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Resumo

A tuberculose (TB) € uma doenca bacteriana causada por Mycobacterium tuberculosis
(Mtb). Este agente infecioso é responsdvel por um grande nimero de infetados (1/3 da
populacdo mundial), podendo a infecdo apresentar-se sob duas formas: ativa (sintomatica) e

latente (assintomatica).

O tratamento de TB resultante de infecdo por estirpes de Mtb suscetiveis baseia-se na
terapéutica de 12 linha, que compreende a administracdo de rifampicina, isoniazida,
pirazinamida e etambutol. Para TB resultante de estirpes de Mtb infetante resistentes aos

farmacos de 12 linha recorre-se a terapéutica de 22 linha.

O tratamento atual da TB é eficaz, porém evidencia toxicidade e necessidade de
tratamentos prolongados, 0 que prejudica a adesédo a terapéutica. O panorama é agravado pelo
surgimento de novas estirpes de Mtb resistentes aos farmacos tuberculostaticos em uso,
constituindo a TB resistente um dos maiores problemas de satde publica, principalmente em
paises menos desenvolvidos. E de primordial importancia aprofundar o conhecimento
relativamente aos mecanismos de acdo, limitacdes e respetivos mecanismos de resisténcia dos
farmacos em uso, bem como identificar novos alvos terapéuticos de Mtb, para desenvolver

novos farmacos contra a TB que contornem os problemas existentes.

A presente dissertacdo resume o estado da arte relativamente as estratégias atuais de
tratamento da TB e aos avanc¢os cientificos no desenvolvimento de novos farmacos para
combater esta doenca. Sdo abordadas as caracteristicas da TB e o0 seu impacto global, as
terapéuticas disponiveis e suas limitacbes, bem como as perspetivas futuras na descoberta de
novos alvos terapéuticos e no desenvolvimento de novos farmacos. A autora deste trabalho
focou particularmente o estudo dos mecanismos de acao e estudos de relacdo estrutura-atividade
dos farmacos antituberculosos atuais, relacionando-os com estudos de “docking” e com os
genes responsaveis pelas mutacGes que criam estirpes resistentes, bem como a pesquisa de

moléculas de classes quimicas promissoras que atuam em alvos terapéuticos diferentes.

Palavras-chave: Tuberculose, Mycobacterium tuberculosis, farmacos antimicobacterianos,

resisténcias, novos alvos terapéuticos, desenho racional de farmacos



Abstract

Tuberculosis (TB) is a bacterial disease caused by Mycobacterium tuberculosis (Mtb).
This infectious agent is responsible for a large number of infections around the world (1/3 of
the world population), and the infection may assume two forms: active (symptomatic) and latent

(asymptomatic).

The treatment of TB resulting from infection by susceptible strains of Mtb is based on
first-line therapy protocols, which comprise the administration of rifampicin, isoniazid,
pyrazinamide and ethambutol. For TB resulting from strains of infectious Mtb resistant to 1st-

line drugs, 2nd-line therapy is used.

Current TB treatment is effective, yet it shows toxicity and the need for prolonged
treatments, which impairs adherence to the therapy. This scenario is worsened by the emergence
of new strains of Mtb resistant to the tuberculostatic drugs in use, making resistant TB one of
the biggest public health problems, especially in less developed countries. It is thus of
paramount importance to deepen the knowledge regarding the mechanisms of action,
limitations and respective mechanisms of resistance of the drugs in use, as well as to identify
new therapeutic targets of Mth, so as to develop new drugs against TB that circumvent the

existing problems.

This dissertation summarizes the state of the art regarding current TB treatment
strategies and scientific advances in the identification of new targets and development of new
drugs to combat this disease. Emphasis is given to the characteristics of TB and its global
impact, the therapies available and their limitations, as well as future perspectives in the
discovery of new therapeutic targets and in the development of better drugs. The author of this
work particularly focused on the study of mechanisms of action and the structure-activity
relationship studies of current antituberculous drugs, relating them to “docking” studies and the
genes responsible for the mutations that create resistant strains, as well as the research of

molecules of promising chemical classes that act on different therapeutic targets.

Keywords: Tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, antimycobacterial drugs, resistance,
new therapeutic targets, rational drug design
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Capitulo I: Introducao

1. Tuberculose

Em humanos, a tuberculose (TB) é uma infecdo que pode ser provocada por
Mycobacterium tuberculosis (Mth) ou por Mycobacterium africanum. No entanto, a incidéncia
desta esta restringida & Africa Ocidental, sendo responséavel por 40 a 50% dos casos de TB nessa
regido. (1,2) Estas duas espécies fazem parte do complexo Mycobacterium tuberculosis (CMT),
que compreende um grupo de bactérias do género Mycobacterium capazes de causar TB em
seres humanos e em outros mamiferos. No conjunto de espécies que causam TB noutros
mamiferos incluem-se, por exemplo, M. microti, M. pinnipedii, M. orygis, M. mungii, M. caprae
e M. bovis. (1,3)

A porta de entrada principal do Mtb é a inalacdo por via respiratéria e, atingindo o alvo
principal que sdo os macrofagos localizados nos alvéolos pulmonares, pode desenvolver a
doenca, isso €, a forma ativa de TB, que se caracteriza por sintomas como tosse que persiste
mais de 3 semanas, perda de peso, febre e sudorese noturna. (4,5) A TB afeta principalmente
os pulmdes (TB pulmonar), podendo contudo afetar praticamente todos os 6rgéos do organismo

humano (TB extrapulmonar). (6)

Os individuos saudaveis que sdo infetados pelo Mtb geralmente ndo desenvolvem
sintomatologia porque o seu sistema imunoldgico impede que o Mth provoque a doenga. No
entanto, o agente patogénico permanece inativo no organismo e pode ser reativado se o

individuo se tornar imunocomprometido. (7)

1.1. Historia

Vaérios autores formularam hipéteses de que o género Mycobacterium apareceu ha mais
de 150 milhGes de anos, de que ha 3 milhdes de anos o antecedente de Mtb infetou os
hominideos da zona Este da Africa e de que ha 20 a 15 mil anos surgiu o antepassado das

estirpes de Mtb presentes na atualidade. (6,8)

Desde 8000 antes de Cristo (a.C.), a época a que reportam as primeiras evidéncias das
afecOes pela TB, observadas em 0ssos (9), que a TB figura entre as doengas mais antigas que
assolam a humanidade. Algumas mumias egipcias também apresentaram deformidades 0sseas

tipicas de uma infecdo por Mtb, ocorridas em 2400 a.C. (8,9)



Em 460 a.C., Hipdcrates reconheceu a TB (na altura conhecida como tisica) como uma
doenca hereditaria (porque ocorria em toda a familia) e fatal para muitos jovens. (9,10) Na
mesma altura, Isocrates propds a teoria de que a TB poderia ser uma doenga infeciosa e

Aristoteles sugeriu que TB seria de natureza contagiosa. (8)

No século I1, Clarissimus Galen, o fisico pessoal do imperador romano Marcus Aurelium,
descreveu a TB como uma doenca infeciosa e transmissivel, associando-lhe sintomas como
febre, sudorese, tosse e expetoracdes com sangue e indicando que a terapéutica deveria incluir
a ingestdo de leite, figados de lobo e urina de elefantes, respirar ar puro e realizar viagens
maritimas. (8,10)

Em 1679 o cientista holandés Francis Sylvius de la Boe forneceu, no documento com a
designacdo Opera Medica, a primeira descricdo dos tubérculos nos pulmdes (atualmente
conhecidos como “granulomas’) como manifestacdo patoldgica caracteristica da doenga, bem
como da sua progressao para abscessos, cavidades e empiema, nos pulmdes e em outros locais.
La Boe associou TB e escréfula (doenca dos ganglios linfaticos do pescoco, (8,10) uma
patologia que atualmente se designa por “tuberculose linfonodal” ou “tuberculose ganglionar”.
(9) Em 1689 o fisico inglés Richard Morton publicou o seu trabalho “Phthisiologia”, onde
descrevia a patologia das varias formas de tisica, tubérculos e escrofula. Morton e La Boe
consideravam que a tisica era uma doenca hereditaria e Morton acreditava que se podia

transmitir através de contactos proximos. (10)

Em 1699 foi emitido um decreto pela Republica de Lucca em que consta a primeira
referéncia oficial a natureza infeciosa de TB. Mais tarde, em 1735, a Junta de Salde da
Republica ordenou a notificacdo e isolamento dos doentes em locais especificos para o seu

tratamento, proibindo a admissdo em hospitais publicos. (8)

Em 1779, o cirurgido britanico Percivall Pott descreveu a doenga de Pott, atualmente
conhecida como “espondilite tuberculosa”, mostrando que TB pode afetar outros érgdos além

de pulmdes. (9)

No século XIX persistiu a discussdo quanto a origem etiopatologica da TB, bem como a
sua associagdo com escrofula e com os tubérculos. Em 1810, o fisico francés Gaspard-Laurent
Bayle of Vernet descreveu no seu trabalho, Recerches sur la phthisie pulmonaire, que os
tubérculos afetam os pulmdes e também o resto do corpo. (8,10) Em 1816 Laennec inventou o
estetoscopio, que usava para ouvir e diagnosticar os doentes com TB. (10) As teorias defendidas
por Vernet foram suportadas pelo médico francés Theophile Laennec, levando a que, em 1819,
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se considerasse que os tubérculos pulmonares e extrapulmonares fazem parte da primeira fase
de TB. (8,10) No entanto, a informacdo relativa a etiologia da TB surgiria apenas em 1882,
gracas ao trabalho de Robert Koch.

Durante a revolucéo industrial, a partir da segunda metade do século XVI1I1, as condi¢6es
de vida pioraram significativamente devido aos ambientes de trabalho extremamente carentes
a habitacbes mal ventiladas e sobrelotadas, com saneamento primitivo ou inexistente, e
desnutricdo, que levaram a um aumento significativo da TB. Nesta altura a TB era responsavel
por 1/4 de todas as mortes na Europa e América do Norte e, em 1838 e 1839 foi responsavel
por 1/3 das mortes entre comerciantes e trabalhadores ingleses. (8) Na altura, a TB era
conhecida como a “peste branca”, devido a extrema palidez e anemia que os doentes com TB

apresentavam. (8,10)

No século XIX foram notaveis os avancos no diagnostico de TB, bem como no seu
tratamento. No dia 24 de marco de 1882 (atualmente conhecido como o dia nacional da TB), o
fisico alem&o Robert Koch, utilizando um método colorimétrico por ele desenvolvido, baseado
em azul de metileno, conseguiu isolar e visualizar a bactéria em particulas contaminadas com
Mtb, expelidas através de tosse ou espirro dos doentes. (1,8,9) O trabalho de Koch sobre a TB
consistiu em trés passos: identificacdo de uma bactéria nos tecidos infetados, cultura do agente
patogénico suspeito no soro animal e subsequente inoculacdo em animais de laboratério. (8,11)
Foi este trabalho que permitiu esclarecer as davidas relativas a etiologia da doenca, clarificando
que todas as formas da doenca séo resultado da infe¢do por um Unico agente patogénico. (10)
Robert Koch recebeu o Prémio Nobel de Fisiologia ou Medicina em 1905 gracas as suas
descobertas na luta contra a TB e o Mtb foi batizado em seu nome, passando a ser também
conhecido como “bacilo de Koch”. (9,12,13) Robert Koch tentou criar uma cura para a TB,
designada por “tuberculina”, que consistia num extrato de glicerina da bactéria, contudo néo
obteve sucesso. A tuberculina foi futuramente adaptada como método de teste de despiste da

presenca de TB latente. (14)

No final do século XIX e inicio do século XX foi registado um declinio da mortalidade por
TB, muito antes da descoberta dos primeiros antibioticos para combater Mth. Gragas as
descobertas de Koch sobre a infeciosidade do Mtb, a instalagdo de sanatérios, que tinham como
objetivo isolar os doentes do resto da comunidade, comecou a ter grande influéncia na melhoria
dos cuidados que os doentes com TB recebiam e consequente diminuicdo da taxa de

mortalidade. (9,13,15) Em 1854 Hermann Brehmer instalou o primeiro sanatorio, nas



montanhas silesianas, uma zona isolada e a grande altitude, em Gorbersdorf, Silésia (atual
Poldnia). (13,15) O beneficio da construcdo dos sanatorios a elevadas altitudes foi explicado
pelo fisico Henri-Clermont Lombard, que em 1856 defendeu a exposicdo ao ar rarefeito (de
baixa pressdo e pouca variedade e concentracdo de gases), derivada da altitude, bem como a

pressao reduzida do oxigénio no sangue, como propriedades curativas. (15)

Nos sanatorios o tratamento dos doentes passava pela alimentacéo frequente e abundante,
aeroterapia (acesso ao ar puro), repouso, exercicio fisico moderado e helioterapia (exposi¢édo a
luz solar). Helioterapia ndo era prescrita para doentes com febre, mas sim para doentes cronicos,
uma vez que ativava a producdo de vitamina D que por sua vez ativava 0s macrofagos. Para
além disso, a exposicdo a luz solar contribuia para a libertacdo de Oxido nitrico, com
propriedades antimicrobianas, de fontes enzimaticas e ndo enzimaticas da imunidade inata do
individuo. (15)

O avanco na histdria da TB também resultou da descoberta de raios-X pelo fisico alemé&o
Wilhelm Konrad von Roentgen, em 1895, o que facilitou o diagndstico da TB nos doentes e

possibilitou um melhor acompanhamento terapéutico dos mesmos. (9,15)

A intervencdo cirurgica foi, durante muitos anos, a Unica op¢ao terapéutica para os doentes
antes do aparecimento dos primeiros antibioticos eficazes no combate ao Mth. Em 1943, foi
desenvolvido por Selman Waksman o primeiro antibiético eficaz contra Mtb, a estreptomicina,
gue passou a estar disponivel quatro anos mais tarde, pelo menos na Europa e na América do
Norte. (9,11) Por volta da mesma altura o cientista J6rgen Lehmann descobriu a capacidade do
acido para-aminosalicilico de destruir a bactéria, (13) e em 1952 foram documentadas as
propriedades bactericidas da isoniazida, que passou a ser prescrita na primeira linha terapéutica
contra TB. Nessa altura foram descobertos outros antibiéticos como pirazinamida, cicloserina,
etionamida, etambutol, canamicina, capreomicina, rifampicina, entre outros (Figura 1.1).
(9,13,14)

O aparecimento dos farmacos mudou drasticamente o progndstico de TB, levando ao
encerramento da maioria dos sanatérios, uma vez que com o tratamento recebido os doentes
rapidamente revertiam os sintomas e, atraves de estudos, comprovou-se nao haver diferenca
nos resultados clinicos ou infecdo dos proximos, entre tratamentos farmacologicos recebidos

no sanatdrio ou a nivel domiciliar. (13,15)
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Figura 1.1 - Cronologia das descobertas dos compostos usados no tratamento da tuberculose (TB), desde a
Segunda Guerra Mundial até 2000 (adaptado de (14))

Um aspeto comum para todos os farmacos descobertos, foi o gradual desenvolvimento de
resisténcias por Mtb ao longo do tempo, sendo este um grave problema até os dias de hoje. (9)

1.2. Epidemiologia

De acordo com o Relatério Sobre a Tuberculose da Organizagdo Mundial de Salde
(OMS), em 2019 a TB foi a 13% causa de morte em todo o mundo e, ap6s a doenga por
coronavirus (COVID-19), a segunda causa de morte por um Unico agente infecioso, em 2020.
(16)

Devido as circunstancias que acompanhavam a pandemia COVID-19, em 2020 houve um
aumento na taxa de mortalidade, mas também uma reducdo do numero de casos de TB
diagnosticados e notificados. De entre as circunstancias que assumiram um papel significativo
na reducdo da taxa de notificacdo de casos de TB podemos apontar a menor capacidade do
Sistema de Saude para fornecer servigos e a menor capacidade dos doentes para procurarem
atendimento por profissionais de salde, devido a confinamentos obrigatorios e a restricdes
associadas, bem como a preocupacdes e medos sobre os riscos de frequentar unidades de saude
durante uma pandemia e incertezas no diagnéstico devido as semelhangas dos sintomas
relacionados a TB e COVID-19. (16)

Estima-se que 9,9 milhGes de pessoas desenvolveram TB em 2020, tendo a doenga
causado aproximadamente 1,3 milhdes de mortes entre pessoas com resultado negativo a

infecdo pelo virus da imunodeficiéncia humana (VIH) e cerca de 214000 entre pessoas VIH



positivas. (4,16) As taxas de incidéncia da TB no mundo, em 2020, podem ser vistas na
representacdo grafica na Figura 1.2.

