weiss (b) sem a participação de metais de transição (MATÉS et al., 2000).   

A -lapachona, que tem baixa atividade oxidante não apresenta ação tóxica 

contra tripanossomas, diferentemente da -lapachona (PORTELA et al., 1996). A 

ineficácia da -lapachona sobre tripanossomas, e a reação de peroxidação que, 

segundo  BABIOR (1997) fosfolipídios e triglicerídios podem sofrer quando expostos a 

agentes oxidantes, são dados que colaboram com o proposto mecanismo citotóxico da 

-lapachona frente  a tripanossomas via formação de espécies reativas de oxigênio. 

A ação de quinonas também foi estudada sobre a enzima quinona oxidoredutase 

(NQO1), uma flavoproteína encontrada na maioria dos eucariotas e abundante no 

fígado da maioria dos mamíferos.  Essa enzima reduz as quinonas a hidroquinonas 

utilizando NADH ou NADPH como doadores de elétrons, um efeito protetor a partir do 

qual compostos quinônicos são rapidamente excretados (PINK et al., 2000).   

A NQO1 também pode reduzir certas quinonas a espécies mais reativas que 

desencadeiam a formação de radicais livres e danos a macromoléculas tais como 

lipídios e proteínas com conseqüente morte celular (PINK et al., 2000).  

              a) Fe2+ (ou Cu2+) + H2O2  Fe3+ + HO. + HO-

              b) O2
- + H2O2  O2 + OH- +HO.
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PLANCHON et al. (2001), sugeriram que a atividade enzimática da NQO1 é 

determinante na citototoxicidade mediada por -lapachona em células neoplásicas que 

apresentam uma expressão acentuada da enzima. Em células neoplásicas de seio a -

lapachona apresentou-se ativa, mas sua citototoxicidade foi inibida por dicumarol. O 

dicumarol compete com NADH ou NADPH, previne a redução de quinonas e aumenta a 

toxicidade de drogas que são inativadas pela enzima quando reduzidas, tal como 

ocorre com a menadiona, mas não com as quinonas  

Ação sobre as enzimas topoisomerases 

As topoisomerases são enzimas que alteram o estado topológico do DNA por 

quebras transitórias na ligação açúcar-fosfato do DNA. Para manter a integridade do 

material genético durante este processo, as topoisomerases formam ligações 

covalentes com a extremidade do DNA criada após a quebra, essas ligações 

covalentes são uma marca de todas as topoisomerases (BERGER, 1998). 

A topoisomerase I (topo I) é uma enzima fundamental para o comportamento 

normal de qualquer célula. Essa enzima promove um relaxamento do DNA introduzindo 

um corte numa única fita de DNA (BURDEN & OSHEROFF, 1998; PROMIER et al., 

1998). Assim, a topo I funciona, principalmente, durante a transcrição do RNA, 

replicação do DNA, recombinação genética, encapsulação viral e 

condensação/descondensação cromossomal (WANG, 1996). 

De acordo com OSHEROFF (1998), a topoisomerase II (topo II), diferentemente 

da topo I, depende de ATP para desempenhar suas funções e age por quebra 

transitória de uma dupla fita de DNA. Com este mecanismo, a topo II não apenas 

modula supertorção ou super-relaxamento, mas também pode separar cromossomos 

filhos que foram formados durante a replicação.  

Há substâncias que agem como inibidoras catalíticas das topoisomerases 

enquanto outras sobre o complexo de clivagem DNA-topoisomerase (camptotecina e 

topotecan) (PIZZOLATO & SALTZ, 2003).  
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Entre as quinonas, a -lapachona apresenta uma potente ação frente as topo I e 

II, sendo a droga modelo para identificar o mecanismo de ação dessa classe de 

compostos. De acordo com HEUBER et al. (1998), a -lapachona atua como inibidor 

catalítico da topo I, uma ação particularmente importante, uma vez que inibidores 

catalíticos de topisomerases não são freqüentes quando comparados com os 

estabilizadores do complexo DNA-topoisomerase.  

Segundo LI et al. (1993) e FRYDMAN et al. (1997) este fármaco não promove 

uma ação de relaxamento no DNA, nem se intercala entre as duas fitas de DNA, como 

ocorre com o brometo de etídio. Uma pré-incubação de DNA com topo I inibe 

completamente a ação da -lapachona e o pré-tratamento de topo I com -lapachona, 

antes da adição de DNA como substrato, aumenta a atividade inibitória deste composto. 

Esses dados sugerem uma ação da -lapachona diretamente sobre a enzima não 

ligada ao DNA. De outra maneira, a camptotecina, um composto usado para estudos 

comparativos com a -lapachona requer, primeiramente, a formação do complexo DNA-

topoisomerase I.  

A ação direta sobre a topo I, como proposta por LI et al. (1993), é corroborada 

com KRISHNAN & BASTOW (2001) que sugeriram que a droga não se liga ao DNA.

A inibição da atividade catalítica da topo I in vitro também foi observada por 

PARDEE (2002), mas a concentração da -lapachona requerida para esta inibição foi 

acima da concentração necessária para indução de apoptose. 

A figura 10 resume o mecanismo de ação proposto por LI et al. (1993) para -

lapachona frente a topo I.  
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Fig. 10. Ação da -lapachona (L) sobre a topoisomerase I (E). Diferentemente da 

camptotecina (C), ela age na topoisomerase I livre formando um complexo (EL). A 

ligação de EL com o DNA (S) forma um complexo catalíticamente inativo (ELS), 

enquanto a camptotecina forma um complexo de clivagem estabilizado (CCE). A -

lapachona não apresenta atividade após ligação enzima-DNA (ES) (LI et al.,1993). 

Além da -lapachona, outras quinonas, como saintopina e eleuterina, 

apresentam atividade de inibição catalítica da Topo II.  Conforme a figura 11, 

KRISHNAN & BASTOW (2001) sugeriram que a inibição da atividade catalítica da -

lapachona frente a topo II está na indução da religação do DNA cortado pela enzima 

antes da dissociação do complexo DNA-Topoisomerase II. Essa indução caracteriza um 

mecanismo de ação diferente de outros inibidores da topo II (LARSEN et al., 2003). 

De acordo com KRISHNAN & BASTOW (2001) a topo II apresenta quinze 

resíduos de cisteína essenciais à sua atividade os quais podem estar susceptíveis as 

oxidações pelas quinonas. Isso pode explicar, pelo menos em parte, a ação de 

quinonas frente a Topo II.  

 (E) 

(L)                                                                            (C) 

(S)                     (ES)                                                                                      DNA  

                                                                                                                     (relaxado)                        
(relaxado)                                                                                             

(EL)             (S)                     (ELS)                       (CCE)    

   (E) 
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GOIJMAN & STOPPANI (1985) e OLIVEIRA-BRETT et al. (2002), salientam a 

ação de quinonas frente a moléculas que apresentam o grupo -SH (tiol), resultados que 

corroboram com KRISHNAN & BASTOW (2001).   

            

Fig. 11. Ciclo catalítico da topoisomerase II apresentando o estágio em que a -

lapachona induz religação de DNA (modificado de KRISHNAN & BASTOW, 2001). 

Indução dos pontos de checagem no ciclo celular

Segundo SILVA et al. (2003), após cada estágio da divisão celular a célula 

apresenta um período de espera denominado ponto de checagem, no qual faz uma 

avaliação e confere se o novo conjunto de cromossomos é idêntico ao parental.  

Uma avaliação desfavorável põe o processo de divisão a espera de reparo e, 

caso o dano cromossomal seja irreparável, a célula entra em apoptose. Segundo RICH 

et al. (2000), células tumorais não apresentam pontos de checagem, isso evita a sua 

apoptose mesmo tendo ocorrido um acúmulo de danos genéticos, mas TRIMACHI & 

      ADP+Pi 

(5)

 (+) 

   (+) 
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LEES (2002)  descreveram que algumas rotas que ativam pontos de checagem são 

mantidas. As E2Fs, formam um desses caminhos preservados e servem como 

importantes conectores para apoptose. 

As E2Fs são proteínas que dirigem a expressão de genes que induzem ou 

regulam a divisão celular. A E2F1 é um membro dessa família e controla a entrada da 

célula na fase S do ciclo celular (TRIMARCHI & LEES, 2002). A E2F1 é produzida na 

fase final de G1 e, segundo JONHSON et al. (1993), uma superexpressão de E2F1 é 

suficiente para entrada da célula na fase S. De acordo com NAHLE et al. (2002), uma 

inativação é necessária para célula sair da fase S e entrar na G2. A persistência de 

E2F1 ativa resulta em apoptose celular.

