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Introducao

A tuberculose (TB) é uma doenga infeciosa grave e contagiosa, cujo agente etioldgico € o
Mycobacterium tuberculosis (MTB), com uma incidéncia de quase nove milhdes de casos anuais
em todo o mundo e com uma taxa de mortalidade de cerca de um quinto dos casos.! A
pobreza, a exclusao social, a toxicodependéncia e o subdesenvolvimento sao, objetivamente,
alguns dos principais motivos da doenga. Estando esta em franco declinio nos paises
desenvolvidos, o investimento na investigagao de novas técnicas de diagnostico e terapéutica,
bem como os programas de detegao e vigilincia foram abrandados, o que provocou
limitagdes quer no tratamento, quer no controlo da patologia. *! Em 1925, devido ao
microbiologista Albert Leon Charles Calmette foi descoberta a vacina de BCG (Bacillus
Calmette-Guérin) que permitiu a prevengao da tuberculose, situagao que, ainda hoje se
mantém, sendo a Unica existente para o efeito. Refira-se ainda que foi, no longinquo ano de

1966, sintetizado o ultimo farmaco antibacilar - a Rifampicina -.

7

E, no entretanto, de realgar que novas estirpes de Mycobacterium tuberculosis resistentes aos
antibacilares estao a surgir, devido a tratamentos incorretos ou inadequados, em que o

doente nao cumpre a prescrigao aconselhada, ou interrompe o tratamento precocemente.

Os doentes com MDR-TB tém um maior risco de insucesso terapéutico, pelo que o
diagndstico precoce e o tratamento ajustado melhoram o prognostico da doenga e o
controlo desta na comunidade. Sao considerados fatores de risco para a multirresisténcia o
contacto com doentes de tuberculose multirresistente, atividade profissional em unidades de
saude, infecao pelo virus de imunodeficiéncia humana (VIH), toxicodependéncia, reclusao e

imigragao de paises com alta preponderancia de tuberculose.

O tratamento de MR-TB é mais complexo, mais caro e menos efetivo que o tratamento
classico. Embora existam varios antibioticos disponiveis para o tratamento da Tuberculose,
estes tém sido cada vez menos eficazes/eficientes devido ao aparecimento das supracitadas
estirpes multirresistentes- MDR-TB e XDR-TB-, tornando-se imperiosa a descoberta de

novas moléculas.

No decurso do presente trabalho sera dada especial relevancia a problematica da
tuberculose multirresistente, desde o seu diagnodstico, através de novas técnicas, passando

pela identificacao da resisténcia aos farmacos ja existentes, bem como a identificagao de
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novas moléculas com eficicia comprovada, aprofundando um pouco mais a Bedaquilina

(TMC207).

|- Mycobacterium tuberculosis
I.1 Morfologia e Fisiologia

Esta espécie pertence ao género Mycobacterium e a familia das Mycobacteriaceaes. Como

agente patogeénico, € a causa principal de morte por doengas infeciosas bacterianas.

7

E composto por uma estrutura bacilar ou cocobacilar, com bacilos finos, retos ou
ligeiramente encurvados, apresentando-se isolados, aos pares, ou em pequenos grupos.
Possuem grandes dimensoes, com uma largura que pode oscilar entre 0,2 a 0,6 pm e um
comprimento compreendido entre | e 10 ym. E uma bactéria aerdbica, imével, nio
capsulada e nio formadora de esporos. E considerada um parasita intracelular facultativo,
sendo os principais hospedeiros, os macréfagos alveolares. O periodo de reprodugao do

bacilo é lento, cerca de 15 a 20 horas. ["!

A parede celular do Mycobacterium tuberculosis possui cerideos e acidos micolicos, o que
inviabiliza a coloragao pela técnica de Gram, pois ha impermeabilidade aos corantes. Urge
recorrer a outra técnica mais agressiva- a coloracao de Ziehl-Neelsen-, onde as células de

MTB coram de vermelho, pela fucsina concentrada, e nao sofrem coloragao pelo soluto de
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EBNER, que é composto de alcool e HCI. Por tal motivo/feito, sao designados/reconhecidos

como “bacilos alcool-acido resistentes”. [

A viruléncia da micobactéria esta associada a estrutura da parede celular bem organizada e
complexa, contendo peptidoglicanos e lipidos complexos, tornando-a impermeavel a
antibioticos hidrofilicos. A investigagao no ambito do desenvolvimento de vacinas e de novos

farmacos antituberculosos é focada nesta caracteristica. ”

A parede celular é constituida por trés tipos de macromoléculas, os peptidoglicanos, o
arabinogalactano e os acidos micolicos. O peptidoglicano situa-se do lado externo da
membrana celular e estabelece ligagoes covalentes com o arabinogalactano, ligando-se este
aos acidos micdlicos, também covalentemente. Os acidos micdlicos sao lipidos a-ramificados,

com agao antimicrobicida.
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A elevada concentragao de lipidos na parede celular poder-lhe-a conferir:
- Impermeabilidade aos corantes;

-Resisténcia aos antibioticos;

- Morte pelos compostos acidicos e alcalinos.