Incidéncia por 100 mil
habitantes por ano

[ Jo-99 \
] 10-4
[ s0-9
B 100299 %
B 300499 Pt &

> ou =500

l:l Sem dados
[ Nao aplicavel

Figura 1.2 - Taxas de incidéncia da TB no mundo por 100000 habitantes, em 2020 (adaptado de (16))

De acordo com o Programa Nacional da Direcdo-Geral da Saude Portugal registou em
2020 “uma diminui¢do efetiva dos casos de TB” e 0 Relatério Global da Tuberculose indica
que Portugal desceu dos “cerca de 1800 casos em 2019 para 1445 casos em 2020. (17)

Sabe-se que 13 dos 15 paises com maior nimero de casos de TB se situam na Africa. (9)
De acordo com a OMS, em 2020 8% dos casos de TB coexistiam com a infe¢éo por VIH, com
maior proporcdo de coinfec¢do no continente africano, excedendo 50% em certas partes da
Africa Meridional. (16) Globalmente, em 2020, cerca de 84% das mortes por TB entre pessoas
VIH negativas e 85% do total combinado de mortes por TB em pessoas VIH negativas e VIH
positivas ocorreram nas regides da OMS da Africa e do Sudeste Asiatico. A India foi
responsavel por 38% das mortes globais por TB entre pessoas VIH negativas e por 34% do

namero total combinado de mortes por TB em pessoas VIH negativas e VIH positivas. (16)

Apesar do continente africano apresentar um maior numero de casos de infecdo, mais de
metade de novos casos derivam de 5 paises do continente asiatico: Bangladesh, india,
Indonésia, Paquistdo e Filipinas. Esse facto foi comprovado pelos resultados de um estudo dos
anos de vida ajustados por incapacidade, revelando a perda de 42% dos anos de vida ativa
devido a doenca. (9)
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Estima-se que 40% da populagio indiana seja portador de TB, tornando a india o pais
com maior nimero de casos ativos da doenca. Apesar da mortalidade e da incidéncia de TB na
india terem diminuido nos dltimos anos, foi registado um aumento de incidéncia de estirpes de
Mtb resistentes aos farmacos, nomeadamente 2,2% e 15% para 0S novos casos e para os doentes

que ja receberam tratamento anterior, respetivamente. (9)

Em 10 anos, 3 a 4% da populacdo mundial diagnosticada com TB pela primeira vez
revelou perdas de eficacia dos farmacos convencionais, crescendo a proporcao para 18 a 21%
em pacientes que ja haviam sido expostas a medicacdo (mais de 50% desses casos surgiram em
paises da antiga Unido Sovietica). (16)

1.3. Campanhas mundiais de combate & Tuberculose

Em 1993 a OMS reconheceu a TB como uma epidemia que afeta cerca de um terco da
populacdo mundial. (16) Em articulacdo com o Programa Nacional de Controlo da Tuberculose,
a OMS desenvolveu iniciativas em paises mais pobres, por exemplo na india, que envolveram
0 compromisso politico e administrativo de monitorizacdo sistematica, tratamento
supervisionado e diagndstico de qualidade. O programa salvou 37 milhGes de vidas entre 1990
e 2013, reduzindo a taxa de mortalidade por TB em 45% e a de prevaléncia em 41%. (9) Um
dos principais problemas dos paises pobres reside na adesdo a terapéutica, pela dificuldade de
convencer 0s residentes a tomarem os medicamentos durante, pelo menos, 12 meses, mesmo
na auséncia de sintomas. Observando esta falha na educacdo dos pacientes, muitos paises
implementaram o programa Directly Observed Treatment Short-Course, langada pela OMS em
1995, onde os doentes ficam sujeitos a monitorizacdo apertada durante apenas 6 meses, com 0
objetivo de encontrar o regime terapéutico eficaz para cada doente, bem como para diminuir a
prevaléncia de estirpes resistentes de Mtb. (9,11,14) Entre 1995 e 2008 foram curados 36
milhdes de casos de TB com a ajuda deste programa, tendo sido evitadas 6 milhGes de mortes
pela doenca. (9)

Em 2014, a OMS lancou o Plano Nacional Pelo Fim da Tuberculose (do inglés, End TB
Strategy), estabelecendo, numa reunido decorrida em setembro de 2018, objetivos, a alcancar
até 2030: reduzir o nimero de mortes anuais por TB em 90%; diminuir a incidéncia de novos

casos de TB em 80% (comparativamente com os dados registados em 2015). (16)

Em 2018, a OMS, ainda lancou outra iniciativa, Find.Treat.All, em colaboragdo com a
Stop TB, que tem como objetivo a detecéo e tratamento de 40 milhGes de pessoas com TB no
periodo de 2018 a 2022. (6)
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Existem outras campanhas, como Fundo das NagGes Unidas para a Infancia (do inglés,
United Nations Children’s Emergency Fund), que visa a melhoria do crescimento e
desenvolvimento infantil, a diminuicdo da mortalidade infantil, o saneamento e higiene das
aguas, bem como um melhor acesso a vacinas, tornando a vacinagdo com o bacilo Calmette
Guérin (BCG) numa iniciativa global. (6,9,11) A OMS recomenda o fornecimento da vacina
BCG como parte dos programas nacionais de imunizagédo infantil, de acordo com os dados
epidemioldgicos de TB em cada pais. Em 2017, 158 paises adotaram a vacina¢do com BCG,

dos quais 120 relataram uma cobertura de pelo menos 90%. (6)

Em Portugal, a vacina BCG fazia parte do Programa Nacional de Vacinagdo até 1 de
janeiro de 2017. Uma vez que, em 2015, o pais conseguiu reduzir a taxa de incidéncia da doenca
para 20 pessoas por 100 mil habitantes, e por iniciativa da Direcdo Geral da Saude, hoje em dia
a vacina BCG s0 é administrada, a nascenca, as criangas que pertencem a grupos de risco, por
exemplo as criangas provenientes de paises com muitos casos de TB e as que vivem ou
convivem com portadores de infe¢do VIH/sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA).
(18)

Tém vindo a ser criados varios programas governamentais e organizagdes nao-
governamentais, por exemplo a organizacdo ndo-governamental “Americares”, que fornece
ajuda meédica e humanitaria em caso de emergéncias ambientais. Contudo muito deve ainda ser
feito para melhorar o acesso aos cuidados de saude e fornecer apoio a pessoas desprivilegiadas

e a populac@es vulneraveis. (9)
1.4. Mycobacterium tuberculosis

A espécie Mtb pertence ao dominio Bacteria, filo Actinobacteria, classe Actinobacteria,
subclasse Actinobacteridae, ordem Actinomycetales, familia Mycobacteriaceae e género
Mycobacterium. (1,19)

As bactérias do género Mycobacterium podem ser divididas em 4 grupos principais, com
base em diferencas epidemioldgicas, associacdo com a doenca e a capacidade de crescer in
vitro: os que pertencem ao CMT (principal causa da TB), Mycobacterium leprae (o agente
causador da lepra ou hanseniase), que é a Unica micobactéria que ndo cresce in vitro,
Mycobacterium ulcerans (causadora de Ulceras pela producdo da toxina micolactona) e
micobactérias ndo tuberculosas. (1,3,20) Do Gltimo grupo mencionado, podemos dar como
exemplos do M. avium complex, M. kansasii e M. absessus que, tal como o Mtb, também podem

infetar o ser humano, causando infe¢cdes pulmonares mas nao TB. (20,21)
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O Mtb faz parte das micobactérias, mais especificamente do CMT, que sdo bactérias
Gram-positivas, de forma bacilar, aerdbias, imdveis, incapazes de formar esporos, com 1 a 4

pum de comprimento e 0,3 a 0,6 pum de largura. (3,6,20,22)

Apesar de ser classificada como bactéria Gram-positiva, devido & espessa camada de
peptidoglicano, o Mtb apresenta uma segunda membrana, designada por membrana externa, tal
como as bactérias Gram-negativas, mas de natureza cerosa, com alto teor de lipidos e
relativamente impermedvel. Essa membrana externa é composta internamente por acidos

micdlicos e externamente por lipidos livres. (20,23,24)

A parede celular do Mtb apresenta, no seu core, peptidoglicanos (&cidos N-
glicolimuramicos) ligados covalentemente aos arabinogalactanos (um polissacarido composto
por D-arabinose e D-galactose), que por sua vez se apresentam ligados covalentemente aos
acidos micadlicos (acidos gordos de cadeia longa de alto peso molecular, com 60 a 90 carbonos).
(20,23)

Para além disso, a parede celular contém outros glicolipidos no espaco periplasmaético,
nomeadamente o lipomanano (LM), o lipoarabinomanano (LAM) e o lipoarabinomanano
manosilado (ManLAM) e os glicolipidos ha membrana externa que ndo estdo covalentemente
ligados (ou lipidos livres), tais como sulfolipidos, dimicocerosato de ftiocerol (PDIM),
dimicolato de trealose (TDM), glicolipideos fendlicos (PGL) e fosfatidilinositol manosideos
(PIM). Todos os glicolipidos mencionados desempenham um papel importante na interacdo
com os recetores das células do hospedeiro e na modulacdo da resposta imunitaria. (1,19,22)

Toda a estrutura da parede celular se apresenta detalhadamente descrita na Figura 1.3.

O primeiro genoma de Mtb que foi sequenciado, do Mtb H37Rv, revelou que o genoma
apresenta 44 milhdo de pares de bases, codificando 4018 genes, sendo que 9% dos genes
codificam proteinas dedicadas ao metabolismo lipidico, a constru¢do duma parede celular
complexa e rica em lipidos, bem como a sintese de proteinas necessarias para exploracdo de
lipidos do hospedeiro que servem como fonte de carbono. Exemplos dessas proteinas sao 0s
dominios N-terminais, cujos genes sdo muito conservados ao longo das geraces, de prolina-
glutamina e prolina-prolina-glutamina, que também participam no metabolismo lipidico, na

construcdo da parede celular e na modulacdo do sistema imunitario. (1)
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Figura 1.3 - Estrutura da parede celular de Mth. LM = Lipomanano, LAM = Lipoarabinomanano, ManLAM =
Lipoarabinomanano Manosilado, PDIM = Dimicocerosato de Ftiocerol, TDM = Dimicolato de Trealose, PGL =
Glicolipideos Fendlicos, PIM = Fosfatidilinositol Manosideos (adaptado de (1,19,22))

A natureza lipidica da parede celular do Mtb atribui varias vantagens a bactéria para
garantir a sua sobrevivéncia no organismo do hospedeiro, bem como dentro das células do
sistema imunitario: capacidade de formar biofilmes, resisténcia a ambiente &cido,
hidrofobicidade extrema, impermeabilidade a varios farmacos, resisténcia a secagem e

propriedades imunoestimuladoras distintas. (6,19,22)

Apesar da vantagem da impermeabilidade que a complexidade da parede celular do Mtb
fornece, acaba por ser alvo terapéutico de varios medicamentos de primeira linha no tratamento
da TB, tais como a isoniazida, o etambutol e etionamida, uma vez que o seu mecanismo de acado

passa pela inibicdo da sintese dos componentes da parede celular. (1)

Embora classificadas como Gram-positivas, as micobactérias ndo sdo coradas pela
coloracdo de Gram, mas pelos métodos de Ziehl-Neelsen e de Kinyoun, que utilizam a
carbolfucsina ou fucsina fenicada como corante e o azul de metileno como corante de contraste.
(19) Sdo microrganismos que retém a cor vermelha da carbolfucsina mesmo apds o

descoramento com solugdo A&lcool-acido, devido a natureza lipidica da parede celular
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(principalmente devido a presenca do &cido micolico), por isso sdo conhecidos como bactérias
acido-alcool resistentes. (3,19,20)

O Mtb apresenta uma taxa de crescimento muito lenta, demorando 12 a 24 horas para
completar uma divisdo, sendo o tempo necessario para cultivar uma cultura cerca de 21 dias
(9,22) Algumas razdes metabdlicas apresentadas sdo a presenca dum Unico operdo para acido
ribonucleico ribossomico, taxa de replicacdo de &cido desoxirribonucleico (ADN) lenta,
necessidade de absorcdo de nutrientes do hospedeiro através duma parede celular extremamente

impermeével com requisitos para a sua constru¢do muito exigentes. (1,22)

1.5. Mecanismos de defesa contra infecdo por Mtb

O Mtb necessita ultrapassar todos os mecanismos de defesa do hospedeiro para causar
a doenga, sendo as membranas mucosas e 0 muco das vias respiratorias superiores, as primeiras
barreiras naturais que contactam com o agente patogénico. Na presenca duma infecdo, o
organismo do hospedeiro desencadeia uma resposta imunolodgica inata, que posteriormente
estimula o desenvolvimento da resposta imune adaptativa ou adquirida. A resposta inata é a
primeira linha de defesa contra os agentes patogénicos. E mediada essencialmente por células
fagocitarias, ndo é especifica e ndo tem memdria imunoldgica. Ja a resposta imune adaptativa
apresenta elevada especificidade antigénica e memoria imunoldgica, devido a diferenciacdo das
células B e T (Figura 1.4). (25)

1.5.1. Resposta imunitéria inata

Os macrofagos alveolares sdo as primeiras células que respondem ao estimulo da
invasdo dos alvéolos pulmonares pelo Mtb quando este é inalado pelo hospedeiro. Os
macréfagos sdo células do sistema imunitario que participam na resposta imune inata e tém

como principal objetivo fagocitar qualquer substancia considerada “non-self”. (26)

Alguns recetores de reconhecimento de padrées (PRRS), tais como 0s recetores
semelhantes a Toll (TLRs), sdo expressos nas células que participam na resposta imunitaria
inata, como 0s macrofagos e células dendriticas. Esses PRRs, principalmente os TLR2 e TLR4,
sdo responsaveis pela ativacdo da resposta inata contra Mth, que induzem a uma resposta
inflamatdria e antimicrobiana, benéfica para o hospedeiro. (26,27) Esses recetores interagem
com padrdes moleculares associados a patégenos (PAMPS) que sdo algumas moléculas que
compdem a membrana lipidica da bactéria, nesse caso Mtb, tais como lipoproteinas 19
quilodatons (kDa) e 27kDa, glicoproteina 38kDa, LAM e Man-LAM. (26) Essa interacdo
conduz a cascata de sinalizacdo que por sua vez leva a producéo de citocinas pré-inflamatorias
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pelos macrofagos, como a interleucina (IL)-12, que ativa a producgéo de outras citocinas pro-
inflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interferdo gama (IFN-y), IL-2 e
quimiocinas. (22,26,28)
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Figura 1.4 - Interacdo entre Mtb e a resposta inflamat6ria do hospedeiro. Mth = Mycobacterium tuberculosis,
PAMPs = Padrdes Moleculares Associados a Patogenos, TLR = Recetor Semelhante a Toll, IL = Interleucina,
IFN-y = Interferdo Gama, TNF-a = Fator de Necrose Tumoral Alfa (Adaptado de (28))

Para além dos recetores TLR, os macrofagos interagem com o Mtb e reconhecem-no
através de proteinas reguladoras do complemento (como o CD35), recetores de manose,
proteina surfactante A e recetor CD14. O recetor CD14 é responsavel pelo reconhecimento de
lipopolissacarideo na parede celular do Mtb. (29) As proteinas reguladoras do complemento e
0s recetores de manose participam na opsoniza¢do, ou marcagdo do agente patogénico para
posterior eliminacdo pelas células fagocitarias. J& a proteina surfactante A atua como uma
opsonina, promovendo a ligagdo dos macrofagos ao Mtb e aumentando a taxa de eliminagdo do

agente patogénico. (26,30)

Apbs a fagocitose das particulas de Mth os macrofagos processam-nas e apresentam a

sua superficie como antigénios do agente patogénico através do complexo de
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histocompatibilidade major (MHC) classe Il. (26) Os macro6fagos migram até aos ganglios
linfaticos, onde interagem com os recetores das células T e B, que por sua vez reconhecem o

complexo “MHC tipo II + antigénio” presente a superficie dos macréfagos. (27)

O processo de fagocitose e processamento do antigénio, bem como a apresentagdo do
mesmo atraveés da via MHC-I, as células T, pode também ser executado pelas células

dendriticas, pois também fazem parte da resposta imune inata. (26,27)

Nessa altura os macrofagos libertam a IL-12, que estimula a proliferacdo das células T
bem como a sua diferenciacdo em células células T helper tipo 1 (Th1) ou células CD4+ do tipo

1, dando inicio a resposta adquirida. (31)
1.5.2. Resposta imunitéria adquirida

As células Thl produzem a IL-2, responsavel pela estimulacdo de proliferacdo de
células T, ou seja, 0 aumento do namero de células T efetoras, quer as CD4+ quer as CD8+. O
IFN-y" é uma outra citocina pro-inflamatéria produzida pelas células Thl que ativa os
macrdfagos. (32) Para além disso, as células Thl produzem o TNF-a, uma citocina pro-
inflamatdria responsavel pela ativacdo duma resposta inflamatoria, induzindo febre a nivel do
hipotdlamo e a expressdo de adesinas pelo endotélio, o que aumenta a diapedese de neutrofilos

e macréfagos até ao local de infecdo. (33)

Estudos demonstraram que os componentes da parede celular das micobactérias, como
0s peptidoglicanos e &cidos micdlicos, promovem a transcri¢cdo do gene do IFN-y, que por sua
vez leva a producédo de quimiocinas CCL5 e CCL22, que apresentam um papel importante na
quimiotaxia dos leucdcitos. (28)