LI et al. (1999, 2003) propuseram uma ação da -lapachona por indução de 

pontos de checagem durante o ciclo celular.  Esse fármaco induziu a E2F1 em células 

cancerosas de pâncreas humano e cólon antes da liberação de citocromo c da 

mitocôndria, o que sugere o envolvimento de E2F1 na apoptose induzida por -

lapachona. A figura 12 resume o mecanismo apoptótico da -lapachona proposto por LI 

et al. (2003). 

Fig. 12. A -lapachona, diretamente, induz E2F1 convertendo um regulador da 

proliferação em regulador de apoptose por ponto de checagem (Segundo LI et al., 

2003).
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2.3.2. ISONIAZIDA 

A descoberta de que a nicotinamida apresenta efeitos contra o M. tuberculosis

estimulou a pesquisa de novas drogas estruturalmente relacionadas (Fig. 13). Esses 

estudos permitiram a descoberta da isoniazida e outros análogos estruturais da 

nicotinamida como etionamida e pirazinamida (MCKENZIE et al., 1948; 

MIDDLEBROOK, 1952).

A isoniazida é o mais antigo fármaco sintético utilizado contra micobactérias e foi 

descrito pela primeira vez em 1912, mas foi considerado um agente antimicobacteriano 

apenas em 1951 (MIDLLEBROOK, 1952; MIDDLEBROOK et al., 1954). Conforme a 

figura 13, a isoniazida é uma hidrazida derivada do ácido isonicotínico, um heterocíclo 

que contém um átomo de nitrogênio. O núcleo piridínico também é observado em 

substâncias naturais (piridoxina).  

N

NH2

O

N

O NHNH2

N

NH2S

CH2CH3

   

N

N
NH2

O

a)                                    b)          c)      d)          

Fig. 13. Estrutura química dos análogos da nicotinamida que apresentam atividade 

antimicobacteriana a. nicotinamida, b. isoniazida, c. etionamida, d. pirazinamida 

(LAMBERT, 2002). 

2.3.2.1. Atividade antimicobacteriana

BERSTEIN (1952) demonstrou que a isoniazida exerce ação contra o bacilo da 

tuberculose. Esse quimioterápico é essencialmente bactericida sobre micobactérias em 
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fase logarítmica de crescimento e não atua contra micobactérias em fase latente. 

MDLULI et al. (1998) acrescentaram que a atividade microbiana é limitada as 

micobactérias. 

A sensibilidade do M. tuberculosis a isoniazida tem feito desse fármaco o 

principal quimioterápico de combate à tuberculose ativa. Entretanto, a droga não 

apresenta os mesmos resultados com as micobactérias atípicas. Os agentes 

causadores de micobacterioses apresentam uma CIM elevada quando comparados 

com o M. tuberculosis (DUSSURGET et al., 1998; SLAYDEN & BARRY, 2000; TENG & 

DICK, 2003; MOHAMADE et al., 2004).  

2.3.2.2. Mecanismo de ação

A emergência da tuberculose e micobacterioses devido a cepas multiresistentes 

e da associação com o HIV resultaram na necessidade de um melhor entendimento do 

mecanismo de ação da isoniazida, da resistência microbiana e estudo de novos 

fármacos (HEYM, 1993; MIESEL et al., 1998; CHOUDHURI et al., 1999; MOHAMAD et 

al., 2004).   

A isoniazida é uma molécula hidrofílica que atravessa a parede micobacteriana 

via canais protéicos denominados porinas (LAMBERT, 2002; MAILAENDER et al., 

2004).

TAKAYAMA et al. (1975), demonstraram que durante o contato da isoniazida 

com células micobacterianas a viscosidade do citoplasma aumenta, entretanto, o 

volume celular se mantém inalterado. Além disso, componentes estruturais do envelope 

micobacteriano são facilmente extraídos após contato da bactéria com o fármaco 

(DAVIDSON & TAKAYAMA, 1979; ASSELINEAU et al., 2002).   

Micobactérias expostas a isoniazida acumulam ácidos graxos saturados de 

cadeia alifática com 24 a 26 carbonos precursores de ácidos micólicos. O acúmulo de 

intermediários de moléculas importantes da parede celular resulta em alterações ultra-
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estruturais (BARDOU et al. 1996; SOUSA, 2001), perda da integridade da célula e lise 

(VILCHEZE et al., 2000).  

Essas pesquisas têm demonstrado a inibição da síntese de ácidos micólicos e, 

conseqüentemente da parede celular, como o fator principal na morte de micobactérias 

(QUÉMARD et al., 1991; QUÉMARD et al., 1995; HEATH et al., 2001).  

2.3.2.3 Alvos moleculares da isoniazida 

A isoniazida é uma pró-droga ativada no interior da célula micobacteriana por 

uma catalase-peroxidase (KatG). A importância dessa enzima na ativação do fármaco 

foi confirmada por ZHANG et al. (1992).  

Esse mecanismo de ativação bem como a identificação dos alvos moleculares 

para a forma ativa é motivo de estudos para o desenvolvimento de análogos menos 

tóxicos para o homem e mais potentes contra micobactérias, principalmente contra 

microrganismos resistentes (HEYM et al., 1993; MOHAMAD et al., 2004).  

O alvo de um fármaco é um substrato, freqüentemente uma enzima a qual a 

droga se liga, inibi e altera o metabolismo celular com conseqüências letais para a 

célula (LARSEN et al., 2002). 

Especulações sobre a forma ativa da isoniazida variam desde a produção de 

radicais livres com alvos não específicos a metabólitos com alvos direcionados (SHOEB 

et al., 1985; WANG et al., 1998; LEI et al., 2000; SLAYDEN & BARRY, 2000).  

Espécies oxidantes produzidas durante a ativação da isoniazida agem de 

maneira inespecífica contra ácidos nucléicos, proteínas, lipídios e carboidratos 

(DUSSURGET & SMITH, 1998). 

Micobactérias são mais sensíveis a isoniazida quando esse fármaco é utilizado 

em combinação com agentes oxidantes. Esses estudos sugerem que espécies 

oxidantes têm uma importante função nos efeitos tóxicos da isoniazida, inclusive, na 

ativação do fármaco (WANG et al., 1998; WENGENACK & RUSNAK, 2001; 

BULATOVIC et al., 2002).   
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Em recente trabalho, SINGH et al. (2004) descreveram que a KatG catalisa a 

oxidação de NADH a NAD+ e H2O2 ou radical superóxido. Essa enzima também é 

responsável pela síntese do isonicotinoil-NAD, a forma ativa da isoniazida. Segundo os 

autores, a atividade de catalase e peroxidase acontece de forma independente das 

reações de formação da forma ativa da isoniazida. 

É sugerido que a forma ativa da isoniazida tem como alvo primário a enoil-ACP 

redutase (InhA), a enzima que catalisa uma etapa primária na síntese de ácidos graxos 

de cadeia longa (MARRAKCHI et al., 2000; NGUYEN et al., 2001; RAWAT et al., 2003; 

KREMER et al., 2003). A sua alta afinidade pela InhA é consistente com a sensibilidade 

(CMI de 0,01-0,02) do M. tuberculosis à isoniazida (LEI et al., 2000).  

BANERJEE et al. (1994) observaram que cepas de M. smegmatis mutantes no 

gene que codifica a InhA apresentavam resistência a isoniazida (CIM maior que 50 

μg/ml), enquanto isolados clínicos de M. tuberculosis resistentes apresentavam uma 

CIM de 1-5 μg/ml. De acordo com LEI et al. (2000), essa diferença no grau de 

resistência entre as duas espécies pode ser devido à variação na seqüência de 

aminoácidos da InhA entre as duas espécies que têm uma falta de identidade 

correspondente a 11,7% dos aminoácidos. 

SLAYDEN & BARRY (2000) também citaram que o mecanismo de regulação do 

estresse oxidativo, a velocidade de síntese dos componentes da parede celular e a 

concentração da enzima catalase-peroxidase são diferentes entre o M. smegmatis e M.

tuberculosis.   

Outros estudos têm contestado a InhA como alvo primário para isoniazida e 

citam a -cetoacil-ACP sintase (KasA) como o principal alvo do fármaco (MDLULI et al., 

1996; BARRY, 2001). 