Também a resisténcia a lise osmotica e a sobrevivéncia nos macrofagos podera ser explicada
pela composicio da parede. ! Embora aparentemente a MTB niao produza nenhuma toxina,
os seus constituintes proteicos favorecem a imunogenicidade e a antigenicidade. Os
polissacaridos, para além de antigenicidade, desempenham ainda efeitos inibidores na

resposta imunitaria. ('

O MTB dispoe na sua composicao de diversos recetores macrofagicos como portas de
entrada para o meio intracelular: pode ligar-se, diretamente, ao recetor de manose nos
macrofagos, ou indiretamente, via recetores de complemento das células mondcito-
macrofagocitarias, sendo estes os mecanismos especiais de entrada na célula. Também o
crescimento intracelular devido a fagocitose do MTB, permite a sobrevivéncia deste no
interior do fagossoma. O complexo do antigénio 85 (Ag85) é um importante fator de
colonizagdo e um contributo para a viruléncia da micobactéria. !''? As proteinas de Choque
Térmico sao resultantes da interagao, agregagao ou desagregacao, translocagao e transporte
de proteinas. A desintoxicacao dos radicais de oxigénio interage com os intermediarios
ROS, originados na fagocitose. O extenso periodo de reprodugao do MBT é impeditivo do
reconhecimento por parte do hospedeiro, ou a resposta imune desencadeada podera nao
ser especifica para eliminagao da bactéria. A impermeabilidade e resisténcia aos agentes
antimicrobianos sao fruto da elevada concentragao lipidica na parede celular, o que torna a

superficie hidrofobica.

Além dos fatores acima mencionados, os genéticos contribuem também para a viruléncia

bacteriana.

Como a infegao provocada pelo MTB podera estar latente durante um longo lapso de

tempo, este sera um dos maiores obstaculos a erradicagao da infegao.
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|.2-Tuberculose — Patologia e Manifestagoes Clinicas

A tuberculose permanece um problema de saude global, sendo a segunda maior causa de
morte devido a processo infecioso, precedida do HIV. O MTB é um microrganismo
oportunista, podendo causar doenga em individuos imunodeprimidos, idosos, criangas com
idade inferior a um ano, doentes submetidos a terapéuticas imunodepressoras e também

individuos com malnutrigao crénica.

A tuberculose pode ser considerada infegao primaria ou pos-infegao (reinfegao). A infecao
primaria provém da inalagao de bacilos viaveis, que se instalam nos pulmoes e proliferam. A
resposta imune surge 4 a 6 semanas apds a primoinfecao, sendo a responsavel pelo

aparecimento da doenga.

A infecao pos-primaria resulta da propagagao gradual das lesoes do pulmao.

2- Diagnéstico

Se o diagnostico da tuberculose for efetuado precocemente e o inicio do tratamento for
célere, ha minimizagao da transmissao e reducao da mortalidade e morbilidade dos
individuos. Devido aos sintomas pouco especificos e por vezes traigoeiros, o diagnodstico
clinico é dificil, apresentando imagens radiologicas diversificadas. Atualmente, o diagnostico
da tuberculose apoia-se ainda em exames microbiologicos, que requerem rapidez no
transporte da amostra e um manuseio cuidadoso da mesma. O diagndstico inicial é efetuado
através do exame microscépico direto, colocando em evidéncia os Bacilo Alcool Acido
Resistentes (BAAR). E o método de mais facil realizagio, o menos dispendioso e o mais

célere apresentando, contudo, uma baixa sensibilidade.

O método mais usual para diagnostico, é o isolamento de culturas de Mycobacterium
tuberculosis, que pode demorar varias semanas. O surgimento/aparecimento de sistemas
automaticos e semiautomaticos de leitura do crescimento das micobactérias, em meio
liquido, constitui um avango importante na micobacteriologia. Existem também os sistemas
radiométricos, os fluorimétricos e os colorimétricos, que demoram entre cinco a quinze dias
na obtengao da cultura positiva. Estes meios liquidos tém a desvantagem da nao quantificagao
do crescimento das micobactérias, facilitando também a contaminagao por outras

bactérias.'"]

As técnicas bioquimicas de adenosina desaminase e moleculares, como os testes de

amplificagdo de acidos nucleicos (NAAT) favorecem uma informagao mais rapida ao
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prescritor. Além da redugao no tempo de obtengao dos resultados laboratoriais, permite

também a identificagdo precoce de resisténcias aos farmacos utilizados no tratamento.

Na identificacado de estirpes de MTB resistentes a terapéutica, os métodos utilizados
baseiam-se na técnica de NAAT e na reagao de cadeia da polimerase (PCR), permitindo a

identificagio das sequéncias genéticas responsaveis pela resisténcia. ['2

3- Tratamento
A historia da tuberculose mudou drasticamente apos a introdugao dos primeiros farmacos

com atividade antimicrobiana.

O que era considerado até entao como uma doenga a ser debelada em sanatodrios,
transformou-se numa doenga a ser tratada com antibiéticos. No entretanto, pouco tempo
depois de surgir o primeiro antibidtico em 1944, a estreptomicina, comegaram a surgir as
inevitdveis resisténcias, sobretudo pelo seu uso em monoterapia. E denominada

Monorresisténcia ja que consiste somente na resisténcia a um farmaco de primeira linha.

Apos a descoberta de outros farmacos com atividade antituberculosa, tornou-se importante
a utilizagdo de varios farmacos em simultineo, permitindo o controlo da doenga e
interrompendo a cadeia de transmissao. Recentemente, surgiram novas formas de
resisténcia a antibioticos, causadas por estirpes de Mycobacterium tuberculosis (MT), cuja
resisténcia é a dois farmacos de primeira linha, nomeadamente a rifampicina e isoniazida, as
Multirresistentes (MDR-TB). Se além da resisténcia, anteriormente citada, forem ainda
resistentes as fluoroquinolonas e a pelo menos um dos trés farmacos injetaveis de segunda
linha- Amicacina, Canamicina ou Capreomicina-, estamos na presenca de estirpes

extremamente resistentes, as XDR-TB (Extensivamente Resistentes). ['*!