As células Thl ativam entdo os macrofagos através da producéo de IFN-y e da interacéo
entre o recetor de linfécitos T (TCR) da célula Thl e o MHC-II do macr6fago, com o auxilio
da co-estimulacéo pela interagdo do recetor CD40 do macr6fago com o CD40L da célula Thl.
(26,30) Uma vez ativado, o macrofago atua através de varios mecanismos para auxiliar a
eliminacdo do Mtb: fagocitose, producdo de espécies reativas de oxigénio e azoto, produgéo de

enzimas lisossomicas e atraves do pH baixo do fagolisossoma. (26)

Um macrofago ativado também produz citocinas quimioatratoras, que convocam outras
células do sistema imunitario, como os linfécitos T, linfécitos B, neutréfilos e mondcitos, para

0 local de infecdo. (26) Adicionalmente, o macrofago ativado produz TNF-a que induzira a
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apoptose dos macréfagos infetados, aumentado a taxa de apresentacdo de antigenos (Mtb
processado) as células T e B existentes nos ganglios linfaticos. (34)

A IL-12, também produzida pelos macréfagos, é responsavel pela proliferacdo dos
linfocitos T e pela diferenciacdo dos mesmos em Th1l, ou seja, subsiste um ciclo de estimulacdo
matua entre 0 Thl e o macrofago ativado que se baseia na producdo de IFN-y, ativador de
macrofagos pelas Thl, e uma vez ativado, o macréfago produz IL-12 que é um ativador de Thl.
(22) Uma representacao pictorial da interacao entre os linfocitos T e os macrofagos encontra-

se na Figura 1.5.
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Figura 1.5 - Mecanismos envolvidos na ativagdo de macrofagos e linfocitos T por micobactérias. Ag =
Antigénio, NFkB = Fator Nuclear Kappa B, TLR = Recetor Semelhante a Toll, TCR = Recetor de Linfécitos T,
CD = Proteinas Reguladoras do Complemento, FCR = Receptor Para a Por¢do Fc de Anticorpos, CR — Recetor

do Complemento, IL = Interleucina, TNFo = Fator de Necrose Tumoral alfa, TNFaR = Recetor do Fator de
Necrose Tumoral alfa, MHC = Complexo de Histocompatibilidade, RE = Reticulo Endoplasmatico, IFN-y =
Interferdo Gama (Adaptado de (35))

Ao mesmo tempo, as celulas dendriticas, que também apresentam capacidade
fagocitaria, estimulam as células CD8+ apresentando o agente patogenico via MHC-1. Essa
interacdo resulta de sinais de co-estimulagdo proveniente da interacdo de recetores CD80 e
CD86 na superficie dos macréfagos e células dendriticas com o recetor CD28 das células T

naive. A maioria das células nucleadas apresentardo MHC-I a sua superficie depois do contacto
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com o agente patogénico e, assim, qualquer célula que apresente MHC-1 a sua superficie sera
eliminada pelas células T CD8+. (27,30,35)

Aquando do confronto entre o Mtb e o sistema imunitario do hospedeiro, desenvolve-
se uma reacdo de hipersensibilidade tipo IV, que é caracterizada pela resposta das células Thl
persistente com ativacao de macréfagos e leséo tecidular. (36)

Essa lesdo tecidular, no contexto de TB, designa-se por granuloma inflamatério com
necrose caseosa e tem como objetivo principal travar a propagacéo do Mtb. Esses granulomas
sdo constituidos por Mtb livre, macréfagos infetados, macrofagos ativados, células
multinucleadas (ou células de Langerhans), neutrofilos, células natural killer, células
dendriticas, linfocitos T e B e fibroblastos. (30,37)

No centro infecioso do granuloma o pH é baixo, estando presentes 0xido nitrico,
mondxido de carbono e elevadas concentragcbes de TNF-a, produzidos pelos macréfagos
ativados, a baixas concentra¢des de oxigenio (estado de hipoxia), derivado do isolamento pelas
varias camadas concéntricas de celulas do sistema imunitério. Este ambiente quimico conduz a
morte de células e tecidos nessa regido, dando origem a necrose caseosa. Todas essas
caracteristicas do meio da zona necrética sdo desfavoraveis ao Mtb, levando a expressdo de
genes envolvidos na indugéo do estado de laténcia do Mtb, diminuindo o seu metabolismo, mas
sdo propicias para comunicacdo através de citocinas entre macréfagos e outras células do

sistema imunitario. (26,30)
1.6. Mecanismos de patogenicidade do Mtb

Uma vez inalado, o Mtb inicia o seu ciclo patogénico nas vias aéreas inferiores,
nomeadamente nos brénquios, infetando os macréfagos alveolares com o intuito de se replicar
no espaco citoplasmatico, para depois invadir o espa¢o pulmonar e extrapulmonar do
hospedeiro. O sucesso na invasao das células do sistema imunitario bem como na inducéo da
doenca no hospedeiro depende maioritamente da capacidade do sistema imunitario de travar a
infecdo. A Figura 1.6 representa a histdria natural da doenca no hospedeiro

imunocomprometido. (26)
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Figura 1.6 - Historia natural da doencga no hospedeiro imunocomprometido apds a exposicéo a particulas
contendo Mtbh. Mtb = Mycobacterium tuberculosis, TB = Tuberculose (adaptado de (26))

1.6.1. Transmissao

O Mtb é transmitido através de particulas enquanto fala, tosse ou espirra (Figura 1.7 A
e B). Essas particulas sdo suficientemente pequenas para ficarem suspensas no ar desde alguns

minutos a horas, apresentando 1 a 5 um de diametro (Figura 1.7 C). (19,26,38)

Apds inalacdo, as bactérias presentes nas particulas infetam inicialmente os pulmdes,
dependendo do risco de infecdo de vérios fatores, tais como a proximidade com o reservatorio
(pessoa infetada) e a eficacia do sistema imunitario do hospedeiro (Figura 1.7 D). (38)

Gragas ao seu pequeno tamanho, as particulas conseguem evitar as barreiras naturais
existentes nos bronquios, atingindo os alvéolos pulmonares, onde sdo fagocitados pelos
macrofagos alveolares, neutrofilos e células dendriticas, apos o reconhecimento dos PAMPs
pelos PRRs das células fagocitarias do hospedeiro. Quanto maior é a suscetibilidade do
hospedeiro, maior é o risco de infecdo das células do sistema imunitario pelo Mtb e progresséo

dessa infegéo para doenca, ou seja, estado sintomatico da TB (Figura 1.7 E). (19,26)
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Figura 1.7 - Ciclo de transmissao de Mtb. Mtb = Mycobacterium tuberculosis, TB = Tuberculose (adaptado de

(39))

1.6.2. Infegdo primaria

Na infecdo primaria, ou seja, no 1° contacto com o organismo hospedeiro, o Mtb fica
localizado maioritamente na regido média dos pulmdes. (40) Nessa altura a bactéria desperta a
resposta imunitaria, o que leva a formacdo de granulomas. O granuloma inflamat6rio com
necrose caseosa numa infecao primaria desenvolve-se em dois locais: na regido pulmonar, onde
ocorreu a 12 infecdo com o Mtb (foco pulmonar ou foco de Ghon) e nos ganglios linfaticos
mediastinal e hilar do lado da zona afetada. Quando ambos os locais sdo afetados, a afecéo

designa-se complexo de Ghon ou complexo bipolar da TB. (40,41)

O Mtb, na sua parede celular, apresenta glicolipidos que interagem com 0s recetores de
manose na superficie dos macréfagos, ou seja, 0 Mtb induz a sua propria endocitose. (35) Uma
vez dentro do macrofago alveolar, poderdo levar a uma das duas situagdes de infecdo descritas

a sequir, dependendo do nivel de viruléncia do Mtb e da resposta imunitaria do hospedeiro.

Se for o caso de infe¢do por uma estirpe menos virulenta, a bactéria induzira a apoptose
do macrofago, por formacéo de vesiculas apoptoticas. No entanto, com uma resposta imunitaria
eficaz, essas vesiculas serdo de novo fagocitadas pelos macrofagos e serdo expostas a sua

superficie como um complexo de antigeno associado ao MHC tipo Il. Esses macr6fagos migram
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até aos ganglios linfaticos onde residem as células T e células B e interagem com as mesmas
através da interagdo entre o complexo “MHC-II + antigénio” com 0s recetores das células T e
B. (27)

Existem estirpes mais virulentas, que conseguem escapar a resposta imunitaria, inibindo
as enzimas lisossomais, da fusdo do lisossoma com fagossoma (formagéo de fagolissossomas),
da producéo de espécies reativas de oxigénio e azoto, conseguindo assim replicar-se dentro do
citoplasma do macréfago e escapar ao sistema imunitario do hospedeiro. Uma replicacédo
excessiva de Mtb leva a lise do macréfago libertando uma grande quantidade de agente
patogénico no alvéolo. N&o sendo eficazmente travado pelo sistema imunitario, o Mtb terd o

potencial de evoluir de infecdo a doenca e até de TB pulmonar a TB extrapulmonar. (26)

1.6.2.1 Tuberculose ativa e latente

Uma infecdo nem sempre origina um episodio de doenca, ou seja, TB sintomatica
(estado ativo). Esse facto deve-se ao desenvolvimento da resposta imune adquirida ao longo do
tempo, que passou apés a infecdo e que elimina a bactéria mais eficazmente do que a resposta
imune inata. (7) O desenvolvimento de doenca depende do estado das defesas imunolégicas do
hospedeiro: o Mth pode entrar em estado de laténcia, ou seja, 0 hospedeiro é assintomatico, ou
0 Mtb sai do espaco intracelular, infetando outros tecidos e desenvolvendo o estado ativo de

TB que é sintomatico e transmissivel. (6,7)

Em 90 % dos casos de infecdo, os granulomas formados sofrem fibrose e calcificacao,
ou seja, ha formacéo de tecido fibrético ao redor do granuloma, transformando o complexo de
Ghon em complexo de Ranke. (37,42) Esse processo geralmente é suficiente para interromper
0 crescimento bacteriano antes do desenvolvimento da doenca, ou seja, TB ativa, e nesses casos
os individuos infetados ndo apresentardo sintomas de doenca uma vez que o Mtb permanecera
em estado latente no interior dos granulomas, ndo contribuindo assim para a transmissao da
doenca (Figura 1.8 A). No entanto, em 10% dos casos o tecido fibrético ndo € suficiente para
conter a proliferacdo do Mtb, pelo que esses individuos apresentardo sintomas de doenga, ou
seja, 0 Mtb apresentar-se-a na sua forma ativa (Figura 1.8 B). Desta situacéo resulta a TB ativa,
que surge devido a incapacidade do sistema imunitario para conter a 12 infe¢do. Assim, a doenca
desenvolve-se maioritamente em individuos com sistema imunitario imaturo ou deficiente,

como € o caso das criancas, idosos e individuos imunossuprimidos. (37)
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Figura 1.8 - Patogenicidade de TB (Adaptado de (43))

1.6.3. Infegdo secundaria

A TB secundaria ou pos-primaria € definida como uma forma de TB pulmonar num
individuo previamente sensibilizado ao Mtb, ou seja, individuo com células de memoria
(células B). A TB secundaria poderd acontecer por reinfecdo exdgena, ou seja, um novo
contacto com Mtb através da inalagdo de particulas com a bactéria, ou por reativacao enddgena,

ou seja, por imunossupressao do hospedeiro. (41,44)

No primeiro caso, reinfecdo exdgena, ao ter um segundo contacto com o agente
patogénico a resposta de hipersensibilidade tipo IV sera muito intensa e localizada, ocorrendo
geralmente nos Iébulos superiores devido a maior concentracdo de oxigénio nesses locais que

é um fator propicio a replicacdo da bactéria. (26,44)

No segundo caso, reativacdo endégena, o Mtb reativa o seu metabolismo e comeca a
proliferar devido a incapacidade do sistema imunitario de conter a bactéria dentro do

granuloma. (26)

A probabilidade da reativacao e da reinfeccdo permanece incerta e afeta negativamente
a saude publica, uma vez que ndo ha suporte bibliogréfico para a correta implementacéo de
intervencdes para o controle de infe¢do. Os fatores de risco que diferenciam os dois tipos de
infecdo secundéaria sdo: a resisténcia aos medicamentos antituberculosos, as caracteristicas

clinicas dos doentes, 0s genotipos das estirpes e as coinfeccdes por VIH ou diabetes. (45)
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1.6.4. Tuberculose disseminada

Na TB miliar, ou disseminada, o Mtb invade o sistema circulatério, pelo que os
individuos afetados apresentam bacteriemia, e circula até atingir outros 6rgdos, como o sistema

nervoso central (SNC) e o figado, criando varias lesdes microgranulomatosas nos mesmos. (41)

Quando atinge outros 6rgéaos, a TB é definida como TB extrapulmonar e designa-se pelo
nome da zona afetada, por exemplo, TB gastrointestinal, meningite por TB, TB do figado, TB
cardiaca, TB musculo-esquelética, etc. (46) A TB extrapulmonar representa cerca de 15 a 20%
de todos os casos de TB em doentes imunocomprometidos, e mais de 50% dos casos em doentes
VIH positivos. (6)

A invasdo do sistema circulatério pelo Mtb pode acontecer durante a formagédo de um
granuloma que lesionou um vaso capilar. (47) A TB disseminada pode acontecer quer na TB
primaria, quer na secundaria, uma vez que em ambas as situac6es, 0s vasos capilares podem ser

afetados pelo granuloma. (44)

Quando o granuloma afeta um vaso capilar podera ocorrer uma disseminagdo
hematogénica. Essa afecdo tem entdo como o sintoma principal a tosse com sangue, devido ao
lesionamento do vaso capilar localizado nas vias aéreas inferiores. (48) Ja ao lesionar um
brénquio, poderd ocorrer uma disseminacdo broncogénica, uma vez que o brénquio passa a
drenar a necrose caseosa. Ao ser drenada, a necrose caseosa transformar-se-4 numa leséo
cavitaria, onde a concentracdo de Mtb é extremamente elevada, pelo que a presenca da lesédo

cavitaria € um fator que aumenta a transmissibilidade do Mtb. (49)

1.7. Mecanismos de fuga ao sistema imunitéario e fatores de viruléncia

Por fator de viruléncia entende-se qualquer fator ou molécula que o agente patogénico
usa para causar uma doenca, - neste caso o agente Mtb para causar TB -, ou seja, um fator que
fornece ao agente patogénico capacidade de se replicar e causar danos ao organismo do
hospedeiro, desviando-se das defesas do sistema imunitario deste. E crucial conhecer os fatores
de viruléncia do agente patogénico que se pretende erradicar, de modo a identificar os
“drugable” virulence targets, ou seja, 0s fatores alvo suscetiveis a farmacos que podem ser

usados como alvos terapéuticos no desenvolvimento de novas substancias ativas. (50)

O Mtb ndo possui fatores de viruléncia classicos, como as toxinas, uma vez que adaptou
0S seus genomas para a sobrevivéncia dentro de células do hospedeiro. (51) Utiliza 3 estratégias

principais para permitir sua sobrevivéncia e replicagéo, bem como para obter todos os nutrientes

24



necessarios das células infetadas: modulacdo do sistema imunoldgico do hospedeiro, entrada
no estado latente e rutura fagossomal, sendo esta Ultima necesséria para a transi¢do do estado
latente para o estado ativo. Essas estratégias sdo mediadas através de fatores e proteinas,

descritas adiante.

1.7.1. Sistema de secrecdo ESX-1

Um dos principais fatores de viruléncia responsaveis pelo crescimento da bactéria é o
sistema de secrecdo de proteinas tipo 1 (ESX-1). O sistema ESX-1 é um sistema de aporte de
substancias muito importante para o Mtb que, sendo uma bactéria Gram positiva, apresenta uma
parede celular muito espessa, pelo que necessita dum sistema eficiente que garante acesso a

substancias, nomeadamente a todos os nutrientes necessarios. (52)

O sistema ESX-1 segrega a proteina de filtrado de cultura de 10kDa (CFP-10) e a
proteina antigeno de secrecdo primaria de 6kDa (ESAT-6), ambos antigenos das células T. O
ESAT-6 desempenha um papel muito importante na rutura fagossomica ao inserir-se na
bicamada lipidica do fagolisossoma, formando poros ao ativar a via das caspases, garantindo a
translocacdo do Mtb ao citosol e acesso a nutrientes, bem como a sua disseminacéo através da
parede alveolar, provocando citdlise das células epiteliais dos alvéolos.(22,26,53,54)

Adicionalmente, ambas as proteinas do sistema ESX-1 podem ficar inseridas nas
paredes internas e externas das mitocondrias, deixando livre no espago intracelular o ADN
mitocondrial, que sera detetado por varias células do sistema imunoldgico. Assim, havera uma
ativacdo da resposta inflamatoria com a producéo de IFN do tipo 1 (como IFN-a), mediada por
ADN mitocondrial. O objetivo desse mecanismo é atrair mais células imunitarias para o local
de alojamento de Mtb, para que sejam infetadas pelo mesmo. (55) Para além disso, 0 sistema
ESX-1 participa através de ESAT-6 na inibicdo de autofagossomos contendo a micobactéria no

interior dos macréfagos. (54)

1.7.2. Fatores lipidicos da superficie celular

De entre os fatores lipidicos que se localizam na parede celular de Mtb encontram-se 0s
acidos micolicos, os sulfolipidos, o TDM, o PDIM, 0 LAM, o0 ManLAM, os PGLs e 0s PIMs.