 A -cetoacil-ACP sintase (KasA) está envolvida na síntese de ácidos micólicos. 

A KasA, diferentemente da InhA, é mais expressada após tratamento com isoniazida 

em resposta a uma diminuição na síntese de micolatos. Isso tem sugerido que sua 

atividade está diretamente ligada aos níveis de ácidos micólicos na célula. (MDLULI et 

al., 1998; SLAYDEN & BARRY, 2000). 
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SLAYDEN et al. (2000) sugeriram que KasA e InhA são alvos da isoniazida, mas 

a KasA é o alvo primário, uma vez que, uma acentuada expressão de KasA conferiu 

uma resistência cinco vezes maior em relação ao controle, enquanto a InhA conferiu 

baixa resistência em M. tuberculosis.   

Muitos efeitos bioquímicos da isoniazida são idênticos aos efeitos observados 

pela tiolactomicina, uma droga inibidora de KasA, mas que apresenta efeitos 

intracelulares distintos do triclosan, um inibidor de InhA. Ainda, micobactérias que 

apresentam resistência a tiolactomicina são mais resistentes a isoniazida quando 

comparadas àquelas resistentes ao triclosan (SLAYDEN et al., 2000).

Entretanto, LARSEN et al. (2002), concluíram que uma acentuada expressão de 

InhA, mas não de KasA, conferiu resistência a isoniazida e a etionamida (resistência 

cruzada) em M. smegmatis. A resistência foi diretamente relacionada aos níveis de 

RNA mensageiro da InhA.    

O complexo modo de ação da isoniazida ainda não está completamente 

entendido e os resultados publicados divergem quanto ao alvo primário e a forma ativa 

da isoniazida.   

2.3.2.4 Resistência micobacteriana a isoniazida

A combinação de drogas para o tratamento de infecções micobacterianas tem se 

mostrado eficaz contra cepas sensíveis. Entretanto, a resistência micobacteriana aos 

fármacos atualmente utilizados na terapia tem sido relatada em diversas partes do 

mundo (SILVA et al., 2001; ZUMLA & GRANGE, 2001; CARDOSO et al., 2004; 

HERRERA et al., 2004; SCHNEIDER et al., 2004). 

A resistência a um determinado quimioterápico é definida como a habilidade de 

um microrganismo crescer na presença de uma elevada concentração de droga. 

Microrganismos resistentes apresentam um aumento da concentração inibitória mínima 

(TENG & DICK, 2003).   
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O tratamento inadequado de pacientes infectados com micobactérias é o 

principal fator de risco para a seleção de cepas resistentes. Estudo realizado por SILVA 

et al. (2001) apresentou um maior número de cepas resistentes entre pacientes com 

prévio tratamento de tuberculose.     

Quatro diferentes mecanismos de resistência têm sido descritos em 

micobactérias: resistência intrínseca da parede celular (NIKAIDO, 1994), bloqueio da 

ativação do fármaco (ZHANG et al., 1992), aumento da expressão de enzimas 

(PAYTON et al., 1999) e inativação da forma ativa (SANDY et al., 2002).  

A parede celular micobacteriana apresenta uma baixa permeabilidade devido à 

alta hidrofobicidade e a pequena quantidade de canais protéicos. Essas duas 

características da parede conferem resistência intrínseca as micobactérias contra 

antibióticos e ajudam na defesa frente à acidificação promovida por macrófagos 

(NIKAIDO, 1994; NIEDERWEIS, 2003).  

A resistência intrínseca de micobactérias também tem sido atribuída à velocidade 

de ativação da isoniazida no interior da célula. De acordo com MDLULI et al. (1998), 

apesar do M. avium ser cem vezes mais resistente a isoniazida que o M. tuberculosis a

velocidade de entrada desse fármaco nas duas espécies é semelhante, porém, a 

conversão da droga na sua forma ativa é quatro vezes maior no M. tuberculosis. Esse 

dado sugere que outros fatores de resistência intrínseca estão envolvidos além da 

parede celular.     

A ausência da KatG em micobactérias induz resistência a isoniazida por bloquear 

a ativação do fármaco. Esse fato tem sido descrito como o principal mecanismo de 

resistência a isoniazida (MUSSER et al., 1996; ROSSETTI et al., 2002). Entretanto, 

sabe-se que a catalase-peroxidase é uma enzima importante para sobrevivência da 

célula, principalmente no interior de macrófagos (SLAYDEN & BARRY, 2000).  

A ausência da catalase-peroxidase é acompanhada por um aumento da 

expressão da alquil-hidroperóxido redutase (ahpC), uma enzima capaz de inativar 

peróxidos orgânicos. Essa compensação tem sido sugerida como importante fator para 

defesa de micobactérias deficientes em catalase-peroxidase (SHERMAN et al., 1996). 
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Apesar das discussões sobre o alvo primário da isoniazida ativa ser a  InhA  ou a  

KasA, pesquisas sugerem  a resistência micobacteriana por aumento da expressão 

dessas duas enzimas (LARSEN et al., 2002; SLAYDEN & BARRY, 2002).  

A InhA, KasA e KatG são os principais responsáveis pela resistência 

micobacteriana, mas nem todas as micobactérias resistentes apresentam alterações 

nessas enzimas. Isso sugere o envolvimento de outros mecanismos ainda 

desconhecidos (SLAYDEN & BARRY, 2002).. 

De acordo com MIESEL et al. (1998), a deficiência de NADH desidrogenase, 

uma enzima importante na cadeia respiratória, é freqüentemente encontrada em cepas 

de M. smegmatis resistentes a isoniazida. Essa alteração também confere baixos níveis 

de resistência a etionamida.  

Segundo MIESEL et al. (1998), provavelmente, a deficiência de NADH 

desidrogenase aumenta os níveis intracelulares de NADH o qual interfere com a 

ativação do fármaco pela KatG ou compete com a forma ativa pelo sítio ativo da InhA.    

 A N-acetiltransferase (NAT), uma enzima também requerida para síntese de 

ácidos micólicos, tem sido estudada como uma provável contribuinte para a resistência 

entre isolados clínicos de micobactérias. Essa enzima tem sido descrita em M. 

tuberculosis, M. smegmatis, M. bovis BCG e M. avium (SANDY et al., 2002; 

ANDERTON et al., 2004).  

Segundo BHAKTA et al. (2004), a NAT é essencial para a síntese de ácidos 

micólicos, lipídios complexos e glicolipídios em M. bovis BCG e a perda de sua função é 

letal para micobactérias no interior de macrófagos. 

A NAT inativa a isoniazida por acetilação (UPTON et al., 2001). BHAKTA et al. 

(2004), citaram que há uma competição in vitro entre a NAT e a  KatG pela isoniazida, 

logo, uma expressão acentuada da NAT poderia diminuir os níveis de isoniazida ativa. 

A figura 14 resume as atividades da isoniazida no interior de uma célula 

micobacteriana e os possíveis mecanismos de resistência desenvolvidos pela célula.  
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Fig. 14. Mecanismo de ação da isoniazida e resistência micobacteriana. Sod: 

superóxido dismutasse, KatG: catalase-peroxidase, NAT: N-acetiltransferase, AhpC:

alquil-hidroperoxido redutase, InhA: enoil-ACP redutase. KasA: -cetoacil-ACP sintase 

e ROS: espécies reativas de oxigênio (MAGLIOZZO & MAREINKEVICIENE, 1997; 

WANG et al., 1998; NGUYEN, 2001; SANDY et al.,2002; RAWAT et al., 2003; SINGH et 

al., 2004) 
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2.3.3 OXADIAZÓIS 

O núcleo oxazolidínico tem despertado o interesse de pesquisadores devido as 

suas propriedades farmacêuticas como antipasmódico, dilatador coronário, anestésico 

local, sedativo, antiinflamatório, analgésico e anti-helmíntico (LEITE et al., 1999, 2000; 

SRIVASTAVA et al., 2003).  

São quatro os isômeros oxadiazóis (Fig. 15), mas os anéis 1,2,4-oxadiazol e 

1,3,4-oxadiazol têm apresentado os melhores resultados farmacológicos (SANTOS 

FILHO, 2002). 