O enorme avango da biologia molecular e a disponibilidade de novas informagoes apds o
decifrar da sequéncia genomica completa do MT, permitiu a descoberta dos mecanismos de
resisténcia aos principais medicamentos antituberculosos e quais as mutagoes gendmicas
associadas a essas resisténcias. Com quase 500 mil casos de MDR-TB a surgirem anualmente
e sendo 5 a 7% destas situagoes passiveis de se tornarem XDR-TB, o conhecimento alargado
dos mecanismos de resisténcia aos farmacos e dos mecanismos moleculares envolvidos,
permitirao melhorar as técnicas de detegao rapida da doenga, bem como a descoberta de

novos alvos terapéuticos, desenvolvendo novos farmacos antituberculosos. ['*!
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4- Resisténcia aos Farmacos

4.1- Resisténcia intrinseca aos farmacos

Esta resisténcia aos farmacos do MT tem sido atribuida a estrutura invulgar da parede celular
da bactéria que, ao ser constituida por acidos micdlicos, lhe confere baixa permeabilidade
aos antibidticos e a outros agentes quimioterapéuticos. Recentemente, o papel dos
mecanismos de efluxo, também tem sido reconhecido como um fator importante na
resisténcia natural de micobactérias a antibidticos, nomeadamente as quinolonas,
tetraciclinas e aminoglicosideos, entre outros. O principal mecanismo para conferir
resisténcia aos antibioticos B-Lactimicos é a ligagdo que inibe a atividade das proteinas
envolvidas na sintese da parede celular, mas na ligagao a penicilina as micobactérias possuem
enzimas [(-Lactamase que degradam estes farmacos. O uso de antibioticos B-Lactamicos
resistentes a f-Latamase, ou antibidticos B-Lactimicos em combinagao com inibidores da j3-
Lactamase demonstrou serem mais eficazes no combate ao MT. Mas a responsabilidade
desta resisténcia aos antibiéticos nao se deve apenas as barreiras de permeabilidade as f3-
lactamases, mas também a adaptagoes fisiologicas que ocorrem dentro das células do
hospedeiro. Esta resisténcia intrinseca é importante pois limita o nimero de medicamentos
disponivel para o tratamento, favorecendo o aparecimento de inUmeras estirpes resistentes
aos farmacos. Alguns medicamentos inibidores destes mecanismos sao potenciais farmacos

no combate a doenga, embora nao estejam ainda a ser utilizados no tratamento da mesma.
4.2- Resisténcia Adquirida aos Farmacos

No Mycobacterium tuberculosis, a resisténcia adquirida aos farmacos € causada,
principalmente, por mutagoes espontineas nos genes cromossomicos, o que vai selecionar
as estirpes resistentes durante o tratamento, ao contrario de outras bactérias, em que ha
transferéncia de plasmideos, transposoes ou integroes. Tal reagiao podera estar relacionada
com mutagoes associadas a resisténcia a um farmaco, que sera um passo inicial a resisténcia

a outro.

Pagina 7



TMC207,Que Futuro no combate a Tuberculose?

5- Antibioticos

5.1- Antibioticos de primeira linha

i
Pyr?i 952) @

namide g»

¢ Isoniazida

A lIsoniazida surge como um dos mais importantes firmacos no combate a tuberculose. E
uma hidrazida do 4cido isonicotinico obtida por sintese e utilizada desde 1952. !"*! Possui
agao bactericida, por interferéncia na sintese de DNA da micobactéria, e agao
bacteriostatica, se usada em doses inferiores. ['! A resisténcia das estirpes a isoniazida é um
processo complexo, com mutagoes em varios genes, incluindo a KatG (catalase/peroxidase),
ahpC (alquil hidroperoxido redutase), inhA (enoil redutase), e outros. A isoniazida € um
pro-farmaco, tendo de ser ativada para possuir atividade antibacteriana. Esta ativagao,
mediada pela enzima catalase/peroxidase que é codificada pelo gene KatG, leva a produgao
de varias espécies reativas, que investem em diversos alvos do Mtb. A enzima codificada pelo
gene inhA é o alvo principal da inibicao da isoniazida. Esta enzima encontra-se envolvida na
sintese das cadeias longas dos acidos micolicos. As formas ativas (radical acil-isonicotinico e
O seu aniao), provenientes da ativagao da isoniazida ligam-se covalentemente ao co-fator
NAD, formando um aducto no sitio ativo da enzima InhA, inativando-a. A inibicao desta
enzima interrompe a biossintese dos acidos micdlicos, os principais constituintes da parede
celular microbateriana. Dois mecanismos moleculares tém demonstrado ser a principal razao
da resisténcia: mutagoes no gene KatG e mutagoes no gene inhA, particularmente na sua
regiao promotora. A diminuicao ou perda total da atividade da catalase/peroxidase como
resultado de mutagdes no gene KatG sao as alteragoes genéticas mais comuns da resisténcia.

Variadas mutag¢oes foram identificadas nestes genes, incluindo missense, nonsense, insergoes,
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delegoes ou delegao total num gene. A mutagao S315T colabora na formagao do aducto

isoniazida-NAD, responsavel pela atividade microbiana. ['*!

As mutagoes no gene inhA conferem resisténcia a isoniazida e também ao farmaco de 2° linha
de tratamento, a etionamida, que é estruturalmente semelhante. A mutagao mais frequente
neste gene ocorre na regiao promotora, normalmente relacionada a estirpes
monoresistentes. A inibicdo desta enzima estabelece o fundamento para a atividade

antituberculosa da isoniazida, pois promove a sintese dos acidos micélicos. [

A isoniazida € um farmaco bem absorvido por via oral, sendo rapidamente distribuido a todo
o organismo, atingindo picos séricos em | a 2 horas. Embora seja um farmaco bem tolerado,
apresenta hepatotoxicidade e neurotoxicidade como efeitos secundarios mais relevantes.
Este deve ser incluido em todos os tratamentos antituberculosos pois € o melhor antibacilar