1.7.2.1 Acidos micélicos

Os &cidos micélicos sdo acidos gordos que compdem a parede celular do Mtb, tornando-
a bastante impermeavel, o que faz a bactéria apresentar uma velocidade de crescimento lenta,

devido a baixa taxa de absorcéo de nutrientes, derivada da impermeabilidade da parede celular.

25



(24) Uma vez que a taxa de crescimento da bactéria é lenta a eficicia dos farmacos
antibacterianos € baixa, porque é durante a fase de crescimento rapido ou crescimento
exponencial que as bactérias expdem os fatores vulneraveis a antibioticos. Para além disso, 0s
farmacos, tal como os nutrientes, apresentam pouco poder de difusdo para o interior da bactéria,

devido a impermeabilidade da parede celular. (1)

Os &cidos micélicos também estdo envolvidos na inibicdo da fagocitose e digestdo do
Mtb por células fagocitéarias, agindo como uma cépsula. Adicionalmente, estdo envolvidos no

processo de formacédo do granuloma. (22)

1.7.2.2 Sulfolipidos

Os sulfolipidos sdo glicolipidos presentes a superficie da micobactéria que desempenham
um papel importante na interrupcdo do processo normal de maturagdo do macréfago e na
prevencdo da fusdo do fagossoma com o lisossoma, 0 que permite a sua sobrevivéncia no

interior do macrdéfago. (22,23)

1.7.2.3 PDIM

O PDIM atua na lise celular, uma vez que é transferido da superficie do Mtb para a
membrana do macréfago, na qual se intercala, libertando as micobactérias para 0 meio
extracelular. I1sso ocorre devido a sua capacidade para reduzir a elasticidade e a integridade das
membranas e aumentar o efeito citolitico do sistema ESX-1. (55,56)

1.7.24 TDM

O TDM atua no processo de formacdo do granuloma, na ativacdo da libertacdo de
citocinas quimioatratoras, na inducdo de apoptose e inibi¢cdo da fusdo de fagossoma com o

lisossoma. (22)

1.7.25 LAMe ManLAM

O ManLAM interage com 0s recetores de manose no macrofago, inibe a fuséo
fagossoma-lisossoma e inibe o acumulo de vacuolos autofagicos no macréfago. (22,26,54) Para
além disso, ManLAM e LAM participam na modulacéo da producdo de citocinas e da resposta
imunitaria adquirida, onde o LAM inibe a producdo de IFN-y por macrofagos e liga-se aos
radicais livres de oxigénio impedindo uma maior destruicdo dos agentes patogénicos
intracelulares, enquanto que o ManLAM inibe a resposta celular ao suprimir a expressao de

MHC-II e IFN-y, impedindo, respetivamente, a apresentacdo de antigenos por células
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dendriticas (ndo havendo resposta imunitéria adquirida eficaz) e a producédo de MHC-I, MHC-

I, radicais centrados em oxigénio e radicais centrados em azoto. (22,54)

1.7.2.6 PGLs

Os PGLs sao lipidos de superficie relacionados com o PDIM. Induzem a producdo da
quimiocina CCL2 que, por sua vez, recruta mondcitos que entram na constitui¢cdo do futuro
granuloma. Esses mondcitos, tal como os macréfagos, servirdo como hospedeiros para a
replicacéo do Mtb. (57)

1.7.2.7 PIMs

Com base na literatura disponivel, esta comprovado que os PIMs apresentam capacidade
de inibicdo dos macréfagos, principalmente por via de interacdo com TLR4, da expressao de
radicais de oxigénio e da producdo de citocinas como TNF-a, IL-12 e IL-1. Os PIMs também
bloqueiam a interacao entre os lipopolissacaridos da superficie da bactéria e os recetores CD14,

inibindo assim a ativacdo da resposta imunitaria. (58)

1.7.3. Proteinas de choque térmico

As proteinas de choque térmico (HSPsS) sdo proteinas que atuam como chaperons
moleculares, assistindo outras proteinas na obtencao de seu dobramento apropriado, mesmo em
condigdes de stress. O Mtb apresenta trés HSPs principais, a HSP70, a HSP65 e a HSP60, cuja
transcricdo € ativada sob condicBes de stress para induzir o estado de laténcia do Mtb,
garantindo a sua sobrevivéncia. Adicionalmente, as 3 interagem com 0s recetores TLR (2 e/ou
4) dos macréfagos e células dendriticas, desencadeando uma resposta do sistema imunolégico
do hospedeiro. (59,60)

Além das 3 HSPs referidas, o Mtb apresenta duas pequenas proteinas de choque térmico
(sHSPs), a sHSP16.3 e a Acr2, sendo que a sHSP16.3 também desempenha um papel

importante na sobrevivéncia da micobactéria durante o estado de laténcia. (61,62)

Apesar de serem consideradas fatores de viruléncia, as HSPs podem ser benéficas ao
hospedeiro por apresentarem caracteristicas muito imunogénicas, servindo como bons
candidatos para o desenvolvimento de novas vacinas, mais eficazes, e tambem de novas formas
de diagndstico de TB latente. (60,61)
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1.7.4. Glicoproteina 19kDa

A glicoproteina 19kDa atua como agonista de recetores TLR2, & superficie dos
macrofagos. Essa interacdo leva a ativacdo dos macréfagos e a secrecdo de citocinas pro-
inflamatdrias que participam na resposta imunitaria contra Mtb. No entanto, o0 Mtb usa esse
mecanismo a seu favor, uma vez que o0s estudos comprovaram gque uma exposi¢do prolongada
a sinalizacdo mediada por TLR conduz a inibicdo da expressdo do MHC-II dos macréfagos.
(26) Adicionalmente, através da via TLR2 dependente da caspase-8 ocorre a apoptose dos

macrofagos, o que também favorece a contencéo da infecdo. (63)

1.7.5. Enzima KatG e enzima TpX

A enzima catalase peroxidase (KatG) confere ao Mtb resisténcia ao stress oxidativo das
células do hospedeiro. A enzima, tiol peroxidase (TpX) catalisa a reducdo de hiperperdxidos e

peroxinitritos no Mth. (54)

1.7.6. SecA-2

Outro sistema envolvido nos mecanismos de fuga ao sistema imunitario € o SecA-2, um
sistema de transporte associado a adenosinatrifosfatase cuja funcdo é importar proteinas
necessarias para o crescimento celular bacteriano dentro dos macréfagos contra o gradiente de
concentracdo consumindo energia, nomeadamente ATP. O SecA-2 também inibe a maturacédo

do fagolisossoma. (54,64)

1.7.7. Pili tipo IV e tipo curli

O Mtb apresenta dois tipos de pili: tipo curli e tipo IV. Os pili do tipo curli desempenham
um papel importante na formacdo de biofilme, interagindo com outras micobactérias, bem

como na adesdo a camada epitelial das células e na adesdo e invasdo dos macrofagos. (65)

Os pili tipo 1V existem em varias bactérias Gram positivas e Gram negativas, dando as
bactérias capacidade de mobilidade, de adesdo as células hospedeiras, de formacgdo de
biofilmes, de uptake de ADN e de secrecdo de proteinas. A sua funcdo ndo é completamente
conhecida, no entanto sabe-se que alguns genes associados aos pili do tipo IV eram previamente
identificados como lectinas, ou seja, proteinas que interagem com hidratos de carbono das
células. Estdo envolvidas no processo de adesdo as superficies (formando biofilmes) e

membranas (permitindo a invasédo de células). (65)
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1.8. Fatores de risco e importancia da coinfe¢éo Tuberculose/VIH

Inicialmente devemos considerar o risco de infecdo que o individuo apresenta que, como
ja se verificou, é diferente do risco de desenvolvimento da doenca. O risco de infecdo depende
de varios fatores, como a duracdo, a natureza e a intensidade da exposi¢do, bem como o local
de alojamento do Mtb. (39)

Dentro da populacdo de risco de desenvolvimento de TB, apos a infecdo por Mtb,
encontram-se as criangas com menos de 2 anos e 0s que apresentam contacto direto com
familiares infetados pelo Mth, bem como as pessoas mais idosas e doentes que recebem terapia
com glucocorticoides, ou outra com propriedades imunossupressoras. (9) Em sentido mais lato,
qualquer condicdo que suprima o sistema imunitario, como o envelhecimento, a malnutricéo,

diabetes mellitus descontrolada e falha renal pode ser considerada como um fator de risco. (26)

Na india, bem como em outros paises mais pobres, o registo de uma maior incidéncia de
casos de infecdo por Mtb e das complicacbes que dela derivam devem-se a varias razdes como,
por exemplo, acesso dificultado aos cuidados de salde, auséncia de seguros de salde, pobreza,
medidas de controlo de infecdo ndo adequadas, pouca higiene e acumulagdo de doentes na
mesma instituicdo de salde, com falta de ventilacdo adequada e falta de luz solar. (9) Estudos
recentes revelaram que a deficiéncia de vitamina D, que advém da falta de exposicdo a luz solar,
é frequentemente detetada em pacientes com TB ativa. Um facto interessante, pois nao se
observou beneficio clinico advindo da suplementagdo com vitamina D, no entanto parece

evidente que esta apresenta atividade imunomoduladora significativa. (15)

Na populacdo em risco também se incluem os profissionais de satde, devido ao contacto
préximo com os doentes, por vezes sem equipamento de prote¢do individual, como méascaras e

luvas. (9)

Outro fator de risco importante, e que justifica maior incidéncia da doenca em paises
pobres, prende-se com uma deficiente educacdo para a saude. Concretamente, a falta de
informacdo da populagdo sobre as vias de transmissdo da bactéria, que leva a falta de higiene
pessoal e comunitéria, e também sobre a doenca e sua terapéutica. Este Gltimo fator tem
consequéncias devastadoras, uma vez que a falta de informagéo sobre a doenca leva a ma adeséo
a terapéutica, o que implica que o tratamento € comecado, mas o curso de antibioterapia nunca
chega a ser concluido na totalidade, promovendo o aumento de recidivas da doenca e
aumentando o namero de casos de TB por estirpes de Mtb resistentes aos antibidticos, o que

conduz a aumento significativo da sua transmissibilidade. (9)
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Outro fator muito importante prende-se com a coinfec¢do por Mth e VIH. A infegéo por
VIH afeta 0 mundo inteiro, contudo paises mais pobres, principalmente os paises africanos, sdo
0S que apresentam uma maior incidéncia de infecdo por VIH. Os principais fatores de risco para
a coinfeccdo por Mtb e VIH séo falhas da terapéutica, falta de adeséo a terapéutica e diagnostico

de infecdo atrasado, situagdes que séo bastante frequentes em zonas mais pobres. (66)

Sabe-se que o risco de desenvolver TB ativa em individuos infetados por VIH aumenta
20 vezes, comparativamente com os individuos ndo infetados por VIH, aumentando também o
risco de morte. Isso deve-se essencialmente a 2 mecanismos: reativacdo da TB latente e
aumento da suscetibilidade ao Mtb, j& que ambos os agentes patogénicos aumentam o potencial

infecioso um do outro, acelerando a deterioracdo de funcdes imunoldgicas do hospedeiro. (67)

O VIH, diminuindo as defesas do hospedeiro e tornando o sistema imunitério mais fraco,
cria um meio propicio para o desenvolvimento da forma ativa de TB. (9,67) O VIH causa
deplecéo das células T CD4+ e anormalidades funcionais das células T CD4+ e CD8+, que
desempenham um papel importante na protecdo contra a TB ativa. Por outro lado, a infecéo por

Mtb acelera a progresséo da infegdo assintomatica por VVIH para SIDA. (26)

E de notar que os individuos VIH positivos que recebem tratamentos antirretrovirais junto
com os medicamentos contra o Mtb apresentam maior risco de desenvolvimento de
complicagdes, como a sindrome inflamatoria de reconstitui¢do imunoldgica (caracterizada pelo
aumento subito de células CD4* e consequente reacdo inflamatoria). (14,26) Os derivados da
rifamicina (como a rifampicina, rifabutina e rifapentina, usadas no tratamento da TB) induzem
a transcricdo de enzimas, como o citocromo (CYP) 3A que metabolizam os inibidores de
proteases usados no tratamento e controlo de VIH, diminuindo as concentragdes destes ultimos
e aumentando o risco de desenvolvimento de estirpes de Mtb resistentes aos farmacos

disponiveis. (14)
1.9. Diagnéstico

Dado que na maioria dos individuos a infecdo é assintomatica (TB latente), o diagnostico
clinico da TB é dificil, no entanto existem 2 tipos de teste que permitem diagnosticar doentes
com TB latente, bem como TB ativa: teste de sensibilidade a tuberculina (TST) ou teste
Mantoux e o Interferon Gamma Release Assay (IGRA). (7)

Uma pessoa infetada pelo Mth, mas assintomatica, pode ser identificada 6 a 8 semanas

apos a exposicao ao agente patogénico, caso desenvolva reacdo (apds 48 a 72 horas no local de
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injecdo) ao derivado de proteina purificada, também designado por tuberculina, usado no teste
TST. No entanto este teste é pouco preciso, ndo sendo possivel identificar o tipo de micobactéria

que infetou o organismo. (7,26)

O TST indica se o individuo teve algum contacto prévio com a bactéria, ou seja, se foi
infetado, mas n&o faz o diagndstico da doenca. E muito comum em certos paises a pessoa ter
contacto com Mtb mas ndo desenvolver nenhuma doencga relacionada com TB ativa. Para além
disso, em doentes imunocomprometidos pode conduzir a falso-negativo, uma vez que ainda ndo
desenvolveram uma resposta imunitaria suficiente que possa ser detetada pelo teste. J& um

falso-positivo podera ocorrer em pessoas que receberam a vacina BCG. (7)

Para a detecdo da TB latente, a Food and Drug Administration (FDA) autorizou a
comercializacdo de dois testes IGRA: 0 QUANTIFERON®-TB Gold (Cellestis, Australia) e o
TB.Spot® (Oxford Immunotec, Gra-Bretanha). Sao testes mais precisos e especificos que o
TST, que permitem avaliar a producdo do IFN-y por células Thl em resposta a antigénios
especificos do Mth, nomeadamente ESAT-6 e CFP-10, ausentes em M. bovis BCG (genes
eliminados na producéo da vacina) e na maioria das micobactérias ambientais, eliminando as
reagdes cruzadas com estas micobactérias. O teste IGRA ndo diferencia entre TB ativa e latente,
mas podera ser util na identificacdo quer da TB latente em individuos assintomaticos, quer da

TB ativa em doentes imunossuprimidos, como testes de diagnostico adjuvantes. (7,26)

Existe um outro método de facil realizacdo, baixo custo e rapido que ¢é a baciloscopia,
gue consiste na coloracdo das micobactérias com fucsina fenicada, com posterior descoloracao
por alcool &cido, onde s6 as micobactérias reterdo o corante, dando origem a um resultado
positivo a TB. No entanto, hoje em dia ja é pouco usado porque a cultura do Mtb é um processo
demorado, pois o bacilo tem um crescimento lento (15-20 h), e é um teste que apresenta pequena
sensibilidade, apresentando resultado negativo em 30 a 50% dos casos de pessoas infetadas
com Mtb. (35)

Hoje em dia também se recorre aos testes de amplificagdo de acidos nucleicos, ou testes
rapidos, de alta especificidade no diagnostico, dos quais o mais vulgarmente usado é a
reacdo em cadeia da polimerase. E um teste que proporciona a possibilidade de diagnostico de
TB pulmonar ou laringea, bem como de TB em outros 6rgdos ou tecidos, ou seja, de TB

extrapulmonar. (68)
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Para o diagnostico de TB extrapulmonar e para o auxilio de localizagdo anatomica do
Mtb sdo também utilizadas técnicas como tomografia computadorizada, laparoscopia e

endoscopia por ressonancia magnética. (6)

1.10. Prevencgao

Um dos objetivos da OMS ¢ erradicar a pandemia da TB até 2035, sendo uma das
estratégias essenciais o desenvolvimento de vacinas efetivas que consigam bloquear o ciclo de
transmissdo do Mtb. (69)