N

O

N

N

O

N N

O

N
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a)                 b) c)   d)   

                                                           

Fig. 15 Estruturas químicas dos isômeros oxadiazóis, 1,2,3-oxadiazol (a); 1,2,4-

oxadiazol (b); 1,2,5-oxadiazol (c); e 1,3,4-oxadiazol (d) (VICENTE, 2003).   

A atividade antimicrobiana dos derivados oxadiazóis também tem sido 

observada. SAHIN, et al. (2002) descreveram oxadiazóis ativos contra cepas de S.

aureus, E. coli, P. aeruginosa e C. albicans com a CIM entre 64-256 μg/ml. GEZGINCI 

et al. (2001) obtiveram 1,2,4-oxadiazóis com atividade contra M. tuberculosis.

Trabalho realizado por SANTOS FILHO (2002) com uma série de novos 

derivados 1,2,4-oxadiazol-acil-hidrazona demonstrou que o [3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-

oxadiazol-5-il]-acil-hidrazina (H) apresentou atividade frente ao M. fortuitum, M.

smegmatis e M. phlei. Esse composto apresentou halos de inibição de 35 mm para o M.

fortuitum, 30 mm para o M. phlei e 16 mm para o M. smegmatis nos testes de atividade 
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utilizando-se o método de Kirb-Bauer. Posteriormente, VICENTE (2003), encontrou 

valores de CIM de 25 a 50 μg/ml para o M. fortuitum M. smegmatis, respectivamente. 

2.4 ASSOCIAÇÃO DE DROGAS 

O tratamento urgente de infecções graves não diagnosticadas, infecções 

polilmicrobianas, o risco de seleção de mutantes resistentes, o aumento do efeito 

microbicida e a diminuição de doses tóxicas são os fatores que incentivam a utilização 

de combinações de drogas para o tratamento de infecções (KROGSTAD & 

MOELLERING, 1986). 

O tratamento de infecções micobacterianas requer o uso de drogas que não são 

comumente usados em infecções por outras bactérias. As micobactérias não são 

eliminadas rapidamente por agentes microbicidas e a terapia utiliza-se de múltiplas 

drogas por períodos prolongados. Esses fatores tornam necessário o monitoramento de 

possíveis efeitos tóxicos das drogas utilizadas e da falta de aderência por parte do 

paciente ao tratamento (NUERMBERGER & GROSSET, 2004).   

A CIM e a CBM são parâmetros utilizados para verificar a ação de um agente 

frente a um determinado microrganismo. A CIM corresponde a menor concentração da 

droga que não permite o crescimento microbiano visível de inóculos padronizados, após 

exposição a uma série de diluições da droga e incubação por 18 a 24 h a 35-37oC. A 

CMB é a menor concentração da droga que reduz um inóculo microbiano em 99,99% 

(CRAIG & EBERT, 1991). 

A CIM e a CBM são técnicas utilizadas para a seleção de drogas para uso clínico 

e quantifica a atividade de um antibiótico frente a um agente infeccioso (NICOLAU, 

2003)

O sucesso de um tratamento antimicrobiano depende não somente da interação 

entre o patógeno, droga e hospedeiro, mas também do bloqueio no surgimento da 

resistência microbiana (NICOLAU, 2003).      
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Entretanto, com esses parâmetros é possível apenas definir se a droga elimina 

ou não o microrganismo, é impossível avaliar a extensão da ação bactericida ao longo 

do tempo ou os efeitos de variação no tamanho de inóculos e concentração do fármaco 

(LI, 2000).  

Essas informações podem ser obtidas pela cinética bactericida a qual descreve a 

ação do fármaco ou a ação de associações de drogas ao longo do tempo de contato.  

Assim, pode-se avaliar o andamento e extensão da ação bactericida quantificando-se 

em intervalos regulares de tempo o número de células viáveis durante a exposição do 

microrganismo as concentrações farmacológicas da droga ou de associações de 

drogas (LI & ZHU, 2002).  

Com os dados obtidos durante o contato do microrganismo com as drogas é 

possível fazer uma curva de morte versus tempo a qual consiste de uma fase lag, uma 

fase log e a fase de recrescimento (LI, 2000). 

O tempo requerido para penetração do antimicrobiano dentro da célula 

caracteriza a fase lag enquanto que a fase log refere-se à medida quantitativa para a 

intensidade do efeito bactericida. Uma fase de recrescimento pode ser observada e 

caracteriza a habilidade do microrganismo em resistir ao ataque da droga (LI, 2000).  



Joás Lucas da Silva                                      Atividade Bactericida da -lapachona, da isoniazida... 

57

3. MATERIAIS E MÉTODO 

3.1. Microrganismos 

Os estudos da CIM, CBM e Cinética bactericida foram realizados com dois 

isolados clínicos de micobactérias atípicas: M. fortuitum e M. smegmatis que pertencem 

ao Laboratório de Bioquímica e Fisiologia de Microrganismos da UFPE.  

3.2. Meios de cultura 

O meio para manutenção do microrganismo foi o de Lowenstein-Jensen (Bio-

Merieux). Para experimentação, os meios de cultura utilizados foram caldo Mueller-

Hinton (Oxoid) suplementado com 0,1% de tween 80 (Merck) e meio sólido de Mueller-

Hinton (Oxoid).  

3.3. Preparação e padronização do inóculo 

A partir das culturas mantidas em meio sólido de Lowenstein-Jensen foram 

preparadas culturas em meio líquido de Mueller-Hinton contendo 0,1% v/v de Tween 

80. M. fortuitum e M. smegmatis foram incubados por um período de 120 h a 37oC, 

originando assim, culturas primárias. Estas culturas primárias foram diluídas em novo 

meio de Mueller-Hinton e incubadas por 72 h a 37oC. Após incubação, as culturas foram 

diluídas em meio caldo de Mueller-Hinton a fim de obter um inóculo padronizado em 

106UFC/mL.  
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3.4. Preparação das soluções estoque das drogas 

As soluções estoque das drogas de concentração equivalente a 2560 μg/mL 

foram preparadas a partir de suas substâncias de referência; isoniazida a 98% de 

pureza (LAFEPE), -lapachona a 100% de pureza (Departamento de Antibióticos da 

Universidade Federal de Pernambuco) e do derivado 1,2,4-oxadiazol a 100% de 

pureza, sintetizado no Laboratório de Planejamento e Síntese de Fármacos do 

Departamento de Antibióticos da UFPE  sobre a responsabilidade do Professor Ivan da 

Rocha Pitta. 

A isoniazida foi diluída em água destilada esterilizada, a -lapachona foi diluída 

em um sistema composto de água e propilenoglicol (1:1) e o derivado 1,2,4-oxadiazol 

em um sistema formado por DMSO, Tween 80 e água destilada esterilizada (1:1:48).  

3.5. Determinação da Concentração Inibitória Mínima (CIM) 

3.5.1. Enumeração inicial da cultura 

A partir do inóculo padronizado em 106 UFC/mL foram realizadas diluições 

seriadas que variaram de 10-1 a 10-6. Para tanto, uma alíquota de 0,5 mL foi transferida 

para um tubo contendo 4,5 mL de água destilada esterilizada. Cinco alíquotas de 10 L

de cada diluição foram inoculadas em placas contendo ágar Mueller-Hinton e 

incubadas. Após 72 h de incubação foi realizada uma enumeração e o resultado 

expresso em UFC/mL. 
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3.5.2. Diluição seriada dos fármacos 

As soluções estoque dos fármacos foram diluídas sucessivamente a fim de obter 

uma série de diluição de razão dois que variaram de 2560 a 5 μg/mL. 

3.5.3. Exposição dos microrganismos às drogas

Uma alíquota de 0,5 mL de cada uma dessas soluções seriadas de fármaco foi 

transferida para tubos contendo 4,5 mL de caldo Mueller-Hinton, com o microrganismo 

padronizado. Assim, as concentrações finais dos fármacos nos tubos variaram de 256 a 

0,5 μg/mL No tubo controle foi utilizado 0,5 mL de água destilada esterilizada. Tubos 

controle, contendo apenas os microrganismos e os sistemas de solventes utilizados na 

diluição do derivado 1,2,4-oxadiazol e -lapachona foram incorporados aos testes para 

averiguar possíveis efeitos intrínsecos dos diluentes sobre os microrganismos. Os tubos 

foram incubados por 72 h a 37oC (Fig. 16). 

3.5.4. Leitura

Após a incubação, a menor concentração de droga, na qual houve ausência de 

crescimento visível, foi considerada como a concentração inibitória mínima (CIM).  