disponivel, exceto se existir resisténcia.
* Rifampicina

A Rifampicina € um derivado semi-sintético da Rifamicina, sendo produzido por fermentagao
da estirpe Strptomyces mediterranei, desde 1965, tendo sido introduzida na terapéutica nos
anos 70. Possui efeito bactericida e a capacidade de esterilizagao e prevengao de resisténcias
ao MTB. Por conseguinte, juntamente com a Isoniazida, constitui a base da terapéutica
tuberculosa a curto prazo. A rifampicina atua desfavoravelmente nas estirpes dormentes,
cujo crescimento nao esteja ativo. Inibe a RNA polimerase, impedindo a transcrigao nas
células bacterianas suscetiveis. Liga-se a subunidade B da RNA polimerase, inibindo a agao
desta enzima, impedindo assim a sintese de mRNA. A maioria dos isolados clinicos
resistentes a rifampicina indicam mutagdes no gene rpoB, que codifica a subunidade B da RNA
polimerase, resultante de alteracdes conformacionais da enzima, desencadeando uma baixa
afinidade para o farmaco, logo o desenvolvimento da doenca. As mutagdes na regido hot-spot
no gene rpoB 81 pb sdo constantes nas estirpes resistentes do MTB. Esta regido, que abrange
os codoes 507-533, também ¢ conhecida como regido determinante de resisténcia a
rifampicina (RRDT).Os coddes 526 e 531 sdo as mais frequentes de mutagdao, embora existam

estudos que indicam a existéncia de mutagdes fora da regiao hot spot.

Uma importante descoberta relacionada com a resisténcia a rifampicina ¢ que a maioria das
estirpes resistentes a esta, também mostra resisténcia a outros farmacos, em particular a
isoniazida. Assim, uma dete¢do precoce da resisténcia a rifampicina tem sido proposta como

um substituto de marcador molecular da multirresisténcia. !
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Este farmaco é bem absorvido por via oral, e distribuido ao figado, ossos, pulmoes e fluidos
organicos. Liga-se fortemente as proteinas plasmaticas. Como na sua fase de excregao biliar,
compete com a excregao da bilirrubina, o doente devera ser informado da possibilidade da

expetoragao, lagrimas, urina ou fezes adquirirem uma coloragao avermelhada.
* Pirazinamida

A Pirazinamida é um derivado do acido nicotinico, tendo uma estrutura molecular similar a
Isoniazida. E utilizada desde 1952 como tuberculostitico, permitindo reduzir a duracio do
tratamento de nove para seis meses. Possui atividade bactericida ou bacteriostatica,
dependendo da concentragao atingida no local da infegao e da suscetibilidade do organismo.
Tem a capacidade de inibir populagoes bacterianas em repouso ou em multiplicagao, em pH

acidico.

A Pirazinamida é o amido do acido pirazindico, um andlogo sintético pirazinico da
nicotinamida. E um pro-farmaco, que necessita de ser convertido a acido pirazindico pela

enzima pirazinamidase/nicotinamidase (PZase) para se encontrar na forma ativa.

O seu mecanismo de agao € através do acido pirazindico, que € excretada da célula por uma
bomba de efluxo de fraca atividade, e em condigoes acidicas, a forma protonada deste acido
€ reabsorvida. Acumula-se entio no interior da célula devida a ineficiéncia da bomba,

provocando a destruigao estrutural da célula.

O mecanismo principal da resisténcia a este firmaco pelo MTB é a mutagao em pncA, sendo
que a maioria das alteragoes ocorrem numa regiao de 561 pb da sua regiao ORF ou numa
regiao de 82 pb do seu promotor. Todavia, algumas estirpes resistentes a pirazinamida nao
apresentam mutagoes em pncA, ou na sua regiao promotora, tendo esta ocorréncia sido

explicada por mutagoes num gene desconhecido, regulador do pncA.

Este farmaco é altamente especifico para o MTB, demonstrando uma baixa especificidade
para outras espécies de Mycobacterium, devido a alteragoes do pncA, que produz uma forma

modificada de PZase, o que Ihe proporciona a resisténcia intrinseca a este composto.

E um farmaco com boa absorgao oral, difundindo-se facilmente a todos os tecidos. Atravessa
a barreira hematoencefilica, apresentando também uma forte ligagao as proteinas
plasmaticas. O seu metabolismo é hepatico, onde se forma o 4cido pirazindico.!'®

Normalmente, a sua tolerancia é elevada, sobretudo desde que as doses foram ajustadas
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para evitar a toxicidade hepatica a que os doentes estavam expostos. A reagao adversa mais

frequente é a hiperuricemia, normalmente assintomatica. ['”

* Estreptomicina

Este foi o primeiro farmaco a ser utilizado como terapéutica farmacologica antibacilar, em
1944. E um antibiético aminoglicosideo produzido pelo fungo Streptomyces griséus. Nos seres
procariontes, o seu mecanismo de agao € inibir o processo de transdugao proteica, atraveés
da sua ligagao a subunidade 16S do ribossoma. Ao ligar-se ao ribossoma 30S, inibe a sintese

proteica das bactérias suscetiveis, demonstrando a sua agao bactericida.

Como foi um farmaco utilizado em monoterapia, a resisténcia emergiu rapidamente. Esta
resisténcia deve-se sobretudo a mutagoes nos genes rrs que codifica para a subunidadel6 S
do rRNA, ou rpsL, que codifica para a proteina ribossomal 12S, provocando alteragoes no
local de ligagao da estreptomicina. A maioria das mutagoes pontuais ocorre no gene rpsL.
Mutagoes na gidB, que codifica uma metiltransferase especifica do 16S rRNA, poderao

conferir resisténcia a estreptomicina.