Atualmente sO é autorizada a comercializacdo duma vacina contra a TB, a BCG. Esta
vacina foi administrada pela primeira vez em Paris em 1921 pelo Dr. Benjamin Weill-Halle,
por via oral, a uma crianca. Hoje em dia, a vacina BCG é administrada via parenteral as criancas
e demonstra ser eficaz na prevencdo de complicagdes derivadas duma infegédo por Mth, bem
como na prevencao da evolucédo para a forma extrapulmonar da TB em criangas. (9,11,14) No
entanto a BCG demonstra alguma variacéo na eficacia, ou seja, na prevencao da TB, ndo tendo
demonstrado potencial no controlo da epidemia global nem na diminuicéo da transmissibilidade
da doenca. Assinala-se o decréscimo notado nos ultimos anos na eficacia da inducdo da
imunidade pelas vacinas, (14,69,70) sendo que ap06s a administracdo da vacina, em criangas, 0
risco de apresentar infecdo diminui somente 20% e o risco da infecdo progredir para doenca
decresce 60%. (14) Estes dados revelam a necessidade de investir no desenvolvimento de novas
vacinas. Sabe-se que os adolescentes e os adultos sdo os principais meios de transmissédo da
doenga, uma vez que sdo 0s mais afetados pela doenca. Assim, as novas vacinas deverdo ter
como populacéo alvo as faixas etarias superiores, de modo a cobrir a maior parte da populacédo

e prevenir a transmissdo do Mth. (69-71)

Esta a ser considerada a oportunidade de utilizar vacinas como coadjuvante no tratamento
de TB devido a sua aptiddo para prevenir recidiva ou reinfecdo nos doentes por TB, mas
enveredar por esta estratégia dependera da capacidade de manutencdo de uma resposta
sustentavel das ceélulas T contra as micobactérias. (69,71) Se este aspeto for alvo de estudo no
desenvolvimento de novas vacinas, a sua incorporacgao na terapéutica podera aumentar as taxas
de cura, principalmente em doentes infetados com estirpes resistentes a farmacos contra o Mtb,
bem como reduzir a duracdo do tratamento, que geralmente é de 6 meses, ou 2 anos em doentes
infetados com estirpes resistentes. (69) No entanto, ndo € uma boa estratégia caso o objetivo
final seja a erradicacdo total da doenga, uma vez que, para atingir esse objetivo, é necessario

prevenir a infecdo, ou seja, 0 primeiro contacto com o Mtb. (71)
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E estimado que quase 1/4 da populagdo mundial possa estar infetada pelo Mtb,
concluindo que existe um ndmero muito elevado de possiveis casos de TB ativa, ou seja,
elevado risco de transmissao do bacilo. Foi estudada e comprovada a efetividade na diminuigédo
da mortalidade e morbilidade da administracdo duma vacina pré-infecdo, ou seja, antes de
ocorrer 0 primeiro 0 contacto com o Mtb, e uma vacina pés-infecdo, mas antes do
desenvolvimento de TB ativa. O propdésito da vacina pré-infecdo baseia-se ndo tanto para
prevencdo da infecdo mas para prevencao da doenca, uma vez que este Ultimo ponto é o

essencial para a diminuicéo das taxas de mortalidade e morbilidade por TB. (69)

A prevencéo de infegdo ainda € uma meta inatingivel no caso da TB, porque as células T,
que sdo o alvo que deve ser estimulado e ativado pela administracdo da vacina, ndo podem
impedir que os individuos se infetem com Mtb porque ndo interagem diretamente com 0s

antigénios microbianos e detetam apenas as células ja infetadas. (71)

Existem duas vacinas na fase I1b de ensaios clinicos que tém como propoésito a prevencgédo
da infecdo (nomeadamente DAR-901 e a revacinacdo com BCG), no entanto as 3 vacinas
(nomeadamente M.vaccae, VPM1002 e Immunovac/MIP) que ja se encontram na fase 11l dos
ensaios clinicos estdo dedicadas a inibi¢do da doenca. (72)

Esté a ser desenvolvida uma nova geracdo de vacinas que atingirdo o local de entrada do
Mtb, ou seja, os pulmdes, que sdo desenhadas de modo a serem administradas por via intranasal.
Essas vacinas tém como objetivo estimular as defesas das mucosas do hospedeiro, induzindo a
producdo local de imunoglobulina A que entdo teria como alvo o Mtb no espaco alveolar e ndo
as células ja infetadas. Assim, a nova geracdo de vacinas tem como proposito final a geragéo
de anticorpos especificos que poderiam impedir que individuos se infetassem com Mtb e que,

a nivel global, teria enorme contribuicdo para a erradicacdo da TB. (71)
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Capitulo II: Atual Quimioterapia e Resisténcias

2. Quimioterapiada TB

O objetivo principal do tratamento farmacoldgico da TB € a cura do doente e contencdo da
transmissdo da doenca. Durante o tratamento sdo utilizados farmacos que eliminam

rapidamente a populacdo bacteriana e impedem uma recidiva de TB ativa. (6)

A escolha dos medicamentos para o tratamento da TB depende do estado em que o Mtb se
encontra (ativo ou latente) e do nivel de resisténcia aos farmacos da estirpe infetante e define o
regime terapéutico do doente, ou seja, a escolha dos farmacos antituberculosos deve ser
individualizada. Para TB provocada por estirpes suscetiveis aos farmacos o regime de
tratamento escolhido envolve medicamentos utilizados na quimioterapia de 12 linha. Para casos
em que a estirpe infetante apresenta resisténcia a um ou mais farmacos de 12 linha recorre-se

aos medicamentos utilizados na quimioterapia de 22 linha. (73)

E de notar que o regime terapéutico para o tratamento da TB ndo envolve a prescricio de
um unico farmaco antituberculoso, assentando na associacdo de varios farmacos de modo a
inibir o crescimento das micobactérias e também erradica-las, evitando assim as mutagdes
espontaneas no seu genoma, que se desenvolvem independentemente para cada farmaco e
caracterizam as estirpes resistentes aos farmacos. O desenvolvimento de resisténcias é uma das

maiores limitagdes ao controlo das TB, e principal preocupagdo da OMS. (14)

Sabe-se que as mutagdes espontaneas sé ocorrem em bacilos na fase de replicacéo, ou seja,
durante os processos necessarios para a formacdo de novas cadeias de ADN, por exemplo
através do mau emparelhamento das bases azotadas. Assim, para minimizar as resisténcias aos
farmacos os tratamentos da TB apresentam uma duracdo longa, usando medicamentos que

apresentam tempo de semivida elevado. (14)

2.1. Quimioterapia de 12 linha

A terapéutica de 12 linha controlaa TB ativa e a TB latente, mudando o esquema posolégico
dos mesmos farmacos para cada estado da micobactéria. A TB latente é geralmente tratada com
um anico antibidtico, de modo a prevenir a progressao da doenca para a sua forma ativa e
sintomatica, enquanto a TB ativa é tratada usando associac¢fes de varios farmacos, de modo a

prevenir ou retardar o desenvolvimento de resisténcias. (15)
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Atualmente, o regime terapéutico mais prescrito para TB ativa ndo complicada consiste no
uso conjunto de 4 farmacos, todos de administracdo oral, rifampicina, isoniazida, pirazinamida
e etambutol, de toma diéria durante 2 meses na fase intensiva, com posterior fase de continuagéo
durante 4 meses, em que sdo administradas rifampicina e isoniazida, de toma diaria ou trés
vezes por semana. (73-75) A estreptomicina ja fez parte da 12 linha de tratamento, no entanto
foi suspensa devido a elevada taxa de resisténcias, sendo usada apenas como substituto da
amicacina. (73,76) A estrutura, a classe quimica e o mecanismo de acdo dos farmacos

mencionados sdo explicitados no Quadro 2.1.

Quadro 2.1 - Farmacos usados na quimioterapéutica de 12 linha para o tratamento da TB (73,77)

Farmaco Classe Quimica Estrutura Mecanismo de agdo

Interacdo com a
subunidade ribossomal
Estreptomicina* | Aminoglicosideo 30S, com subsequente
inibicdo da sintese proteica

(traducdo).

0

Interacdo com enoil-ACP

H
\ /
/ \ N— N\ redutases, com
.. o . . - H TR
Isoniazida Acido isonicotinico N subsequente inibi¢do da
— o sintese de acido micolico.
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Rifampicina Rifamicina

g

z
o
O It

Inibicdo da ARN-
polimerase ADN
dependente, com
subsequente supressdo do
inicio de formacao da

cadeia na sintese de ARN.

Continuacdo do Quadro 2.1

Pirazinamida Pirazina

jzg/—\\
N/

Diminuicéo do pH; Modificagdo
do potencial de membrana;
Inibicdo da proteina ribossomal
S1, com subsequente inibicdo da
sintese proteica (tradugéo);
Inibicdo da sintese da coenzima
A

Etambutol Etilenodiamina

Inibi¢do das arabinosil-
transferases, com subsequente
inibicdo da sintese da parede
celular, nomeadamente da

sintese do arabinogalactano.

*- atualmente administrada na terapéutica de 22 linha; descrita no capitulo 2.2.2

Existem esquemas terapéuticos alternativos ao descrito acima (75):

e Administracdo conjunta de isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol

durante primeiras 2 semanas de toma diaria, mudando o esquema posoldgico a toma

dos farmacos duas vezes por semana durante mais 6 semanas (fase intensiva),

seguindo a fase de continuagéo de toma de isoniazida e rifampicina duas vezes por

semana durante 4 meses;

e Administracdo conjunta de isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol trés

vezes por semana durante 2 meses (fase intensiva), com posterior toma de
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rifampicina e isoniazida trés vezes por semana durante 4 meses (fase de

continuacao).

Evidéncias recolhidas e publicada em 2017 na systematic review da OMS mostram que,
comparando o esquema terapéutico que consiste em trés tomas semanais com o de toma diéria,
0s pacientes submetidos a 3 tomas semanais apresentam um risco maior de falha do tratamento,
recidiva da doenca e desenvolvimento de resisténcias aos medicamentos, quando a estirpe de
Mtb era suscetivel e quando a suscetibilidade da estirpe era desconhecida. Consequentemente,

a posologia de trés vezes por semana na fase intensiva nunca deve ser usado. (75)

Para além disso, a administracdo dos farmacos antituberculosos de 12 linha duas vezes
por semana na fase de continuag&o resultou em taxas mais altas de falha do tratamento, recidiva
da doenca e desenvolvimento de resisténcias do que a administracdo de trés vezes por semana
apenas na fase de continuacdo. Como resultado, o esquema terapéutico que consiste em duas

tomas semanais nunca deve ser usado durante qualquer fase da terapia de TB. (75)

Sabe-se que nenhuma dose deve ser esquecida quando 0 esquema terapéutico se baseia
em doses intermitentes durante a fase de continuacdo, pois 0 risco de obter resultados
desfavoraveis aumenta. Assim, as populagcdes mais vulneraveis correm o risco de esquecimento
de toma das doses de medicamentos ou de deficiente absor¢do das mesmas, pelo que tomas

intermitentes incrementam o risco de resultados finais desfavoraveis. (75)

2.1.1. lIsoniazida

A isoniazida é um farmaco cujo efeito bactericida (capacidade de matar as bactérias) s6
opera sobre microrganismos em fase ativa de replicagéo, ou seja, na fase exponencial, ndo tendo

eficacia sobre bactérias em fase estacionaria ou em condic6es de anaerobia. (74,78)

A isoniazida é um derivado da nicotinamida (tal como a pirazinamida) e comporta-se
como um profarmaco, ou seja, € administrada na forma inativa, convertendo-se na forma ativa
apos biotransformacdo catalizada pela enzima KatG da micobactéria, uma enzima codificada
pelo gene katG. A isozinazida entra na célula por difusdo passiva, sofrendo a biotransformacéo
no citoplasma. (74) E ativada pela KatG por peroxidacéo (oxidacio), dando origem a radicais
livres (centrados nos &tomos de oxigénio, carbono ou azoto) que danificam varios componentes
da bactéria, como lipidos, proteinas e acidos nucleicos. (78,79) A oxidagdo pela KatG da origem
ao radical isonicotinoilo, que se liga covalentemente a molécula dinucleétido de nicotinamida

e adenina (NAD") formando o metabolito ativo, (78) um potente inibidor das enoil-proteina de
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transporte de acila (ACP) redutases, codificadas pelo gene inhA, enzimas que desempenham
um papel fundamental na sintese de acidos micélicos da micobactéria (Figura 2.1). A auséncia
destas enzimas, bem como a auséncia dos acidos micolicos, conduz a inibicao da formacdo da
parede celular do Mtb e resulta na morte da micobactéria. (79)
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As resisténcias a isoniazida resultam essencialmente de mutacdo no gene katG,
nomeadamente no coddo 315 (mutacdo Serina315T, ou S315T), resultando na sintese duma
enzima com pouca afinidade pela isoniazida, pelo que as concentra¢des do metabolito ativo sdo
muito baixas. A mutacdo na regido promotora (regido 15) do gene inhA, também conhecida
como mutacdo 15C—T da regido reguladora fabG1-inhA ou c(-15)t, também desempenha um
papel importante no desenvolvimento de resisténcia a isoniazida, visto que leva ao aumento da
expressdo da proteina InhA, como um modo de compensagédo. (80,81) Além disso, ha relatos
de mutacgdes no sitio ativo inhA, que modificam a conformacéo do sitio ativo das enoil-ACP
redutases e comprometem a capacidade de acoplamento da isoniazida ao sitio de ligacdo da
enzima. (82,83) Um estudo realizado por Seifert M. et al. mostrou que cerca de 64% de estirpes

resistentes a isoniazida apresentam a mutacdo S315T e 19% a mutacdo no gene inhA. (84)

Figura 2.1 - Mecanismo de a¢do da isoniazida. PCIH = Derivado de Hidrazona, INH = Isoniazida, KatG =
Catalase Peroxidase, NAD* e NADH = Dinucleétido de Nicotinamida e Adenina, ACP = Proteina de Transporte
de Acila, InhA = Enoil-ACP Redutases (adaptado de (85))
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O desenvolvimento de um novo farmaco da familia da isoniazida que seja eficaz contra
estirpes resistentes, e mais seguro que a isoniazida, € uma &rea alvo importante a ser investigada
para o tratamento de TB resistente. (86) Além disso, um farmaco que apresente maior atividade
contra Mtb podera apresentar potencial para diminuir a duracdo do tratamento para a TB, que
é um dos fatores que limitam a adesdo a terapéutica, pelo que o aumento de atividade de
analogos da isoniazida também apresentard vantagem na reducdo da duragdo do tratamento.
(87) O desenvolvimento racional destes andlogos da isoniazida requer informacéo sobre relacao
estrutura-atividade (SAR) da molécula parente. A investigacdo realizada considerou duas
vertentes para otimizacdo dos farmacos da familia da isoniazida: uma centrada na bioativagdo
do profarmaco e outra na interacdo da espécie ativa com InhA. A Figura 2.2 mostra que no
processo de desenho da isoniazida foram consideradas ambos os aspetos. Para 0 esboco de
outros possiveis farmacos € possivel a troca do grupo amino pelo N=CR:R2o0u NHC R1R2, bem
como a troca no grupo carbonilo do oxigénio pelo enxofre (tiocetona), com a troca do grupo
amino pelo hidrogénio. Para além disso, é conhecido que o grupo isonicotinoilo tolera um
substituinte de pequenas dimensdes. Ja a substituicdo do grupo isonicotinoilo por outros grupos

arilo ou heteroarilo torna a molécula menos ativa. (86)

O grupo amino com o grupo carbonilo
formam o radical isonicotinoil, por oxidacao,
essencial para a ativacido do farmaco

N
7

O grupo isonicotinoilo ¢
importante para a atividade
da molécula

Figura 2.2 — Simula dos resultados dos estudos de relagdo estrutura-atividade (SAR) da isoniazida (adaptado de

(86))
2.1.2. Rifampicina

A rifampicina é um derivado de rifamicina que apresenta efeito bactericida contra Mtb.
(88,89) E um farmaco que atravessa a parede celular do Mtb por difuso passiva e, quando no
interior da bactéria, inibe a transcricdo de genes atraveés do bloqueio da atividade do &cido
ribonucleico (ARN) polimerase ADN dependente do Mtb, ligando-se a subunidade 3 do centro
catalitico da mesma (Figura 2.3). (83,90)
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E de notar que as ARN polimerases ADN dependentes s6 s3o suscetiveis aos farmacos
derivados de rifamicina antes de comegarem o processo de transcricdo, dado que foi
demonstrado que as rifamicinas bloqueiam a transcricdo imediatamente apds a formacao da
segunda ou terceira ligacdo fosfodiester do novo transcrito, ou seja, quando atingem o tamanho
de 2 a 3 nucledtidos. (89)

As resisténcias a rifampicina encontram-se associadas a mutac6es nas posicdes 531, 526
e 516 do gene rpoB, responsavel pela codificacdo da subunidade B da ARN polimerase da
micobactéria. (74) S&o mutacdes responsaveis pela alteracdo da conformacdo da subunidade
B, levando a diminuicédo da afinidade da rifampicina ao sitio de ligacao e assim comprometendo
0 poder inibitdrio da rifampicina da ARN polimerase ADN dependente do Mtb. (74,83)
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Figura 2.3 — Representacdo do mecanismo de interagdo da rifampicina com o sitio ativo da subunidade B da
ARN polimerase (4&tomos de carbono — laranja, oxigénio — vermelho, azoto — azul) (adaptado de (86))