3.6. Determinação da CBM 

A partir do tubo no qual não houve crescimento visível do microrganismo, foi feito 

semeio em placas contendo ágar Mueller-Hinton. Cinco alíquotas de 10 μL de cada 

tubo foram semeadas. As placas foram incubadas a 37oC por 72 h. A CBM foi definida 

pela diluição da droga onde houve sobrevivência de 0,01% de microrganismo (Fig. 16). 
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Todos os resultados foram obtidos em triplicata e foram expressos pela média e 

desvio padrão. A CIM e a CBM do derivado 1,2,4-oxadiazol foi anteriormente 

determinada por VICENTE (2003).    

Fig. 16. Esquema da metodologia utilizada para determinação da Concentração 

Inibitória Mínima e da Concentração Bactericida Mínima da -lapachona, isoniazida e 

do derivado 1,2,4-oxadiazol frente ao M. fortuitum e M. smegmatis.

Transferência de 0,5 mL
de droga para tubos com 
4,5 ml contendo  106

UFC/mL.

Droga  

Diluição seriada de  razão 2 

Incubação 72 h/37oC
Verificação da menor 
concentração do fármaco 
onde houve ausência de 
crescimento (CIM) 

Semeio para determinação da 
CBM. 
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3.7. Cinética bactericida 

A atividade bactericida do derivado 1,2,4-oxadiazol-hidrazida, da isoniazida, da -

lapachona e suas associações foi determinada pela técnica das cinéticas bactericidas. 

A técnica consiste em determinar por enumeração das unidades formadoras de 

colônias o número de bactérias sobreviventes de um inóculo previamente padronizado 

exposto as concentrações conhecidas de drogas, em função do tempo (KROGSTAD & 

MOELLERING, 1996). As concentrações das drogas utilizadas no experimento foram 

iguais as CIMs, previamente estabelecidas.  

Os inóculos foram padronizados de acordo com a metodologia descrita no ítem 

3.3. Volumes de 0,5 mL contendo as drogas ou suas associações foram transferidos 

para tubos contendo 4,5 mL de meio líquido de Mueller-Hinton com a suspensão 

bacteriana padronizada. O tubo controle foi formado por 4,5 mL de cultura padronizada 

mais 0,5 mL de água destilada esterilizada. 

3.7.1. Protocolo experimental

O acompanhamento da atividade bactericida foi realizado por um período de 

144h. Alíquotas de 0,5 mL foram retiradas do tubo controle e de cada tubo contendo o 

microrganismo exposto à droga ou associações a cada 24 h e enumeradas conforme o 

ítem 3.5.1. 

Cada experimento foi realizado em triplicata e os resultados expressos pela 

média aritmética e desvio padrão. Com os valores obtidos foi possível traçar uma curva 

representando o número de bactérias viáveis em logaritmo decimal (ordenada) em 

função do tempo de exposição em horas (abscissa).    

A figura 17 resume a metodologia utilizada para o estudo da cinética bactericida 

da -lapachona, da isoniazida, do derivado 1,2,4-oxadiazol e de suas associações 

frente ao M. fortuitum  e M. smegmatis.
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Fig. 17.  Esquema da Cinética bactericida da -lapachona (B), isoniazida (I), do 

derivado 1,2,4-oxadiazol  (H) e suas associações frente ao M. fortuitum e M. smegmatis.
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO    

Os valores da concentração inibitória mínima e concentração bactericida mínima 

da -lapachona,  isoniazida e do [3-( -hidroxi-fenil)1,2,4-oxadiazol-5-il] acil hidrazida  

estão apresentados na tabela 2. As figuras 18 e 19 mostram os resultados da CIM 

obtidos para -lapachona frente ao M. fortuitum e M. smegmatis.

Das drogas ensaiadas in vitro a isoniazida mostrou ser a mais ativa. Essa droga 

apresentou uma CIM de 8 μg/mL e uma CBM de 16 μg/mL para ambos os 

microrganismos. Esses resultados corroboram com os dados publicados por TENG & 

DICK (2003) para o M. smegmatis que obtiveram uma CIM para isoniazida de 10 

μg/mL. Resultados superiores a 30 μg/mL para cepas de M. smegmatis também foram 

obtidos por HEYM & COLE (1992). Essas diferenças na sensibilidade destes 

microrganismos à isoniazida podem ser devido origem destes microrganismos. 

 Esses dados reafirmam a característica de ser as micobactérias atípicas mais 

resistentes a isoniazida que o M. tuberculosis (BANERJEE et al., 1994; LEI et al., 2000). 

Essa resistência está ligada ao mecanismo de regulação do estresse oxidativo, a 

velocidade de síntese dos componentes da parede celular e a concentração da enzima 

catalase-peroxidase (MAGLIOZZO & MARCINKEVICIENE, 1997; LEI et al., 2000; 

SLAYDEN & BARRY, 2000). 

A CIM e a CBM  da -lapachona obtida para ambos os microrganismos 

estudados foram de 32 μg/mL e 64 μg/mL, respectivamente (Figs 18 e 19).  Estes 

valores foram próximos dos encontrados por D’ALBUQUERQUE et al. (1972) cujas 

CIMs para o M. smegmatis ficaram situadas entre 40 e 60 μg/mL.  

A atividade microbicida da -lapachona tem sido amplamente divulgada, 

entretanto, escassos são os trabalhos que relacionam a atividade desta quinona frente 

as micobactérias (GUIRAUD et al., 1994; RIFELL et al., 2002; ANDRADE-NETO et al., 

2004).
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Recentemente, TRAN et al. (2004) estudaram uma série de quinonas e 

encontraram valores de CIM e CBM de 12,5 e 50 μg/mL para plumbagina frente ao M.

smegmatis, respectivamente. O 2,3-dipropil-1,4-naftoquinona apresentou CIM de 50 

μg/mL frente a um isolado clínico de M. fortuitum.

A CIM e a CBM obtida para a -lapachona frente ao M. fortuitum e M. smegmatis

neste trabalho demonstra que esta droga, assim como outras quinonas, apresentam 

atividade bactericida contra esses microrganismos.   

Tabela. 2. Resultados da concentração inibitória mínima e da concentração 

bactericida mínima em μg/mL da -lapachona, isoniazida e do derivado do 1,2,4-

oxadiazol*.   

drogas isoniazida -lapachona derivado 1,2,4-oxadiazol 

Microrganismo CIM CBM CIM CBM CIM CBM

M. fortuitum 

M. smegmatis 

8

8

16 

16 

32 

32 

64 

64 

25 

50 

100 

>100 

   * A CIM e a CBM do derivado 1,2,4-oxadiazol foram obtidos por VICENTE (2003). 
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Fig. 18 Resultados do teste da Concentração Inibitória Mínima da -lapachona (32 

μg/mL) para o Mycobacterium fortuitum. A concentração da -lapachona decresce, na 

razão 2, de 256 a 0,5  μg/mL 

Fig. 19 Resultados do teste da Concentração Inibitória Mínima da -lapachona para o 

Mycobacterium smegmatis. A concentração da -lapachona decresce, na razão 2, de 

256 a 0,5  μg/mL. 

256   128      64      32     16     8       4       2        1      0,5 

            256   128    64     32      16      8        4        2       1     0,5 
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Trabalhos publicados têm proposto vários mecanismos de ação de quinonas em 

células eucariontes, mas poucos são os estudos em relação às bactérias (DOCAMPO 

et al., 1978; PORTELA et al., 1996; PINK et al., 2000; SILVA et al., 2003).  

TRAN et al. (2004), sugeriram que o mecanismo de ação de quinonas em 

micobactérias poderia ser diferente dos propostos para células de mamíferos, pois a 

2,3-dimetil-1,4-naftoquinona apresentou atividade antimicobacteriana similar a 1,4-

naftoquinona, mas o primeiro composto é dez vezes menos citotóxico em hepatócitos 

de cobaios in vitro. Diferentemente, a plumbagina (2-metil-5-hidroxi-naftoquinona) 

apresentou-se oito vezes mais efetiva contra M. avium quando comparado com a 1,4-

naftoquinona, mas apenas 2,6 vezes mais tóxica para hepatócitos de cobaios. Porém, é 

necessário observar as diferenças nos mecanismos de defesa contra os agentes 

deletérios ou uma possível conversão a um agente mais ativo no interior dos 

hepatócitos ou nas micobactérias. Assim, o mecanismo de ação da -lapachona pode 

ser semelhante em células de mamífero e micobactérias, mas a sensibilidade e a 

resistência desenvolvida pelos microrganismos serem diferentes.    