A absorgao da estreptomicina nao é possivel por via oral, tendo de ser administrada por via
IM. A passagem da barreira hematoencefalica é diminuta, contudo a passagem da barreira
fetoplacentaria é facilitada, o que podera provocar surdez e outras malformagoes fetais. A

ototoxicidade e nefrotoxicidade sao os efeitos toxicos mais relevantes.

e Etambutol

Concomitantemente com a isoniazida, rifampicina e pirazinamida, o etambutol é farmaco de
I* linha de tratamento antituberculoso. A sua agao bacteriostatica é eficaz apenas nas
bactérias em crescimento, onde interfere na biossintese da parede celular do arabinoglicano.
Atua inibindo a enzima arabinosiltransferase, codificada no gene embB, responsavel pela
polimerizagio de arabinose para arabinogalactano.”” A resisténcia deste firmaco podera
estar relacionada com mutagoes em embB, no codiao 306. No entanto, tém surgido estirpes

de MTB com mutagoes em embB306,que permanecem sensiveis ao etambutol.

Recentemente foi descrito que mutagoes em embB306 terao graus diferentes de resisténcia,
podendo algumas destas alteragoes individuais serem insuficientes para provocarem um grau

elevado de resisténcia ao farmaco.
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Existe ainda alguns casos de resisténcia ao etambutol que nao possuem mutagoes em embB o

que podera indicar que podera existir outro mecanismo ainda por descrever.

O Etambutol possui uma boa absorgao oral, transpondo a barreira fetoplacentaria e estando
presente no leite materno. Tem dificuldade em transitar pela barreira hematoencefalica. E
bem tolerado pelo doente, podendo causar nevrite otica retrobulbar e periférica, em casos

excecionais.
5.2- Antibiéticos de segunda linha

Os antibidticos de segunda linha sao utilizados apenas perante estirpes multirresistentes a

um ou varios antibioticos de primeira linha.

Cycloserine

50 §-
- Rifampin_ °n

s o
N > Aminoglycosides
Mycobacteriu—
. tuberculosis ? :’
3 < 4
Pyrazinamlde5 C J

Fluoroquinolones

Bacteria are resistant
to this drug

* Fluoroquinolonas

Sao antibioticos bactericidas, derivados do acido nalidixico. Os farmacos desta classe mais
relevantes sao a ciprofloxacina e a ofloxacina. Uma nova geragao de fluoroquinolonas, como
a moxifloxacina e gatifloxacina estao em avaliagao clinica para serem propostos como
antibacilares de |* linha, com o objetivo de diminuir o tempo de tratamento. O alvo de
atividade da fluoroquinolona no MTB é a DNAgirase/ topoisomerase tipo Il, responsavel pela
replicagao, transcrigao, reparagao recombinagao e transposicao do DNA bacteriano. Esta
enzima é um tetramero constituido por duas subunidades — a A que é codificada pelo gene

gyrA e a B, codificada pelo gene gyrB — que catalisa o superenrolamento do DNA.
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A resisténcia as fluoroquinolonas foi resultado de substituicoes de aminoacidos no local de
ligagdo ao farmaco por mutagoes nos genes gyrA ou gyrB, na denominada regiao de
resisténcia as quinolonas (QRDR). Mutagoes no gene gyrB conferem resisténcia a
moxifloxacina e a gatifloxacina, fluoroquinolonas de 3* geragao, mas nao a ofloxacina,

possivelmente devido a diferengas estruturais das moléculas.

A permeabilidade membranar ou o aumento na expressao dos mecanismos de efluxo sao

também fatores de resisténcia.

A ofloxacina é bem absorvida por via oral, com elevada biodisponibilidade. A ciprofloxacina
também possui elevada absor¢ao oral, embora a sua biodisponibilidade seja menor. As
fluoroquinolonas sao bem toleradas, embora os efeitos secundarios se agravem com o

aumento da dose. ¢

* Canamicina, Amicacina, Capreomicina e Viomicina

A canamicina e a amicacina sao antibidticos aminoglicosideos, enquanto a capreomicina e a
viomicina sao antibioticos peptidicos ciclicos, utilizados na MDR-TB. A sua agao efetua-se ao
nivel da transdugao proteica. Estes farmacos possuem resisténcia cruzada entre eles, sendo a
administragao de dois farmacos do mesmo grupo inaceitavel. O motivo de resisténcia a
capreomicina e viomicina é devido a mutagoes no gene tlyA, que codifica a enzima rRNA
metiltransferase, especifica para a metilagao da ribose no RNA. Mutagcoes em A/40/G do

gene rrs conferem resisténcia a capreomicina.

Estes antibacilares sao administrados apenas em locais especializados. As principais reagoes

adversas sao a ototoxicidade e nefrotoxicidade.

e Etionamida

Similar a isoniazida, este pro-farmaco requer ativagao para formar um aducto com NAD, que
subsequentemente inibird o enoil-ACP redutase InhA dependente de NADH. Esta ativagao
ocorre através da via EthA mono-oxigenase produzindo as mutagoes no aducto de NAD. A
resisténcia a etionamida ocorre devido a mutagdes na enzima EthA. Algumas mutagoes,
como as da enzima InhA ou as da regiao promotora que causa o aumento da expressao do
gene InhA, levam a resisténcia cruzada com a isoniazida. Recentemente o gene mshA, que
codifica para uma glicosiltransferase envolvida na biossintese do micotiol, tem sido sugerido

como possivel alvo para a etionamida.
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Este farmaco nao é muito bem tolerado, provocando graves alteragoes gastrointestinais,

como vémitos, diarreia, estomatite e distirbios do olfato. %

 Acido p -Amino Salicilico (PAS)

Este foi um dos primeiros antibioticos bacteriostaticos a ser usado no tratamento da doenga,
em conjunto com a isoniazida e a estreptomicina. O seu mecanismo de agao esta pouco
esclarecido. Sendo este firmaco um analogo estrutural do acido p-aminobenzdico (PABA),
pensa-se que este podera competir com o PABA para a enzima necessaria na sintese do
folato, a dihidropteroato sintetase. As resisténcias a este farmaco ocorrem essencialmente por
alteragoes de genes que codificam as enzimas essenciais para a via metabdlica do acido félico.
Estes genes sao o thy A, dfr A, Fol C, fol Pl e o fol P2. A alteragao tridimensional destas

enzimas provocada pelas mutagdes, impede a ligagio do PAS a estas. **!