0393

Do estudo SAR do composto que deu origem a rifampicina foi possivel identificar
posicdes que potencialmente poderdo servir como alvo para modificagdes de modo a melhorar
0s aspetos farmacocinéticos (p.ex. absorcéo) e farmacodindmicos (p.ex. poténcia e atividade)
do farmaco. Certas modificacGes sdo possiveis uma vez que originam compostos de poténcia

semelhante. Assim, novos derivados da rifampicina poderédo apresentar modificagdes no grupo
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acetilo, nas posicbes C-3 e C-4 (substituinte com grupo pirazina e grupo hidroxilo,
respetivamente, na estrutura da rifampicina) e no grupo carbonilo da posi¢do C-11. Para além
disso é possivel a conversdo dos alcenos nas posicdes C-16/C-17, C-18/C-19 e C-28/C-29. No
entanto, os grupos hidroxilo nas posi¢des C-1, C-8, C-21 e C-23 sdo essenciais para a atividade,

né&o podendo ser alterados. (86)

Na Figura 2.4. € possivel observar que o desenho da rifampicina obedece aos principios

base extraidos dos estudos SAR. (86)

Os grupos hidroxilo nas posi¢des
assinaladas sdo essenciais para a atividade

...:u,“”””

O [l

O grupo acetilo ¢ necessario para a
interacao com o sitio ativo e para a correta
eliminacéao do farmaco, por desacetilagido

Figura 2.4 — Simula dos resultados dos estudos de SAR da rifampicina (adaptado de (86))

2.1.3. Pirazinamida

A pirazinamida é um anélogo da nicotinamida e precursor da niacina (acido nicotinico
e vitamina B3). (74) E o farmaco que apresenta melhor atividade contra bactérias com baixas
taxas de crescimento, como no caso do Mtb, e a sua atividade Unica é descrita como
esterilizante, apresentando a capacidade de inibir o Mtb em estado latente que persiste em meio
acidico nos macrofagos. (91) E utilizada na quimioterapia de 12 linha da TB. Diminui a taxa de

recidiva e reduz a duragdo do curso de tratamento de 1 ano a 6 meses. (92)

A pirazinamida é um profarmaco que atravessa a membrana do Mtb por difusdo passiva.
Uma vez no citoplasma sofre metabolizacdo pela enzima micobacteriana pirazinamidase
dependente de ferro, codificada pelo gene pncA, convertendo-se no metabolito ativo, o acido

pirazindico. (83,93) O acido pirazinoico é excretado pela bactéria e como o lisossoma apresenta
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pH baixo, a molécula é convertida no seu acido conjugado que retorna para o citoplasma do
Mtb, promovendo a acidificagdo do meio, o aumento da permeabilidade da membrana, a
alteracdo do potencial de membrana e do transporte de substancias, provocando lesdes celulares
e posterior morte da micobactéria (Figura 2.5). (88,93) O &cido pirazinoico inibe a sintese da

coenzima A da micobactéria através da ligacdo a enzima aspartato descarboxilase. (92,93)

o

pH éacido
PZA [ S NH POA- + H* —— HPOA

Difusiao
passiva

+++

Difusao
passiva

PZA 0
PZase N
(PncA) l [ b OH
Conversao . 2 v Alteragado do
S ——

POA =—/=——== [POA]] + H™ Potencial de

* \i\dembrana
Subunidade S1 \

Rl Inibi(;éo‘ dasintese  Acidificacdo do
% de CoA Citoplasma

Tradugao

Efluxo

QOutros alvos?

Figura 2.5 — Representagdo dos mecanismos de ac¢do de pirazinamida. PZA = pirazinamida; PZase =
pirazinamidase; POA™ = Acido Pirazindico; HPOA = Acido Conjugado do Acido Pirazindico; CoA = Coenzima
A (adaptado de (93))

A pirazinamida é também associada a outros mecanismos de acdo, pela sua capacidade
de bloquear alguns fatores de viruléncia do Mtb ou pela sua ligagdo a subunidade S1 ribossomal,
codificada pelo gene rpsA, inibindo assim a traducéo de proteinas. (74)

As resisténcias a pirazinamida estdo fortemente associadas a muta¢fes que ocorrem no
gene pncA, que codifica a pirazinamidase, presentes em 72 a 99% (ca. 85%) das estirpes
resistentes a pirazinamida. (74,94,95) Verificou-se ainda que mutacdes no terminal C da
subunidade S1 ribossomal (oriunda da mutagdo no gene rpsA) resultam na diminuicdo da

afinidade do acido pirazindico pela subunidade, tornando o farmaco inativo. (83,95)

A otimizagdo dos farmacos da familia da pirazinamida foca-se em 2 vertentes, uma
incidindo na ativacdo do profarmaco pela pirazinamidase e outra na interacdo do &cido

resultante (substancia ativa) com o alvo. A pirazinamida (Figura 2.6) apresenta 0s aspetos
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essenciais para satisfazer ambas as condicGes. Para o desenho de outros candidatos a farmaco
da familia das pirazinamidas é possivel considerar a troca do grupo pirazinoilo pelo grupo
nicotinoilo, onde ocorre a troca do azoto pelo carbono, apesar do grupo pirazinoilo potenciar
mais a atividade da molécula. Para além disso, o grupo amida pode ser trocado pelo grupo éster,
uma vez que também é alvo da esterase bacteriana. Nenhum outro grupo substituinte adicional,
na estrutura ciclica, revelou propiciar o aumento da atividade. (86)

O grupo pirazinoilo contribui para o
aumento da atividade do farmaco

O grupo amida é necessario para
que o farmaco possa ser ativado
pela esterase bacteriana

Figura 2.6 — Simula dos resultados dos estudos de SAR da pirazinamida (adaptado de (86))

2.1.4. Etambutol

O etambutol é prescrito no plano terapéutico da TB de 12 linha com o principal objetivo
de prevenir o desenvolvimento de resisténcias. (88) O mecanismo de agdo do etambutol
permanece sob investigacdo, todavia os dados existentes indicam que o farmaco atua como
inibidor de arabinosil-transferases, enzimas de fase Il codificadas pelo operdo embCAB (embC,
embA e embB) que desempenham um papel importante na sintese da parede celular do Mtb,
nomeadamente na sintese do arabinogalactano. (96,97) O etambutol compete com o dissacarido
D-arabinose (ou di-arabinose), substrato das subunidades EmbB e EmbC, comprometendo a
capacidade do Mtb para construir a propria parede celular (Figura 2.7). (98)
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Figura 2.7 — Modelagéo da sobreposicao do sitio ativo do etambutol (azul claro) com o dissacérido D-arabinose
(amarelo), ambos ligados & subunidade EmbB. EMB = Etambutol, ARA2 = D-arabinose (adaptado de (98))

Ao contrério da isoniazida e da rifampicina, o etambutol exerce um efeito bacteriostatico
(capacidade de inibir ou interromper o0 crescimento bacteriano) sobre bactérias em fase
estacionaria, exercendo também um efeito bactericida sobre microrganismos em fase

exponencial. (74)

O principal mecanismo de resisténcia ao etambutol envolve uma mutagdo no codédo 306
do gene embB, detetado em cerca de 68% das estirpes resistentes ao etambutol. (96,97) Estudos
recentes comprovam que certas estirpes resistentes ao etambutol apresentam mutacdes na
regido a montante do gene embA. (97) Foi também identificada uma mutacao no gene ubiA, que
sintetiza enzimas envolvidas na sintese da parede celular, que assume um papel importante na

resisténcia ao etambutol quando associada com a mutacao no gene embB. (74)
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De modo a otimizar o farmaco, contribuindo para a reducao da duracgdo do tratamento da
TB, vérios analogos do etambutol foram desenhados com base no farmacéforo do mesmo. A
Figura 2.8 apresenta uma representacdo da estrutura quimica do etambutol e os aspetos

essenciais para a atividade farmacoldgica da molécula. (87)

Figura 2.8 — Simula dos resultados dos estudos de SAR do etambutol (adaptado de (87))

Dos compostos testados, o andlogo mais promissor, SQ109, foi selecionado para
desenvolvimento, encontrando-se nas fases Il e 11l de ensaios clinicos. (87,99) A estrutura
quimica de SQ109, bem como informacdo adicional sobre esta molécula, encontram-se

disponiveis no capitulo 6.1 desta dissertacao.

2.2. Quimioterapia de 22 linha

Quando a estirpe de Mtb infetante demonstra resisténcia aos farmacos da terapéutica de
12 linha recorre-se a quimioterapia de 22 linha. (73) Esta é composta por varios outros farmacos,
inexistentes no arsenal de 12 linha, no entanto os farmacos de 12 linha podem ser usados para o

tratamento de TB resistente. (76)

A distancia entre os dois azoto

O isoémero (S,S), que fornece 500 vezes mais
poténcia a molécula que o isomero (R,R)

A presenga de dois
grupos hidroxilo

As cadeias laterais de
pequena dimensao

Os farmacos de 22 linha diferem dos da 12 quanto a eficacia, seguranca e disponibilidade.
Podem apresentar menor eficacia (p.ex. o &cido para-aminosalicilico), maior taxa de incidéncia
de efeitos adversos (p.ex. a cicloserina) e a sua comercializagdo esta indisponivel em vérios

paises. (73)

As limitacGes ao uso de farmacos de 22 linha que aparentam ser mais relevantes pelo
impacto na diminuicdo da taxa de ades@o sdo a manifestacdo de reacOes adversas graves e 0
desenvolvimento de resisténcias aos farmacos que eram inicialmente prescritos para ultrapassar
dificuldades associadas a tratamento com farmacos de 12 linha. Este aspeto acarreta efeitos
negativos na saude emocional e social, devido a doenca prolongada, pobreza e isolamento
social, o que pode conduzir a um estado depressivo, fragiliza a confianga nos profissionais de

salde e na politica de salude em geral e copromete a adesdo a terapéutica, o que acaba por
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propiciar a sele¢do para resisténcias, completando o circulo vicioso do desenvolvimento de
resisténcias. (86,100)

O esquema terapéutico para TB resistente a farmacos, nomeadamente a rifampicina e a

isoniazida, pode ser dividido em regime terapéutico de TB resistente curto ou prolongado. (101)

O regime de TB resistente curto consiste num curso de tratamento padronizado com
duragéo de 9 a 12 meses (4 a 6 meses de fase intensiva e 5 meses de fase de continuacdo). Os
primeiros 4 a 6 meses consistem na toma conjunta de canamicina, moxifloxacina, clofazimina,
etionamida, pirazinamida, etambutol e isoniazida em doses elevadas, e nos 5 meses seguintes a
terapéutica consiste na toma conjunta de moxifloxacina, clofazimina, pirazinamida, etambutol.
(76,101)

Este regime é prescrito para pacientes que ndo foram tratados anteriormente por mais de
1 més com medicamentos de 22 linha usados no regime mais curto de TB resistente ou nos quais

a resisténcia a fluoroquinolonas e farmacos injetaveis de 22 linha foi excluida. (76)

A maior vantagem do regime curto consiste na menor duracao do regime terapéutico e no
custo reduzido do tratamento, que leva a maior adeséo a terapéutica e a um retorno mais precoce
do doente a vida social. J& a principal desvantagem do regime mais curto é a administracdo de
um farmaco injetavel, a canamicina, logo na 1% abordagem. (76)

O regime terapéutico prolongado dura 18 meses ou mais e pode ser padronizado ou
individualizado. Estes regimes sdo geralmente projetados para incluir um nidmero minimo de
medicamentos de segunda linha para TB, considerados eficazes com base no histérico do
paciente ou nos padrdes de resisténcia aos medicamentos. Este regime é implementado quando
foi revelada a falha/falta de resposta ao regime de terapéutica curto ou em caso de manifestacédo

de intolerancia a qualquer farmaco da 12 linha de terapéutica. (76)

Em 2019, a OMS consolidou as orientagdes para o tratamento da TB resistente a

farmacos. Assim, a segunda linha ficou subdividida em 3 grupos (76):

e Grupo A: fluoroquinolonas de administracdo oral (levofloxacina ou
moxifloxacina), bedaquilina e linezolida; os trés farmacos sdo considerados
extremamente efetivos e a sua prescri¢cdo em conjunto é fortemente recomendada;

e Grupo B: clofazimina e cicloserina ou terizidona; a sua prescri¢ao € recomendada
como uma segunda opc¢do, adicionando um ou ambos os farmacos ao plano

terapéutico;
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e Grupo C: etambutol, delamanida, pirazinamida, imipenem + cilastatina ou
meropenem, amicacina ou estreptomicina, etionamida ou protionamida e acido
para-aminosalicilico; para a prescri¢do de qualquer um dos farmacos deste grupo
deve ser avaliado o beneficio-risco em caso da impossibilidade de administracdo

dos farmacos do grupo A e B.

A Quadro 2.2 apresenta as diferencas entre os grupos de farmacos para o tratamento
prolongado de TB resistente definidos pela OMS em 2016 e os definidos em 2019.

Quadro 2.2 — Comparagdo entre a divisdo dos farmacos utilizados para o tratamento prolongado da TB
resistente, proposta pela OMS em 2016 e em 2019 (76,102)

2016 2019
Levofloxacina Levofloxacina
Moxifloxacina Grupo A ou
Grupo A Incluir os 3 Moxifloxacina
Fluoroquinolonas Gatifloxacina farmacos Bedaquilina
Linezolida
Amicacina Clofazimina
Grupo B Capreomicina Grupo B Cicloserina
Agentes injetaveis Canamicina Adicionar 1 ou 2 ou
de 22 linha (Estreptomicina) farmacos Terizidona
Etionamida/ Etambutol
Grupo C Protionamida Delamanida
Outros agentes Cicloserina/ Pirazinamida
nucleares de Terizidona Imipenem +
segunda linha Linezolida Grupo C Cilastatina
Clofaziming Adicionar para ou
_ completar o regime Meropenem
Pirazinamiga terapéutico quando
D1 Etambutol o Amicacina
Isoniazida em possibilidade de (ou
altas doses Estreptomicina)
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Grupo D
Agentes

adicionais

Bedaquilina uso dos farmacos Etionamida

D2 Delamanida dogrupo Ae B ou
Protionamida
Acido para- Acido para-
aminosalicilico aminosalicilico
Imipenem +
cilastatina
D3 Meropenem

Amoxicilina +

Clavulanato

(Tiocetazona)

Continuacdo do Quadro 2.2

Da analise da tabela conclui-se que nas orienta¢fes propostas pela OMS em 2019 nédo

figuram nos grupos A, B e C alguns farmacos que haviam sido incluidos nas de 2016 (76),

nomeadamente:

Capreomicina e canamicina, dado que a sua efetividade ndo foi comprovada,
pelo que a sua utilizacdo no tratamento da TB resistente em regimes prolongados
deixou de ser recomendada;

Gatifloxacina, visto que foi revogada do mercado devido ao elevado risco de
desenvolvimento de disglicémia;

Tioacetazona, cuja formulacdo farmacéutica ainda nao esta desenvolvida para
garantir a qualidade méaxima e porque as Ultimas evidéncias ndo sustentaram a
importancia de o farmaco ser prescrito em regimes terapéuticos para o
tratamento prolongado de TB resistente;

Isoniazida em doses elevadas pode ser uma op¢édo, em alguns individuos onde a
suscetibilidade a isoniazida foi confirmada;

Acido clavulanico s6 deve ser prescrito como coadjuvante as carbapenemas

(imipenem + cilastatina e meropenem).

Algumas recomendacfes devem ser tidas em conta na escolha dos farmacos para o

tratamento prolongado (76):

e Em pacientes com TB resistente a rifampicina e isoniazida, em regimes prolongados, 0s

trés farmacos do grupo A e pelo menos um farmaco do grupo B devem ser incluidos,
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garantindo que o tratamento se inicia com pelo menos quatro farmacos antituberculosos
com probabilidade de serem eficazes e que pelo menos trés farmacos sejam incluidos
para o tratamento restante, apos a suspensdo da bedaquilina;
o Se apenas um ou dois farmacos do grupo A forem usados, ambos os agentes do
grupo B devem ser incluidos;
o Se 0 esquema ndo puder ser composto apenas com farmacos dos grupos A e B,
adicionam-se farmacos do grupo C para completa-lo;

e A canamicina, a capreomicina e o acido clavulanico ndo devem ser incluidas no
tratamento de pacientes com TB resistente em regimes prolongados;

e A levofloxacina ou a moxifloxacina e a linezolida devem ser incluidas no tratamento de
pacientes com TB resistente em regimes prolongados;

e Abedaquilina deve ser incluida em regimes de TB resistente prolongados para pacientes
de idade igual ou superior a 18 anos. Também pode ser incluida em regimes de TB
resistente prolongados para pacientes de 6 a 17 anos.

e Aclofazimina, a cicloserina ou terizidona, o etambutol, a pirazinamida e o imipenem +
cilastatina ou o meropenem podem ser incluidos no tratamento de pacientes com TB
resistente em regimes prolongados;

e A delamanida pode ser incluida no tratamento de pacientes com TB resistente, com 3
anos ou mais, em regimes prolongados;

e A amicacina pode ser incluida no tratamento de pacientes com TB resistente com idade
igual ou superior a 18 anos em regimes prolongados quando a suscetibilidade for
demonstrada e medidas adequadas para monitorizar o aparecimento de reacdes adversas
puderem ser asseguradas. Se a amicacina ndo estiver disponivel, a estreptomicina pode
substituir a amicacina nas mesmas condicdes.

e A etionamida ou a protionamida e o &cido para-aminosalicilico podem ser incluidas no
tratamento de pacientes com TB resistente em regimes prolongados somente se
bedaquilina, linezolida, clofazimina ou delamanida ndo forem usados ou se ndo forem

possiveis melhores opg¢des para compor um regime.