Os resultados da CIM e CBM do derivado 1,2,4-oxadiazol foram obtidos por 

VICENTE (2003). A CIM foi de 25 μg/mL e 50 μg/mL para o M. fortuitum e M.

smegmatis, respectivamente. A CBM situou-se em 100 e >100 μg/mL para o M.

fortuitum e M. smegmatis, respectivamente.  

O núcleo oxazolidínico tem sido amplamente estudado quanto a sua atividade 

biológica (SAHIN et al.,2002; SRIVASTAVA et al., 2003. GEZGINCI et al. (2001) 

obtiveram uma série de derivados do 1,2,4-oxadiazol com valores da CIM variando de 

4,5 a > 286 μg/mL. Estes resultados foram influenciados pelos substituintes no 

grupamento farmacofórico. 

Modificações estruturais no derivado [3-(4-hidroxi-fenil)-1,2,4-oxadiazol-5-il]-acil-

hidrazina poderá ser uma ferramenta para obter moléculas mais ativas frente as 

micobactérias. 

Quanto à atividade bactericida das drogas e suas associações, as curvas 

traçadas a partir das médias calculadas das três manipulações estão ilustradas nas 

figuras 20-29.  
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A -lapachona reduziu o inóculo de M. fortuitum em 1,27 log10 UFC/mL em 72 h 

(Fig. 20). Um recrescimento deste microrganismo foi observado após 96 h de contato. 

 Frente ao M. smegmatis (Fig. 21), a -lapachona  induziu uma redução do 

inóculo de 0,70 e 2,03 log10 UFC/mL após 24 e 72 h, respectivamente. Uma redução 

progressiva da população microbiana foi observada até a esterilização em 120 h de 

contato.  

A atividade microbicida da -lapachona envolve a produção de radicais livres que 

promovem alterações celulares e levam a exaustão dos mecanismos celulares de 

defesa (BABIOR, 1997; FRIDOVICH, 1998; SILVA et al., 2003). Esta atividade pode ser 

revertida pelo aumento da expressão da enzima superóxido dismutase (WANG et al., 

1998).   

Quando comparamos os microrganismos, estes resultados demonstram uma 

maior sensibilidade do M. smegmatis à -lapachona e pode ser devido a uma maior 

habilidade do M. fortuitum em desenvolver resistência a droga por aumento da 

expressão de enzimas antioxidantes (BULATOVIC, 2002).    

Para ambos os microrganismos houve uma diminuição significativa do número 

de unidades formadoras de colônias após contato com a isoniazida nas primeiras 24 h. 

(Fig. 20 e 21). Esta droga reduziu o número de células viáveis do M. fortuitum em 1,54 

log10 UFC/mL após 24 h. Para o M. smegmatis a redução do inóculo foi de 1,56 log10

UFC/mL em 24 h e 2,45 log10 UFC/mL em 48 h. Essas reduções foram seguidas de 

recrescimento após 48 h para o M. fortuitum e 72 h para o M. smegmatis.

A resistência das micobactérias não tuberculosas a isoniazida tem sido 

amplamente descrita na literatura, alguns estudos sugerem que a parede celular 

desempenha um papel importante nos mecanismos de resistência além da velocidade 

de ativação da isoniazida no interior de diferentes espécies micobacterianas (MDLULI 

et al. 1998).  

O derivado 1,2,4-oxadiazol foi responsável por uma redução de 1,72 log10

UFC/mL nas primeiras 24 h frente ao M. fortuitum e 1,81 log10 UFC/mL frente ao M.

smegmatis. A máxima redução observada para o M. fortuitum frente ao derivado 1,2,4-



Joás Lucas da Silva                                      Atividade Bactericida da -lapachona, da isoniazida... 

68

oxadiazol foi 2,8 UFC/mL em 72 h e 2,39 log10 UFC/mL frente ao M. smegmatis em 48h.  

Essas reduções foram seguidas de recrescimento até 144 h de contato (Fig. 20 e 21).  

Estes resultados permitem afirmar que o derivado 1,2,4-oxadiazol apresentou 

uma atividade bactericida mais acentuada que a -lapachona e isoniazida nas primeiras 

24 h de incubação frente as duas micobactérias.  Porém, o recrescimento microbiano 

observado com as drogas informa a seleção de microrganismos resistentes durante o 

período de contato. A atividade antimicrobiana observada neste estudo para o derivado 

1,2,4-oxadiazol permite afirmar que os oxadiazóis podem ser estudados para o 

desenvolvimento de novas drogas.  

A habilidade no desenvolvimento de resistência durante a antibioticoterapia é o 

principal motivo para a utilização de associações de drogas, principalmente em 

micobacterioses (SILVA et al., 2001). 
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Fig. 20 Atividade bactericida da, isoniazida (I), -lapachona (B) e do derivado 1,2,4-

oxadiazol hidrazida (H) frente ao M. fortuitum. C = controle. 
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Fig. 21 Atividade bactericida da isoniazida (I), -lapachona (B) e do derivado 1,2,4-

oxidiazol hidrazida (H) frente ao M. smegmatis.  C = controle. 

A utilização da associação isoniazida- -lapachona aumentou a atividade 

bactericida quando comparada com a isoniazida ou -lapachona. Foi observado uma 

redução do inóculo de 2,74 log10 UFC/mL para o M. smegmatis e 2,42 log10 UFC/mL 

para o M. fortuitum em 72 h. A dupla associação esterilizou o cultivo de ambos os 

microrganismos em 96 horas de contato (Fig. 22 e 23).  

Dois são os motivos sugeridos para o aumento da atividade da associação -

lapachona-isoniazida em relação as drogas ensaiadas isoladamente: os danos 

causados pela ação oxidante as macromoléculas dos microrganismos e o aumento da 

ativação da isoniazida pela KatG em presença da -lapachona. 
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Fig. 22 Atividade bactericida da associação -lapachona (B) e isoniazida (I) frente ao M.

fortuitum. C = controle. 
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Fig. 23 Cinética bactericida da associação -lapachona (B) e isoniazida (I) frente ao M.

smegmatis. C = controle 
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Resultados obtidos por CRUZ et al. (1978) frente a cepas de Bacillus 

stearothermophilus e B. subtilis afirmam que a toxicidade da -lapachona em bactérias 

é devido a produção de superóxido e peróxido de hidrogênio com conseqüente 

inativação de enzimas e danos aos lipídios da parede celular.  

A ação oxidante da -lapachona também é sugerida como o fator de indução de 

morte celular em células de mamíferos e protozoários tratados com esta droga in vitro

(MATÈS et al., 2000; PLANCHON et al., 2001; ROVER JÚNIOR, 2001; SILVA et al., 

2003).

Um aumento na atividade micobactericida da isoniazida in vitro tem sido 

observado quando micobactérias são tratadas por esse fármaco em presença de 

agentes oxidantes. WANG et al. (1998) demonstraram que a plumbagina potencializou 

a ação da isoniazida sobre uma cepa de M. smegmatis contendo a KatG de M. 

tuberculosis. Segundo WANG (1998), a enzima KatG é convertida à forma ativa em 

presença de superóxido (ítem 2.3.2.3) e, conseqüentemente, ativa a isoniazida.  

Sugere-se que o aumento da produção de superóxidos pela -lapachona 

aumentou a biossíntese de KatG ativa na célula micobacteriana induzindo assim uma 

maior produção de isoniazida ativa e, conseqüentemente, um maior efeito bactericida. 

O trabalho realizado por BULATOVIC et al. (2002), demonstrou que a CIM da 

isoniazida frente a uma cepa de M. tuberculosis reduziu de 0,025 para 0,012 μg/mL na 

presença de 0,1 μg/mL de clofazimina, uma droga geradora de superóxidos e utilizada 

no combate ao M. leprae, e 0,008 μg/mL na presença de 20 μM de plumbagina, 

resultados que corroboram com os dados obtidos neste trabalho. 

Frente ao M. smegmatis, a associação -lapachona e o derivado 1,2,4-oxadiazol 

demonstrou uma redução de 1,8 log10 UFC/mL em 72 horas de contato. A redução 

progrediu até a esterilização do inóculo em 144 h (Fig. 24). Embora tenha esterilizado a 

cultura, essa dupla associação demonstrou um caráter antagônico, uma vez que essa 

combinação não potencializou o efeito da droga mais ativa, no caso a -lapachona. 