Este € um farmaco bem absorvido oralmente, mas mal tolerado devido a quantidade elevada
de produto a ingerir. As perturbagoes digestivas como nauseas, vomitos e desconforto

abdominal, sio reacbes adversas comuns. 4

e Macrodlidos

Estes farmacos sao utilizados no tratamento de infe¢oes causadas pelo Mycobacterium avium
e por micobactérias nao tuberculosas (NTM), embora tenham muito pouco efeito sobre o
Mycobacterium tuberculosis. Esta resisténcia a macrolidos, como a claritromicina podera estar
associada a baixa permeabilidade da parede celular. Como ha ocorréncia de sinergismo com

.....

macrolidos € ainda uma questao em aberto.

e Linezolida

Este composto é da familia da oxazolidinonas, que atua inibindo um passo na sintese de

proteinas, na ligagao ribossomal da subunidade 50s.

O PNUI00480, um analogo estrutural da linezolida, mostra atividade semelhante a da
isoniazida e rifampicina, sendo também eficaz no combate do MBTR. As resisténcias sao

raras.
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¢ Cicloserina

Sendo um andlogo da D-alanina, ira inibir a sintese de peptidoglicano, bloqueando a agao da
D-alanina- ligase. Também inibe a D-alanina racemase, envolvida na interconversao de L-

alanina e D-alanina.

6- DOTS

A Tuberculose, apos ter sido declarada pela OMS, em meados da década de noventa, como
uma emergéncia de saude publica mundial, levou ao desenvolvimento de uma estratégia com
o intuito de reduzir o nUmero de casos desta doen¢a, no mundo. Para o efeito foram, ao
momento, incrementadas estratégias- as “DOTS - Directly Observed treatment short-curse”-,
que designam um tratamento de curta duragao diretamente observado. Baseia-se, esta
pratica, em pilares fundamentais, como o compromisso politico e financeiro, a detegao de
casos e a sua confirmagao através de exames bacteriologicos, a padronizagao dos

tratamentos de curta duragao e fornecimento regular de farmacos.

7- Novos farmacos, novos alvos, nhovos mecanismos de

resisténcias

Ha novos farmacos a serem propostos como possiveis candidatos no tratamento da
tuberculose. A sua forma de atuagao ira, em muitos casos, ter um alvo diferente dos outros
medicamentos antituberculosos. Ainda assim, estes novos medicamentos ja possuem

mecanismos de resisténcia, antes da sua utilizagao no tratamento.

Nitroimidazoles
(E.g. PA-824%,
OPC 67683) ~®

Diarylquinoline
(TMC 207)
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e Nitroimidazois

Os compostos PA-824, uma nitroimidazo-oxazina, e o OPC-67683, um nitroimidazo-oxazina,

mostram atividade contra estirpes do MTB suscetiveis e resistentes aos farmacos classicos.

O composto PA-824, sendo um nitro-imidazol biciclico, € um pro-fairmaco que necessita de
ser metabolizado pelo Mycobacterium tuberculosis, para ser ativado. Esta metabolizagao
envolve uma bio-redugao efetuada por uma nitroredutase dependente de uma flavina

(Rv3547). Este farmaco atua inibindo a sintese proteica e dos lipidos da parede celular.

A resisténcia a esta molécula estara relacionada com a perda de uma glucose 6-fosfato
desidrogenase especifica ou do seu cofator F,,, (deazaflavina, que fornece eletroes para a
redugao). Sendo ambos os compostos essenciais no processo de redugao do PA-824, a

inexisténcia de algum deles conferira resisténcia ao composto.

O composto OPC-67683, um derivado nitro-di-hidro-imidazol-oxazole , inibe a biossintese dos
acidos micdlicos com elevada contra o MTB, inclusive as estirpes multirresistentes. Este é
também um pro-fairmaco com ativagao dependente do MTB. Atua inibindo a sintese de
acidos metoxi-micdlicos e ceto-micdlicos, mas nao dos acidos alfa-micélicos. Mutagoes no gene

Rv3547 surgem nas estirpes resistentes a este composto.
* SQI09

Este € um analogo da [,2-diamina do etambutol. Embora o seu mecanismo de agao nao
esteja bem esclarecido, pensa-se que ira interferir na sintese da parede celular das
micobactérias, embora de uma forma diferente do etambutol. Nas estirpes resistentes a
isoniazida, etembutol e SQ109, ha um aumento na regulagao do ahpC, o que podera causar a

resisténcia.
* NAS-21 e NAS-91

Estes agentes antimalaricos tém sido utilizados apds demonstragao da sua potente atividade
antimicrobiana. Promove a inibicao da biossintese de acidos micdlicos, alterando
profundamente a produgao do acido oleico. O principal alvo podera ser o FAZ-Il, codificado

pelo RV0636, sendo a resisténcia provocada pela super-expressao do gene Rv0636.
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* Fenotiazinas

As fenotiazinas, como a clorpromazina e tioridazina poder-se-ao considerar antagonistas da
calmodulina (proteina ligante do calcio), estando a sua atividade antituberculosa relacionada

com a presenca da proteina calmodulina-like no bacilo.

e Benzotiazinonas

Esta € uma nova classe de agentes antimicobacterianos, com a estrutura da |,3-benzotiazin-
4-ona.O DprEl, subunidade da enzima decaprenilfosfofosforil-b-o-ribose 2’ epimerase, tem sido

identificada como alvo principal. Ainda nao foram encontradas resisténcias a este farmaco.

e TMC 207

O composto TMC207/bedaquilina, conhecido por R207910, é uma diaril-alquinolina com dois
centros estrogénicos definidos, R no carbono ligado ao nucleo quinolinico e S no carbono
ligado ao hidroxilo, com potente atividade inibitoria a0 MBT. ™! Este é um composto com
elevada atividade. O alvo de atividade deste composto € uma ATP sintetase especifica do
Mycobacterium (5-trifosfato de adenosina), uma enzima essencial para a geragao de energia no
bacilo. A inibicao desta enzima conduz a efeitos bactericidas para os bacilos da tuberculose,
com ou sem replicagao.