No Quadro 2.3 ¢é apresentado um resumo sobre os farmacos da 22 linha de terapéutica com
indicacdo da classe quimica, da estrutura e do mecanismo de agéo, organizados por ordem

alfabética.
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Quadro 2.3 - Farmacos usados na quimioterapéutica de 22 linha para o tratamento da TB (73,76,77,103)

Farmaco Classe

Quimica

Estrutura

Mecanismo de

acao

Acido para-

aminosalicilico Aminofenol

o

Competicdo com
acido para-
aminobenzéico pela
dihidropteroato
sintetase/inibicdo da
sintese do 4cido

folico

Amicacina Aminoglicosideo

H—0

N—H

)
%

Interacdo com a
subunidade 16S

ribossomal (da
subunidade 30S),
com subsequente
inibicdo da sintese

proteica (traducéo)

Continuacéo do Quadro 2.3

Bedaquilina Diarilquinolina

Inibicéo especifica da
ATP sintetase

micobacteriana
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Canamicina | Aminoglicosideo

Interacdo com a
subunidade 16S
ribossomal (da
subunidade 30S),
com subsequente
inibicéo da sintese
proteica (traducéo)

Anélogo de D-
Alanina

Cicloserina
(Terizidona)

Inibicdo da sintese da
parede celular,
nomeadamente do
peptidoglicano

Inibidor da

Cilastatina | dehidropeptidase |

o

=z
/

Inibico competitiva
da dehidropeptidase |
(enzima
metabolizadora do
imipenem)

Continuacéo do Quadro 2.3
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Clofazimina

Rimifenazina

Cl

Interacdo com o
ADN da
micobactéria, com
subsequente
interrupgdo do ciclo

celular

Delamanida

Nitroimidazol

Inibicéo da sintese do

acido micélico

Estreptomicina

Aminoglicosideo

T
;o
o

=

Interacdo com a
subunidade 16S

ribossomal (da
subunidade 30S),
com subsequente
inibicdo da sintese

proteica (traducdo)

Continuacdo do Quadro 2.3
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Etambutol*

Etilenodiamina

Inibigdo das arabinosil-
transferases, com
subsequente inibicdo
da sintese da parede
celular, nomeadamente
da sintese do

arabinogalactano.

Etionamida

(Protionamida)

Tioamida

/

Ligacéo a enoil-ACP

redutase, com
subsequente inibicdo
da sintese de acido

micélico

Imipenem

Carbapenem

T
il T

Ligacdo as proteinas de
ligacéo & penicilina,
com posterior inibi¢éo
da sintese da parede

celular

Isoniazida* (em

altas doses)

isonicotinico

Acido

Interacdo com enoil-
ACP redutases, com
subsequente inibicdo
da sintese de 4cido

micélico

Levofloxacina

Fluoroquinolona

Interacdo com ADN
girase (topoisomerase
I1), com subsequente
inibicéo da replicacdo e

transcricdo de ADN
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Continuacéo do Quadro 2.3

Linezolida Oxazolidinona

Interacdo com o local 23S
da subunidade ribossomal
50S, com subsequente
inibicdo da formacéo de
! um complexo de iniciacao
funcional 70S e inibicdo da

sintese proteica (traducéao)

Meropenem Carbapenem

H

No e

H

w

Ligacdo as proteinas de
ligacéo & penicilina, com
posterior inibi¢do da

sintese da parede celular

Moxifloxacina | Fluoroquinolona

Interacdo com ADN girase
(topoisomerase 1), com
subsequente inibigdo da
replicacéo e transcri¢do de

ADN

Pirazinamida* Pirazina

Diminuigéo do pH;

Modificagdo do potencial

de membrana; Inibi¢do da

proteina ribossomal S1,

com subsequente inibicéo
da sintese proteica

(traducdo); Inibicdo da

sintese da coenzima A
*- farmacos geralmente prescritos na quimioterapia de 12 linha, no entanto, podem ser prescritos no regime
terapéutico para TB resistente (22 linha) caso a estirpe seja suscetivel aos farmacos selecionados
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Cada um dos farmacos da 22 linha de terapéutica abordados é incluido no regime curto
e/ou prolongado (76):

e Regime curto: Canamicina, Isoniazida,

e Regimo curto e prolongado: Clofazimina, Etambutol, Etionamida
(Protionamida), Moxifloxacina, Pirazinamida

e Regime prolongado: Acido para-aminosalicilico, Amicacina, Bedaquilina,
Cicloserina (Terizidona), Cilastatina, Delamanida, Estreptomicina, Imipenem,

Levofloxacina, Linezolida, Meropenem,

2.2.1. Acido para-aminosalicilico

O incremento da taxa de desenvolvimento de resisténcias aos farmacos de 12 linha serviu
de estimulo para a decoberta e desenvolvimento de novos farmacos - processo que atualmente
apresenta progressos notaveis. Contudo, o desenvolvimento de novos farmacos é um processo
caro e longo, pelo que o interesse em “reutilizar” ou “redirecionar” substancias ativas mais
antiga mas ja licenciadas para o tratamento de patologias humanas é crescente, sendo o acido

para-aminosalicilico um exemplo. (104)

O acido para-aminosalicilico € um farmaco antituberculoso cuja eficacia no tratamento
da TB foi descoberta em 1944. (14) Atua como bacteriostatico, uma vez que € um analogo
estrutural do &cido para-aminobenzdico e interrompe o0 metabolismo do &cido félico bacteriano
através da ligacdo competitiva com a dihidrofolato redutase, inibindo assim o crescimento do
bacilo da TB (Figura 2.9). (105)

Apesar de apresentar elevada eficacia contra Mtb nos ensaios clinicos, o &cido para-
aminosalicilico foi substituido pelo etambutol (fa&rmaco de 12 linha) devido aos disturbios
gastrointestinais associados a sua toma, pelo que se encontra atualmente na lista dos farmacos
antituberculosos de 22 linha. (104,106)

Para além das reaces adversas, 0 surgimento de estirpes resistentes ao acido para-
aminosalicilico é mais uma ameaca para um tratamento eficaz da TB resistente aos farmacos
de 22 linha. Foram identificadas estirpes com mutacdes no gene thyA, que codifica a timidilato

sintetase, resistentes ao acido para-aminosalicilico. (105,106)
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Figura 2.9 - Representacdo esquemaética de: (A) Metabolismo do &cido félico pela Mtb; (B) Inibigéo do
metabolismo do acido félico pela administracdo de &cido para-aminosalicilico. HPPK = 6-hidroximetil-7,8-
Dihidropteridina Pirofosfoquinase, PABA = Acido Para-Aminobezoico, PAS = Acido Para-Aminosalicilico, PPi
= Pirofosfato, DHPS = Dihidropteroato Sintetase, DHFS = Dihidrofolato Sintetase, DHFR = Dihidrofolato
Redutase (adaptado de (105))

O é&cido para-aminosalicilico inibe a dihidrofolato redutase, resultando na redugédo da
producdo de tetrahidrofolato. Como a timidilato sintetase € um metabolizador de folatos
reduzidos, é provavel que mutagdes em thyA causem uma diminuigéo da taxa de metabolizacéo
dos derivados de tetrahidrofolato. Assim, mais folatos reduzidos ficam disponiveis para outras
reacOes essenciais de adicdo de um carbono, levando ao aumento da sobrevivéncia bacteriana.
Além disso, também foram identificadas estirpes com mutagdes no gene ribD, que codifica a

proteina necessaria para o metabolismo da riboflavina (vitamina B2) RibD que atua como
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analogo da dihidrofolato redutase. E uma mutac&o que corresponde ao aumento de expressio
da proteina RibD, como compensacdo da inibicdo da dihidrofolato redutase pelo &cido para-
aminosalicilico. (105,106)

De modo a aumentar a eficicia e a seguranca da terapéutica contra o Mtbh, foram
desenhados novos derivados do acido para-aminosalicilico, inspirados no farmacéforo que
constitui a base para a atividade da molécula. Na Figura 2.10 sdo destacadas as caracteristicas

do acido para-aminosalicilico tidas como importantes para a atividade farmacoldgica.

O grupo fenol

A amina
primairia

Um acido disponivel, por
exemplo o acido carboxilico

Figura 2.10 — Sumula dos resultados dos estudos de SAR do &cido para-aminosalicilico (adaptado de (107))

2.2.2. Aminoglicosideos

Os aminoglicosideos, como a amicacina, a estreptomicina e a canamicina, Sao
transportados para o interior da célula contra o gradiente de concentracdo, onde desempenham
a sua funcdo bactericida pela alteracdo da configuracdo da subunidade 16S ribossomal (da
subunidade 30S), bloqueando assim a producéo de proteinas bacterianas, ou seja, 0 processo de
traducéo. (83,86)

Os aminoglicosideos ndo sdo oralmente biodisponiveis e apresentam atividade
intracelular limitada. Além disso, o seu uso é limitado no tratamento da TB também devido as
reacOes adversas que apresentam, como nefrotoxicidade (degradacdo da funcdo renal) e
ototoxicidade (perda da fungdo auditiva) que prejudicam a adesdo a terapéutica bem como o
bem-estar fisico e psicoldgico dos doentes. (86,108) A estreptomicina é o aminoglicosideo
menos nefrotoxico, porém apresenta elevada ototoxicidade. (86) Caso estas sequelas se
manifestem no doente sera necessario substituir estes farmacos injetaveis do grupo C por outro.
(77)

O desenvolvimento de resisténcias as fluoroquinolonas parece estar associado a

mutacdes do gene eis, codificador da enzima Eis que é a acetiltransferase, uma proteina
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intracelular relacionada a sobrevivéncia (do inglés, enhanced intracellular survival). Sédo
conhecidas mutagdes na regido promotora do gene e na regido 5'UTR do gene whiB7 (mutacgéo
Rv3197A), que codifica o ativador transcripcional da enzima Eis, responsaveis pela
sobrexpressdo da enzima que promove a acetilacdo e inativacdo dos aminoglicosideos,
diminuindo a concentracao plasmatica do farmaco e comprometendo a sua eficacia, bem como
aumentando a taxa de desenvolvimento de resisténcias. (109-111) Também existem evidéncias
de que mutacdes no gene rrs, codificador da subunidade 16S ribossomal, como as mutacdes
A1401G, C1409A, G1484T e G1491U, poderdo estar associadas ao desenvolvimento de

resisténcias aos aminoglicosideos. (111,112)

Cada aminoglicosideo parece ter um sitio de ligacdo e um mecanismo de acdo
especifico, pelo que ainda ndo foi possivel desenvolver um estudo SAR generalizado. Sabe-se
que, de entre os aminoglicosideos, a amicacina € ligeiramente mais potente contra Mtb do que
a estreptomicina e a canamicina. (86) O farmacoforo dos aminoglicosideos é o 1,3-
diaminoinositol, destacado na Figura 2.11. que se liga a outros agucares atraves de ligacdes
glicosidicas. (113)

0

AY

Figura 2.11 - Localizagdo do 1,3-diaminoinositol na molécula de estreptomicina

2.2.3. Bedaquilina

A bedaquilina, ou TMC207, exibe atividade bactericida, atuando contra Mtb em estado

ativo e em estado latente. (77,103) E um farmaco que promove a inibi¢do da producéo de
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trifosfato de adenosina (ATP) ao interferir com a atividade da enzima F-ATP sintetase, ou ATP
sintetase mitocondrial. (114)

Durante a sintese de ATP, a forca motriz dos protdes impulsiona a rotacao do anel c (c9)
através do fluxo de prot@es, devido ao gradiente de pH transmembranar entre a subunidade o e
o anel c. O sinal da rotacdo é transmitido pelas subunidades y e € para a componente o33, onde
ha producdo de ATP. A bedaquilina atua, de forma indireta, como antitransportador H*/K*,
bloqueando o transporte de eletrdes visto que o gradiente de pH transmembranar é bloquado
(Figura 2.12 A). Também atua de forma direta ao ligar-se ao anel ¢ e inibindo a sua rotacéo
(Figura 2.12 B), bem como por ligacdo a subunidade €, bloqueando a interagdo entre as
subunidades da F-ATP sintase (Figura 2.12 C). (114)

i

Figura 2.12 - Mecanismo de a¢do da bedaquilina por acdo indireta: (A) inibicdo do transporte de eletrdes; e por
acéo direta: (B) inibigdo da rotacéo do anel (c9) e (C) ligagdo a subunidade &€ com subsequente inibigdo da
transmisséo do sinal. BDQ = Bedaquilina (adaptado de (114))

A principal limitacdo da bedaquilina no tratamento de doentes com TB é a manifestagéo
de efeitos adversos, como nauseas e hepatite, no entanto a principal preocupacdo € a
cardiotoxicidade do farmaco. A bedaquilina demonstrou prolongar o intervalo QT, e a
associacdo com outros farmacos (como clofazimina ou moxifloxacina) pode aumentar esse

efeito, provocando eventos cardiacos graves ou arritmias. Este efeito advém principalmente do
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facto de a bedaquilina apresentar um longo tempo de semivida, contribuindo para a acumulagéo
do farmaco no organismo e subsequente cardiotoxicidade. (101,115)

Algumas estirpes resistentes a clofazimina com resisténcia cruzada a bedaquilina
demonstraram mutagdes no regulador transcripcional Rv0678, cuja fung&o principal é controlar
a expressao dos genes mmpS5 e mmpL5, que codificam bombas de efluxo MmpS5 e MmpL5,
respetivamente. Essas mutacdes conduzem a sobrexpressdo da bomba de efluxo MmpS5 e
MmpL5, o que causa a diminuicdo da concentracdo citoplasmatica do farmaco e o aumento da
taxa de falha de terapéutica e de desenvolvimento de resisténcias. (116-118) Foram estudadas
outras mutacdes que podem contribuir para o desenvolvimento de resisténcias a bedaquilina,
como as mutacgdes no gene pepQ (Rv2535), que permanecem em estudo, e as mutacdes A63P
e 166M no gene atpE, que codifica a proteina transmembranar da F-ATP sintase (alvo
terapéutico da bedaquilina). Estas Ultimas aparentam estar envolvidas na prevencédo da ligacdo
da bedaquilina & subunidade c, conservando a transferéncia de protdes e a produgdo de ATP.
(119)

Na Figura 2.13 encontra-se representado o resumo dos estudos de SAR da bedaquilina,
realcando os aspetos importantes para a atividade, nomeadamente farmacocinética e
farmacodinamica, considerados durante o seu desenvolvimento, e que também devem ser tidas

em conta no desenho de outras candidatas a farmacos, derivadas da bedaquilina. (120)

A quinolina e o grupo fenil contribuem
para a estabilidade da interacio do
/ farmaco com ATPase através de

estabelecimento de interacdes m-1

O bromo e o naftaleno aumenta a
lipofilicidade da molécula e a
capacidade de penetragdo da molécula
através da parede celular do Mtb

A amina terciiria, na sua

forma protonada, ¢ crucial para
a interacio com a ATPase

O grupo hidroxilo contribui para a estabilidade
da molécula, formando ponte de hidrogénio

Figura 2.13 — Sumula dos resultados dos estudos de SAR da bedaquilina. Mth = Mycobacterium tuberculosis,
ATPase = Adenosinatrifosfatase (adaptado (120))
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2.2.4. Carbapenemas

As carbapenemas sdo membros potentes da familia dos antibioticos B-lactdmicos, pelo
que o anel B-lactdmico € o constituinte principal do farmacoforo da molécula (Figura 2.14). O
mecanismo de acdo requer a penetracdo na parede celular bacteriana e subsequente ligacéo a
enzimas conhecidas como proteinas de ligacdo a penicilina, da classe de transpeptidases,
prevenindo assim a transpeptidacdo, um processo importante que garante a integridade da
parede celular bacteriana. A inibi¢do da biosintese do peptidoglicano resulta em lise celular e

morte celular, pelo que as carbapenemas séo classificadas como bactericidas. (121,122)

Rz

=

N s
=
T

Penicilina

o—H

Monobactama
Carbapenema

Figura 2.14 - Esquema de identificacdo dos aneis p-lactamicos, assinalados pelos circulos na representagéo da
estrutura geral das varias classes dos antibiéticos B-lactdmicos (adaptado de (123))