Para o M. fortuitum essa associação foi menos ativa (Fig. 25). A máxima redução 

observada foi 1,0 log10 UFC/mL em 72 h com posterior recrescimento da cultura. Esse 
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resultado deve-se ao fato da maior resistência do M. fortuitum a -lapachona quando 

comparado com a cepa de M. smegmatis.

A dupla associação isoniazida e o derivado 1,2,4-oxadiazol reduziu o inóculo do 

M. smegmatis em 1,7 log10 UFC/mL em 24 h de contato. A máxima redução foi 

observada em 48 h, 2,46 log10 UFC/mL (Fig. 26).   
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Fig. 24 Atividade bactericida da associação -lapachona (B), e do derivado 1,2,4-

oxadiazol (H) frente ao M. smegmatis. C = controle. 
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Fig. 25 Atividade bactericida da associação -lapachona (B) e do derivado 1,2,4-

oxadiazol (H) frente ao M. fortuitum. C = controle.  
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Fig. 26 Atividade bactericida da associação isoniazida (I) e do derivado 1,2,4-oxadiazol 

hidrazida (H) frente ao M. smegmatis. C = controle. 
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Frente ao M. fortuitum, essa associação reduziu o inóculo em 1,6 log10 UFC/mL 

nas primeiras 24 h de contato. A máxima redução foi observada em 96 h, 2,62 log10

UFC/mL (Fig. 27).    
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Fig. 27 Atividade bactericida da associação isoniazida (I) e do derivado 1,2,4-oxadiazol 

frente ao M. fortuitum. C = controle. 

A tripla associação -lapachona, isoniazida e o derivado 1,2,4-oxadiazol, frente 

ao M. smegmatis, apresentou uma redução do cultivo de 2,02 log10 UFC/mL em 72 

horas. A redução do número de células viáveis foi progressiva até a esterilização do 

meio em 144 horas de contato (Fig. 28).  Para o M. fortuitum, os resultados foram 

semelhantes aos obtidos para a dupla associação -lapachona e isoniazida, ou seja, a 

tripla associação esterilizou o cultivo em 96 horas de contato (Fig. 29). 

A atividade observada para o derivado 1,2,4-oxadiazol permite afirmar que os 

anéis oxadiazóis são promissores para o desenvolvimento de novas drogas 

antimicobacterianas. 
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Fig. 28 Atividade bactericida da associação -lapachona, isoniazida e do deridado 

1,2,4-oxadiazol hidrazida frente ao M. smegmatis. C = controle. 
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Fig. 29 Atividade bactericida da associação -lapachona (B), isoniazida (I) e do 

derivado 1,2,4-oxadiazol (H) frente ao M. fortuitum. C = controle. 
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5. CONCLUSÕES  

Os resultados da CIM e CBM apresentados pela -lapachona demonstram que 

esta possui atividade bactericida sobre o M. fortuitum e M. smegmatis.

O recrescimento dos microrganismos observados na cinética bactericida 

caracteriza o surgimento de microrganismos resistentes, um fator não desejável em 

terapias antimicrobianas. 

A dupla associação -lapachona-isoniazida esterilizou os inóculos do M. 

fortuitum e M. smegmatis em 96 h de contato. Esses resultados caracterizam uma 

potencialização da atividade da isoniazida em presença da -lapachona.  

Esses resultados, conjuntamente com dados descritos na literatura, sugerem que 

a atividade oxidante da -lapachona é a responsável pelo aumento da atividade 

bactericida da associação.  

A atividade observada para o derivado do 1,2,4-oxadiazol permite afirmar que os 

anéis oxadiazóis são promissores para o desenvolvimento de novas drogas 

antimicobacterianas. 

A adição do derivado 1,2,4-oxadiazol para formação da tripla associação ou a 

combinação dessa droga com a -lapachona ou isoniazida mostrou-se ineficaz. É 

necessário estudar o mecanismo de ação da droga bem como o sítio de ação  a fim de 

se obter dados que permitam descrever as causas desse antagonismo.   
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1. Abstract 

Nontuberculous mycobacteria are ubiquitous and saprophytic organisms that have been 

implicated in a wide spectrum of diseases due to the increase in immunocompromised 

patients. Indeed, the natural resistance of atypical mycobacteria to the classical 

aintituberculous drugs has encouraged researches in order to obtain new 

chemotherapeutic agents against mycobacteria. The aim of this study was to determine 

in vitro antimycobacterial activities of -lapachone alone and in combination with 

isoniazid against Mycobacterium fortuitum and M. smegmatis by the Time-Kill Curve 

method. The results confirmed -lapachone as an active drug against both 

microorganisms as well as other quinones. The combined effect of -lapachone and 

isoniazid was significantly greater than when these drugs were tested separately.  

Key words: time-kill curves, -lapachone, Nontuberculous mycobacteria, isoniazid  
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2. Introduction 

Nontuberculous or atypical mycobacteria are opportunistic pathogens frequently 

found in water sources, soil, dust, air and animals. These organisms are implicated in 

infections of skin, bones and soft tissues (Falkinhan, 1996; Ara et al., 2003; Hong et al., 

2003).

Immunocompromised patients are susceptible to disseminated infection caused by 

nontuberculous mycobacteria, particularly patients in the terminal stages of AIDS since 

immunological status is important to the advance of disease. Nontuberculous 

mycobaterial infection has been documented most notably after the outbreak AIDS 

epidemic (Falkinhan, 1996). 

Treatment of infections caused by members of the mycobacterial genus is difficult, 

lengthy and not always successful. This is a result of multi-drug regimens, administered

over prolonged periods, taken from a small selection of drugs available, with significant 

side effects, and the intrinsic resistance to a wide range of drugs (Nuermberger and 

Grosset, 2004). These problems have stimulated researches to find novel 

antimycobaterial agents (Duncan, 2003). 

Most atypical bacteria are resistant to isonicotinic acid hydrazide (isoniazid), one of 

the most used therapeutic agents for the treatment of tuberculosis. Isoniazid is a 

prodrug that requires activation by an endogenous mycobacterial enzyme, catalase-

peroxidase (KatG), in a process that requires molecular oxygen (Zhang et al., 1992; 

Singh et al., 2004). 

In recent study, Tran et al. (2004) demonstrated quinones as active drugs against M. 

tuberculosis, M. smegmatis and M. avium. The mechanism of toxicity in these 
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compounds is being investigated and some reports have suggested that quinones 

stimulate oxidative stress in biological systems (Ribeiro-Rodrigues et al., 1995; Portela 

et al., 1996).  

-lapachone (3,4-dihydro-2,2-dimethyl-2H-naphthol[1,2-b]pyran-5,6-dione), a natural 

quinone extracted from the bark of Lapacho tree (Tabebuia avellanedae) or synthesized 

from lapachol or lomatiol (Lima et al., 1962; Schaffner-Sabba et al., 1984) is well known 

to have a variety of pharmacological effects as trypanocidal, moluscicidal, antifungal , 

antibacterial , antiviral and anticancer (Li et al., 1993; Guiraud et al., 1994; Santos et al., 

2001; Pardee et al., 2002).  

Quinones have been reported to stimulate isoniazid activity, most likely by increasing 

intracellular superoxide production. Recent works have suggested that the resting form 

of KatG is converted to an active form in the presence of superoxide.  Consequently, 

further isoniazid active may be produced when this drug is combined with a compound 

that stimulates oxidative stress (Bulatovic et al., 2002).    

The present work compares the in vitro antimycobacterial activity of -lapachone 

alone, as well as in combination with isoniazid at minimum inhibitory concentration 

against Mycobacterium fortuitum and M. smegmatis by using the Time-Kill Curve 

method. Note that there are no reports about oxidant activity of -lapachone in 

combination with isoniazid.
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3. Material and methods 

Strains 

M. fortuitum and M. smegmatis strains were clinical isolates obtained from AIDS 

patients. They were scraped from Lowestein-Jensen slants, and recultured in Mueller-

Hinton broth (Oxoid) plus 0.01% tween 80.    

Drugs 

Isoniazid (LAFEPE) was dissolved in distilled sterile water. -lapachone was provided 

by Departamento de antibióticos-Universidade Federal de Pernambuco and dissolved in

propyleneglicol, followed by water. All drug solutions were prepared on the day of 

testing. Appropriate solvent controls were made to exclude the possibility that the higher 

concentrations of solvents used would have toxic effects on their own.   