A inibicao desta enzima, por interagao do composto com a bomba de protoes, vai impedir a
formacao do potencial de membrana ou de gradiente quimico na constituicao de energia da
célula bacteriana.

multirresistentes aos antituberculosos, e também possui uma importante atividade nas

estirpes dormentes do bacilo.

TMC-207

TMC-207 (R-207910)
(1S,2R)-1-(6-Brom-2-methoxy-3-chinolinyl)-4-dimethylamino-
2-(2naphthyl)-1-phenyl-2-butanol

P
Cs,H34BrN,O, @
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» Relacdo estrutura-atividade

A atividade destes compostos esta relacionada com a configuragao dos centros
estereogeénicos. A configuragao R do carbono quiral que esta ligado ao nucleo quinolinico,
em associagao com a configuragao S do carbono quaternario adjacente sao as responsaveis
pelo aumento da atividade antimicobacteriana. A existéncia de halogénios, em particular o
bromo, no fenilo do nucleo quinolinico fomenta o aumento da atividade antimicobacteriana,
bem como a existéncia do grupo metoxilo no anel piridinico. O aumento da atividade
também ¢é incrementado pela auséncia de substituintes no fenilo do carbonol e pela
presenga do grupo naftaleno no carbono 2. Um acréscimo da cadeia alifatica entre o
carbono 2 e o grupo dietilamina contribui de uma forma negativa para a atividade, bem como
a adicao de outros grupos que nao os metilo no nitrogénio alifatico. O despojar da
aromaticidade deste anel por adigao de grupos com alteragao do anel piridinico, também

promove a diminuigao da atividade.

Anel sermn substituintes contribui

ara melhor atividade )
P O aumento da cadeia

diminui a atividade
ﬁ Duas metilas
sdo melhores

| gue outros

substituintes

N\J

Halogénios aumentam a &
atividade, em especial o bromo

A perda da aromaticidade J |

diminuli a atividade :
Maior atividade que
Aumenta a J =

: outros sistemas aromaticos
atividade

» Administracdao, Farmacocinética e Farmacodinamica

A bedaquilina é administrada por via oral, sendo atingido o seu pico de concentragao cerca
de cinco horas apos a administragao, sendo a sua biodisponibilidade duplicada se for ingerida
com alimentos, comparativamente a em jejum. Sofre oxidagao principalmente no figado, pelo
Citocromo P3A4 (CYP3A4), a um metabolito menos ativo, o N-monodesmetil (M2). A co-
administragao de farmacos potenciadores do CYP3A4, como a Rifampicina, reduzira a

eficacia da bedaquilina. Concomitantemente, os farmacos inibidores desta enzima, como
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inibidores das protéases, antibioticos macrolideos e antifungicos, poderao aumentar as

concentragoes sistémicas e a probabilidade de reagoes adversas.

A distribuicao do farmaco é multifasica, com uma semivida efetiva de 24 horas, o que é

substancialmente superior aos outros farmacos antituberculosos.

O tempo de eliminagao é muito elevado, cerca de 5 meses, podendo os efeitos adversos do

mesmo serem muito prolongados, mesmo apos interrupgao do tratamento.

Perante os varios estudos de seguranga, verificou-se que a farmacocinética nao seria
influenciada pela idade, sexo e peso corporal. Os individuos de raga negra terao menores
concentragoes de bedaquilina que as outras ragas, nao existindo alteragoes nos resultados

do tratamento neste subgrupo.

» Estudos de eficacia:
% Estudos pré-clinicos- O firmaco possui atividade antimicrobiana, em

conjunto com a isoniazida, rifampicina e pirazinamida.

% Estudos clinicos- Apdés demonstragio de eficicia do potencial
antimicrobiano, por ensaios de fase Ilb efetuados, houve aprovagao do

farmaco pela FDA.

Os estudos de eficacia permitiram concluir que o TMC207 quando administrado a doentes
com MDR-TB, e em combinagdo com outros farmacos antituberculosos, permite o
tratamento da TB num maior nimero de casos, havendo diminuigao da duragao do
tratamento. Nos regimes terapéuticos em que o farmaco é incluido, ha uma menor
incidéncia de resisténcias, o que indicia que ao introduzi-lo poder-se-a evitar o crescimento

de resisténcias. !
»> Seguranca e tolerabilidade

As reagoes adversas comumente palpaveis sao nauseas, artralgia e dor de cabega,
hiperuricémia e vomitos. Também a hemoptise e dor no peito sao reagoes relatadas,
embora menos frequentes. Alteragdes do ritmo cardiaco e um aumento do intervalo QT
foram também identificadas no decurso do estudo. Em doentes com insuficiéncia renal ou
hepatica moderadas verifica-se a necessidade de se proceder a um ajuste posologico. A

administragao em doentes com insuficiéncia renal ou hepatica grave devera ser ponderada.
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Dever-se-a evitar o alcool e outras drogas hepatotdxicas no momento da administragao da

bedaquilina.

Foram registadas doze mortes neste estudo, em que dez delas foram no grupo de
tratamento com bedaquilina e duas delas do grupo de placebo. A TB foi a causa das duas
mortes no grupo placebo e de cinco das dez mortes no grupo de bedaquilina. Neste grupo

da bedaquilina, oito das dez mortes ocorreram em conversores de cultura.
» Dosagem, Administracido e Precaucées

A forma disponivel deste farmaco é em comprimidos de libertagao imediata, nao revestido,
sendo a dose diaria recomendada 400mg, durante duas semanas, passando depois a 200mg
trés vezes por semana, durante 22 semanas, sendo a duragao total do tratamento de 24
semanas. A administragao devera ser feita com a ingestao de alimentos, e em combinagao

com outros medicamentos antituberculosos. !

O longo tempo de semivida da bedaquilina- cinco anos-, leva-nos a conclusao que tal
farmaco ira permanecer no organismo durante um periodo alargado, o que podera permitir
a dosagem em dias alternados, apos duas semanas de administragao diaria. Contudo, este
esquema posoldgico também podera interferir com a administragao diaria dos outros
antituberculosos, causando confusao ao utente. Como a bedaquilina permanece no
organismo apos um longo periodo de tempo, podera criar um foco de resisténcia,

principalmente se tiver existido interrupgio prematura do tratamento. !

A monitorizagao de ECG durante o tratamento devera ser efetuada para controle das

arritmias verificadas.

Se houver aumento para o dobro da bilirrubina total ou um aumento abrupto das
transaminases, com persisténcia para além de duas semanas, o medicamento devera ser

suspenso. °

> Mecanismos de Resisténcia

Estes incluem a modificagao do gene alvo ATPsintetase. Como nem todos os isolados com
elevada concentragao minima inibitéria (MIC) apresentam mutagoes neste gene existira,

certamente, outro mecanismo de resisténcia. **!
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» Bedaquilina e outros farmacos antituberculosos

Os medicamentos antituberculosos nao deverao nunca ser administrados em monoterapia,
para que nao ocorram resisténcias. Embora este farmaco pareca seguro e eficaz na maioria
dos casos, devera ser utilizado com precaugao com a rifampicina e rifapentina pois reduz a
quantidade para metade da bedaquilina, nao devendo ser utilizados ao mesmo tempo.
Conjuntamente com a Canamicina, a bedaquilina aumenta a quantidade desta, sendo
necessario ajustar a dosagem para a eficacia do tratamento. A fluoroquinolona e a

moxifloxacina aumentam o QT, sendo problematico para o sistema cardiaco.?”

» Sirturo®

Este farmaco foi desenvolvido pela companhia Johnson & Johnson, ®! aprovado nos Estados
Unidos pela FDA desde dezembro de 2012. No entanto, a sua utilizagdo s6 € possivel em
associagao com anti bacilares preexistentes, desenvolvido essencialmente para a TB

multirresistente.

Pagina 21



TMC207,Que Futuro no combate a Tuberculose?

Conclusao

A guisa de comentario final direi que:

Com o aumento da MDR-TB e da XDR-TB, por indevida utilizagao dos farmacos
antituberculosos, urge repensar o futuro. Novos farmacos sao imprescindiveis e pertinentes
para colmatar este problema, nao sé para evitar a propagagao da doenga, mas também para
diminuir o seu tempo de tratamento, na tentativa de evitar as reagoes adversas que, muitas
vezes, levam a interrup¢ao do mesmo. Os novos firmacos desenvolvidos terao de ser
administrados de forma consciente, sempre em combinagao com outros, por forma a evitar
a resisténcia. Estes farmacos alternativos s6 serao utilizados para combater a MDR-TB em
adultos, quando todas as outras hipoteses estiverem esgotadas. No futuro, é vital a
racionalizagao do tratamento antituberculoso, pois além de reduzir a mortalidade, permite
diminuir a morbilidade. Nas ultimas décadas tém havido passos significativos dados por
algumas empresas farmacéuticas na descoberta de novos farmacos antituberculosos mais
eficazes, com um periodo de tempo de tratamento mais reduzido, e com menos reagoes

adversas.

A seguranga e eficacia de TMC207 no tratamento da TB-MR ainda nao se encontram bem
estabelecidas, sendo necessario aprofundar o estudo deste farmaco. Sendo o mesmo
pertencente a uma nova classe de antibioticos, e embora se mostre promissor, antes da
generalizacao da sua utilizagao, € necessario avaliar a longo prazo os resultados/efeitos do
tratamento. Tera de existir controlo dos casos de cura efetiva e as situagoes em que ocorre
falha do tratamento, e/ou recaidas apds o ciclo completo da terapéutica. As reagoes
adversas mais narradas, como a hepatotoxicidade e a cardiotoxicidade terao de ser
amplamente monitorizadas. As interagoes farmacoldgicas deverao também ser consideradas
cuidadosamente relatadas. E imperioso encetar e desenvolver estudos em determinados
grupos de populagdes especiais como as criangas, os idosos e doentes que tomem

antirretrovirais, com compromisso hepatico ou renal graves.

Os estudos disponiveis acerca da utilizagaio de TMC207 sao exiguos/escassos, mas no
estadio em que a pesquisa se situa parece, salvo melhor opiniao, augurar boas perspetivas
para que, num futuro nao muito longinquo, a utilizagao do farmaco anteriormente proposto
se torne eficaz no combate a MD-TR e, quiga, numa solugao que permita debelar este flagelo

social.
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A extingao desta doenga nao passou de pura ilusao. A Tuberculose foi uma doenga do
passado, é do presente, e por agora, sera do futuro. Muito ha ainda a fazer para promover a
erradicacao deste surto. O futuro dependera da capacidade de evitar a resisténcia aos
farmacos que possam surgir e o diagnostico dos casos de MDR e XDR-TB tera de ser cada

vez mais adequada e precoce. O TMC207 podera, quem sabe, ser um meio para tornar

eficaz esta meta.
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