Determination of viable counts 

Samples of culture were removed and 10-fold dilutions were made in sterile saline. 

After that, six 10 μL aliquots from each tube were plated onto Mueller-Hinton agar. After 

incubation at 37o C for 72 h, colonies were counted using a colony counter (Biomatic).   

MIC and MBC determinations

The MICs for the two drugs were measured by a standard twofold dilution method in 

Mueller-Hinton broth (Oxoid) plus 0. 01% of tween 80. The inocula of M. fortuitum and 

M. smegmatis were grown at 37o C for 72 h. The microorganisms were then diluted into 

fresh broth and adjusted to obtain a final inoculum of approximately 106 CFU/mL, as 
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determined by the viable count method. Then, 4.5 mL of each culture was used as the 

inoculum for each 0.5mL of the drug. The final concentration of each drug ranged from 

0.5 to 128 g/mL. The MIC was determined as the lowest concentration that prevented 

visible growth after incubation at 37o C for 72 h.  

Samples of 10 μL were transferred from tubes, which had not grown microorganisms, 

onto Mueller-Hinton agar plates which were then incubated for 72 h at 37o C. The MBC 

was the lowest drug concentration inhibiting 99.9% of the bacterial population.  All 

experiments were carried out in triplicate on three different days. 

Bactericidal kinetic studies 

The bactericidal activity of drugs was determined by the Time-kill curve method. The 

log-phase inoculum was prepared in a manner similar to the MIC and MBC. Tubes 

containing the inoculum and either single drugs or combined drugs at MIC were 

prepared. A growth tube without drugs was used as a control. The tubes were incubated 

at 37oC and appropriate dilutions were performed at 0, 24, 48, 72, 96, 120 and 144 h in 

order to determine the number of viable bacteria (log10 CFU/mL. Time-kill curves at each 

drug, individually and in combinations were then constructed by plotting log10 CFU/mL 

versus time. All experiments were carried out in triplicate on three different days. 
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4. Results  

4.1 Determination of MIC and MBC of -lapachone and isoniazid

The MIC and MBC values of -lapachone for both microorganisms were 32 and 64 

μg/mL, respectively. For isoniazid, the MIC and MBC for both microorganisms were 8 

and 16 μg/mL, respectively (Table 1). 

4.2 Bactericidal activity 

The results obtained by incubating M. fortuitum in the presence of -lapachone alone 

as well as in combination with isoniazid are given in Fig. 1. For -lapachone, there was 

no significant reduction in the number of viable bacteria during 144-h incubation at 37o

C. On the other hand, isoniazid produced a 1.54-log reduction in count at 24-h 

compared with the control. A regrowth was observed after 48-h incubation.  

The combination of these two drugs exhibited an excellent inhibitory effect on M.

fortuitum compared with either -lapachone or isoniazid alone. The bactericidal effect 

was observed at 96-h incubation. This combination was able to prevent regrowth.  

The log10 decrease of viable cell counts induced by -lapachone either alone or in 

combination with isoniazid against M. smegmatis is given in Fig. 2. 

-lapachone alone was more highly active against M. smegmatis. Bactericidal effect 

was detected at 120-h incubation, while similar results were not observed with M.

fortuitum.

Isoniazid produced a 1.46-log reduction in count at 48 h compared with the control; 

however, regrowth was observed after 48-h incubation. On the other hand, these 
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compounds in combination exhibited satisfactory activity against M. smegmatis. The 

bactericidal effect was observed at 96-h incubation and regrowth was not observed.    

5. Discussion 

    The MIC and MBC of isoniazid and -lapachone were determined by broth dilution 

method. Although the data in the literature on the in vitro activity of quinones against 

atypical mycobateria is limited, our MIC values for -lapachone our MIC values for -

lapachone are in general agreement with those obtained by D’albuquerque et al. (1972) 

against M. smegmatis. This study, using M. smegmatis, reported MICs ranging from 40 

to 60 μg/mL. In recent study, Tran et al. (2004) reported the in vitro antimycobacterial of 

quinone derivatives against M. fortuitum and M. smegmatis.  Plumbagin was the most 

potent synthesized quinone against M. smegmatis and M. avium exhibiting a MIC value 

of 12,5 μg/mL while 2,3-dipropyl-1,4-naphthoquinone had a MIC of 50μg/mL against M.

fortuitum.

The results of MIC and MBC for -lapachone described above confirmed this 

compound as an active drug against M. fortuitum and M. smegmatis as well as other 

quinones. 

The results of MIC and MBC for isoniazid against both microorganisms presented 

here are in agreement with previously published articles (Telles and Yates, 1994; Teng 

and Dick, 2003). These results are consistent with the isoniazid activity against 

nontuberculous mycobacteria which have intrinsic resistance to this drug. This 

resistance has often been attributed to a decreased permeability of the cell wall and the 

rate of conversion of isoniazid to active form (Mdluli et al., 1998). In addition, higher 
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levels of resistance may be acquired with the loss of catalase-peroxidase activity and 

overproduction of superoxide dismutase (Zhang et al., 1992; Bulatovic et al., 2002).  

Analysis of the results obtained using the killing curve method indicates that regrowth 

of M. fortuitum and M. smegmatis occurred in the presence of the isoniazid alone at 

MIC. Regrowth in the experiments reported here is the result of a selection of resistant 

variants. Some in vitro studies use only one drug to evaluate the efficacy of a new 

antimicrobial agent; however a combination of two or more antibiotics to avoid the 

appearance of drug-resistant mycobacteria during therapy is needed (Nuermberger and 

Grosset, 2004).  

 The discrepancies between the kill curves of -lapachone alone against M. fortuitum 

and M. smegmatis can not be immediately explained, although it is likely that the higher 

resistance shown by M. fortuitum may be a result of the defensive mechanism against 

free radicals, seeing that -lapachone damages microorganisms by generating reactive 

oxygen species. This supposition does not apply to other M. fortuitum and M. smegmatis 

strains because it may be an isolated result. Further studies must be carried out.   

The results obtained for the combination of -lapachone and isoniazid demonstrated 

a satisfactory bactericidal activity against both microorganisms. Some quinones, 

including -lapachone, possess superoxide generating properties that can damage 

lipids, proteins and deoxyribonucleic acids. Published works have postulated that the 

toxicity of -lapachone against bacteria and Trypanosoma cruzi is expressed through 

superoxide and hydrogen peroxide formation (Cruz et al., 1978; Ribeiro-Rodrigues et al., 

1995; Portela et al., 1996).  
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The potential involvement of superoxide in isoniazid action is being studied. Some 

works have reported the synergistic activity of plumbagin and isoniazid in combination 

against M. tuberculosis and M. smegmatis. This activity can be reversed by 

overexpressing superoxide-dismutase (Bulatovic et al., 2002).  

Isoniazid is a prodrug that requires KatG protein to be activated. This enzyme is 

closely correlated to the effectiveness of this drug. Indeed, activation of isoniazid 

produces reactive oxygen species as byproducts that affect DNA, proteins, and other 

macromolecules (Zhang et al., 2004). 

In this study, -lapachone stimulated isoniazid activity as a result of cell damage 

induced by oxidative stress. Indeed, the increase of superoxide anion raised the active 

form of KatG. Consequently, further active form of isoniazid was produced when this 

drug was combined with -lapachone, a compound that stimulates oxidative stress.    
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Table 1. MIC and MBC values (μg/mL) of -lapachone and     

isoniazid for M. fortuitum and M. smegmatis.

                                                                           

                                                           *Values are mean of 3 independent observations 

Drugs Isoniazid -lapachone 

Microorganism MIC MBC MIC MBC

M. fortuitum 8 16 32 64 

M. smegmatis 8 16 32 64 



Joás Lucas da Silva                                      Atividade Bactericida da -lapachona, da isoniazida... 

Figure Legends  

Fig.1. In vitro activity at MIC of -lapachone ( ), isoniazid ( ) and their combination ( )

against M. fortuitum. The data represent the mean average of six replicates of three 

separate experiments. ( ) M. fortuitum control. 

Fig. 2. In vitro activity at MIC of -lapachone ( ), isoniazid ( ) and their combination ( )

against M. smegmatis. The data represent the mean average of six replicates of three 

separate experiments. ( ) M. smegmatis control. 
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