A membrana externa das bactérias Gram-negativas apresenta uma permeabilidade
limitada a carbapenemas. Por esta razdo, a internalizacdo de farmacos desta classe depende da

presenca de porinas da proteina de membrana externa, como o canal OprD, para facilitar a sua

entrada para o interior das bactérias. (121)
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Quanto aos efeitos indesejados derivados da administragdo de carbepenemas, 0s mais
comuns séo dor abdominal, nusea e vomito. O imipenem apresenta o maior risco de convulsées
e sua nefrotoxicidade estd associada a sua administracdo sem cilastatina, devido ao

metabolismo renal do composto. (121)

As carbapenemas sdo administradas em concomitancia com inibidores das enzimas que
os metabolizam e degradam, de modo a prevenir a inibicdo/destruicdo da substancia ativa e
atingir maiores taxas de sucesso terapéutico. Assim sendo, o imipenem € administrado em
concomitancia com a cilastatina que atua por inibicdo competitiva da dehidropeptidase I. A
administracdo concomitante de meropenem ou de imipenem/cilastatina com &cido clavulanico

(inibidor de beta-lactamases) também aumenta as taxas de sucesso terapéutico. (77,124)

Um dos mecanismos de resisténcia as carbapenemas desenvolvido por estirpes de Mtb
envolve um aumento da producdo de plasmideo AmpCs e outras B-lactamases de amplo
espectro, tornando as bactérias Gram-negativas insuscetiveis aos agentes carbapenémicos. A
perda de porina OprD foi descrita como outro mecanismo de resisténcia comum as

carbapenemas, impedindo a entrada dos farmacos. (122)

Importa realcar que o tratamento com carbapenem € evitado em pacientes que ja

demonstraram reagdes alérgicas a antibioticos p-lactdmicos. (121)

2.2.5. Cicloserina/Terizidona

A cicloserina, bem como o seu analogo estrutural, a terizidona, que € posteriormente
hidrolisada em duas moléculas de cicloserina, sdo analogos do aminoacido D-alanina (Figura
2.15). (125,126) A cicloserina atua como bacteriostatico, por inibicdo competitiva de duas
enzimas da biossintese de peptidoglicano da parede celular do Mtb: alanina racemase
(codificada pelo gene alr), que forma a D-alanina a partir de L-alanina, e D-alanina-D-alanina
ligase (codificada pelo gene ddIA) que incorpora a D-alanina no pentapeptideo necessario para
a formacdo de peptidoglicano e a sintese da parede celular bacteriana. (127)

A cicloserina e a terizidona sdo farmacos que apresentam uma boa capacidade de
penetracdo através da barreira hematoencefalica (BHE) no liquido cefalorraquidiano e SNC,
pelo que geralmente s&o prescritas no tratamento de meningite tuberculosa. A utilizagdo deste
farmaco é rigorosamente avaliada, uma vez que, ao penetrar facilmente através da BHE,

apresenta toxicidade neuropsiquiatrica, podendo conduzir a psicose, convulsdes, dores de

62



cabeca, depressdo e distdrbios mentais, 0 que compromete a adesdo ao tratamento e a prevencao
da resisténcia aos medicamentos. (125,128)
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Figura 2.15 — Representagdo das estruturas da D-alanina e cicloserina, com os elementos estruturais essenciais
para a atividade da molécula assinalados pelos circulos (adaptado de (86,129)

Foi comprovado ndo haver diferenca entre o nivel de neurotoxicidade resultante da
administracao de cicloserina ou da terizidona. (126) Estes efeitos adversos afetam entre 10% e
50% dos pacientes, sendo necessarios estudos para estabelecer a dose correta para o tratamento
de meningite tuberculosa, de modo que a dose do farmaco permita atingir concentracdes
plasmaticas entre a concentracdo inibitéria minima (MIC) e a concentracdo toxica minima.
(125,126) A neurotoxicidade destes farmacos é explicada pelo antagonismo de piridoxina
(vitamina B6) pela cicloserina e pelo aumento da eliminagdo renal de piridoxina. (126) De
modo a compensar a falta de piridoxina e minimizar a toxicidade do farmaco, geralmente
prescreve-se a suplementacdo com 50 mg de vitamina B6 por cada 250 mg de cicloserina,

devido as suas propriedades neuroprotetoras. (125,126)

Por outro lado, o uso de cicloserina no tratamento de TB pulmonar é limitado devido a
baixa capacidade de penetracdo nos tubérculos e a baixa capacidade de eliminacdo do Mtb

intracelular, que constitui cerca de 20% de todas as micobactérias nos tubérculos. (125)

A maior limitacdo do uso da cicloserina no tratamento da TB é de facto a elevada taxa
de manifestacdo de eventos adversos a nivel do SNC, porque ao inibir dois alvos essenciais
para a biossintese da parede celular, a taxa de desenvolvimento de estirpes resistentes a
cicloserina € baixa. No entanto, foram identificadas estirpes que apresentavam sobrexpressao
de alanina racemase e D-alanina-D-alanina ligase como mecanismo de compensagao. Outras
estirpes identificadas apresentam mutacéo pontual no gene cycA, que codifica o transportador
da cicloserina, comprometendo a sua entrada na micobactéria enquanto outras estirpes
apresentaram mutac6es no gene alr (p.ex. a mutacdo D322'N) que reduz a afinidade de alanina

racemase por cicloserina em mais de 240 vezes. (127)
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2.2.6. Clofazimina

A clofazimina é um derivado de rimifenazina com propriedades bactericidas, atuando
na membrana externa da micobactéria. Foi descrita pela primeira vez em 1957 e declarada como
farmaco ineficaz no tratamento da TB em 1981. Todavia, no mesmo ano a OMS classificou a
clofazimina como farmaco recomendado para o tratamento de doentes com lepra, em
combinagdo com rifampicina e dapsona (ou diaminodifenil sulfona). O interesse pelas suas
propriedades antibacterianas foi ignorado devido ao insucesso terapéutico observado quando
administrada em monoterapia, no entanto esse interesse voltou quando foi demonstrado o seu
potencial na redugdo da duragdo do tratamento, quando em co-administracdo com outros
farmacos em dosagens elevadas, como as fluoroquinolonas. (130,131)

As rimifenazinas sao compostos auto-oxidaveis, atuando como aceitadores de eletrdes.
A clofazimina apresenta elevada lipofilicidade, o que permite a acumulacdo da molécula nos
macrofagos, e elevado potencial redox, caracteristicas que justificam o mecanismo de acédo

sugerido para a molécula. (130,131)

O mecanismo de acdo da clofazimina contra a micobactéria parece envolver a ligacdo
do farmaco ao ADN micobacteriano, principalmente as sequéncias contendo guanina, o que
conduz a uma ligacdo preferencial ao ADN de micobactérias, por este conter uma propor¢do

relativamente maior de guanina e citosina, quando comparada ao ADN humano. (132)

O efeito bactericida da clofazimina também pode resultar da oxidagédo espontanea, ndo
enzimatica, da forma reduzida da clofazimina, o que leva a formacéo de radicais de oxigeénio.
A forma reduzida da clofazimina é produzida pela NADH desidrogenase do tipo Il, a partir da
clofazimina na forma oxidada. Assim, o sistema respiratorio oxida a clofazimina em vez de
NADH, diminuindo a concentracdo do oxigenio disponivel para o Mtb. (130) O mecanismo de

acao do farmaco encontra-se representado na Figura 2.16

A clofazimina também aumenta o efeito da fosfolipase A2 bacteriana, produzindo

lisofosfolipidos como produtos da hidrdlise enzimatica que sdo toxicos para o Mtb. (130)

A semelhanca da bedaquilina, os mecanismos de resisténcia a clofazimina s&o devidos
principalmente a mutacdes no regulador transcripcional Rv0678, com regulacdo positiva

concomitante da bomba de efluxo, MmpL5, e ocasionalmente no gene pepQ (RV2535). (118)

A maior limitagdo do uso da clofazimina no tratamento de TB resistente é o facto de se

tratar de um farmaco que atualizou a lista dos medicamentos de 22 linha ha relativamente pouco
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tempo, pelo que as informagdes quanto a sua eficacia, tolerabilidade e seguranca sdo escassas.
Contudo, estudos comprovaram que se trata de um farmaco eficaz no tratamento de TB
resistente, bem tolerado e a maioria das reaces adversas, como prolongamento do intervalo
QT, arritmias, descoloracao epitelial e enterocolite por Clostridium difficile, sdo devidas a toma

concomitante de outros farmacos antituberculosos. (118,133)
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Figura 2.16 — Representagdo do mecanismo de agdo da clofazimina. ETC = Cadeia Transportadora de
Eletrdes, MQ = Menaquinona, CFZ = Clofazimina, ROS = Espécies Reativas de Oxigénio, NAD* e NADH =
Dinucle6tido de Nicotinamida e Adenina (adaptado de (130))

De modo a ultrapassar algumas das limitacdes da clofazimina, como o seu acimulo nos
tecidos adiposos, tempo de semi-vida longo e descoloracdo da pele atribuida a alta lipofilicidade

da molécula (logP = 5,39), varias moléculas sdo atualmente desenhadas com base no SAR da
clofazimina (Figura 2.17). (134)
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Figura 2.17 — Sumula dos resultados dos estudos de SAR da clofazimina (adaptado de (134))
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2.2.7. Delamanida

A delamanida é um profarmaco que é ativado através do sistema F420 da micobacteéria.
Este sistema € composto por duas enzimas, a nitroredutase dependente de deazaflavina e a
glicose-6 fosfato desidrogenase dependente de F420, além de mais quatro coenzimas (FbiA,
FbiB, FbiC e Rv0132c), que estdo envolvidos na sintese e reciclagem do cofator F-420. (135)
A enzima nitroredutase dependente de deazaflavina é a responsédvel pela conversdo da
delamanida num farmaco intermediario ativo que consiste na forma reduzida da delamanida,
nomeadamente com anido no atomo de azoto. Esse processo é desencadeado pela oxidagédo da
cauda da nitroredutase dependente de deazaflavina, composta por varios acidos glutamicos.
(136)

Este composto apresenta propriedades bactericidas e esterilizantes contra o Mtb. Seu
mecanismo de acdo consiste na inibicdo da sintese de duas classes de &cidos micolicos: metoxi-
micolatos e metoxi ceto-micolatos, e na formacao de 6xido nitroso, também conhecido como
protoxido de azoto. Posteriormente, o farmaco intermediario ativo é convertido na forma
inativa, ou seja, na forma desnitrosada, pela mesma enzima nitroredutase dependente de

deazaflavina. Todo o mecanismo de a¢ao se encontra esquematizado na Figura 2.18. (135,137)
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Figura 2.18 — Representa¢do do mecanismo de a¢do da delamanida; G6PD = Glicose-6 Fosfato Desidrogenase
(adaptado de (135))
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A prevaléncia de efeitos adversos que advém da toma de delamanida é significativa,
sendo os mais frequentes distUrbios gastrointestinais (vomitos, diminui¢éo do apetite, gastrite
e nausea), tremor, astenia e hipocaliemia, bem como distarbios hematologicos (anemia,
hemoptise), elevacdo dos niveis de enzimas hepaticas e prolongamento do intervalo QT.
(101,135) Devido a este ultimo efeito colateral, quando nédo for possivel evitar a prescrigdo €
necessario realizar uma monitorizagdo cuidada quando a delamanida se encontra prescrita em
concomitancia com outros farmacos que apresentam risco de prolongamento do intervalo QT,
tais como fluoroquinolonas, clofazimina e bedaquilina, de modo a evitar consequéncias mais

graves, como o surgimento de arritmias. (135,137)

Estudos em animais revelaram que a delamanida apresenta propriedades mutagénicas e
teratogénicas, sendo também excretada através do leite materno. Face a esta informacéo, na
Europa nédo é recomendada a administracdao de delamanida a gravidas e a mulheres que estejam

a amamentar. (137)

Existem relatos de 12 mutacdes nos genes fbiA, fbiC, ddn e fgd1 (este dltimo codifica a
enzima glicose-6 fosfato desidrogenase dependente de F420) que contribuem para o
desenvolvimento de resisténcia a delamanida, sendo a mais frequente a mutacédo W88 no gene
ddn, que aumenta a MIC 200 vezes. Assim, pelo nimero de genes que pode estar afetado e pelo
impacto que advém da presenca dos mesmos, é recomendada a realizacdo de testes de
suscetibilidade a farmacos de forma sistemética e consistente, de modo a reconhecer o
surgimento primario de resisténcias. (135)

A delamanida suscitou recentemente interesse pela empresa farmacéutica japonesa
Otsuka, por demonstrar acdo sinérgica com rifampicina e pirazinamida. Estudos de SAR
conduziram a informacédo sobre os blocos essenciais em que se baseou o desenho da molécula,

representados na Figura 2.19. (134)
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Figura 2.19 — Simula dos resultados dos estudos de SAR da delamanida (adaptado de (134))

2.2.8. Etionamida/Protionamida

A etionamida € um farmaco que foi sintetizado pela primeira vez em 1952, e em 1956
foi sintetizado o seu anadlogo estrutural, a protionamida, que apresentou uma eficacia
ligeiramente inferior mas melhor tolerabilidade. (81,101) As reacdes adversas, que se
manifestam principalmente apds a administracdo da etionamida por longos periodos, séo
disturbios gastrointestinais, ginecomastia, neurotoxicidade, hepatotoxicidade (rara) e
hipotiroidismo, reversivel ap6s a interrup¢do do medicamento. (101)

A etionamida, tal como a isoniazida, é um profarmaco que é administrado na sua forma
inativa, necessitando de metabolizacdo para ser transformado em metabolito ativo. A ativagédo
necessita de metabolizacdo pela enzima monoxigenase EthA, codificada pelo gene ethA.
(83,101) Tal como a isoniazida, a etionamida é um derivado de nicotinamida, pelo que 0s
estudos de relagdo estrutura-atividade revelaram dependéncia dos mesmos substituintes que a

isoniazida. (86)

O mecanismo de acdo da etionamida resulta na inibi¢&o da sintese do acido micolico,
atuando o farmaco como bactericida (Figura 2.20). A enzima EthA é responsavel pela
conversdo de etionamida em radicais ativos, centrados em carbono electrofilico, que

posteriormente séo convertidos em aduto toxico com NADH. O aduto toxico (Figura 2.21)
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resultante inibe a enoil-ACP redutase InhA, enzima essencial no ciclo de sintese do &cido

micdlico da parede celular. (81)

(?)
T | ——
S RV0077c g @
|\ Rv0565c¢ — IN/ NAD+ NADH s
N MymA -
—
EthA Sy ETH y
ETH & L. "y
AT NADH &

. jL.,I i MshC P’I:"”G’ X

Figura 2.20 — Representa¢do do mecanismo de acdo da etionamida. NAD* e NADH = Dinucledétido de
Nicotinamida e Adenina, Ndh = NADH Desidrogenase, ETH = Etionamida, Rv0077c e Rv0565¢ =
Monooxigenases, MymA = Oxidoredutase, MshA, MshB e MshC = Genes Codificadores de Micotiol, FAS-II =
Sistema Multienzimatico de Sintese de Acidos Gordos Tipo Il (adaptado de (81))
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Figura 2.21 — Representacdo esquematica da sintese do aduto ETH-NADH. ETH = Etionamida, NAD* e NADH
= Dinucle6tido de Nicotinamida e Adenina (adaptado (138))

Os mecanismos de resisténcia a etionamida permanecem em estudo, no entanto existe
evidéncia de mutagdo do gene orfl do locus inhA, responsdvel pelas modificacGes
conformacionais que prejudicam o mecanismo de acdo do farmaco, tendo a referida mutagéo
sido identificada em vérias estirpes resistentes a etionamida. (83) A mutacdo c(-15)t, também
conhecida como 15C—T, no promotor PfabG1l (do locus que codifica a 3-cetoacil-ACP
redutase) a montante do InhA, que aparenta ser uma das mutagdes mais comuns, afeta a taxa de

transcrigdo de InhA, aumentado-a, tal como acontece nas estirpes resistentes a isoniazida, e
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parece desempenhar também um papel importante no desenvolvimento de resisténcias a
etionamida. Estudos apontam para o envolvimento de outras mutagdes, Como as que ocorrem

nos genes ethA e ethR (gene repressor). (80,81)

2.2.9. Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas, de que sdo exemplo a moxifloxacina e a levofloxacina, atuam
como bactericidas por inibicdo competitiva da ADN girase, também conhecida por
topoisomerase 11, e da topoisomerase IV. O ADN bacteriano encaixa-se na célula atraves de um
processo de tor¢cdo numa espiral compacta. Esse processo é possibilitado pela enzima ADN
girase da micobactéria que catalisa o processo de compressdo da molécula de ADN, tornando-
a biologicamente ativa. As quinolonas ligam-se a topoisomerase 1l e a fita de ADN, interferindo
nesse processo. As interacbes mais relevantes para a acdo das fluoroquinolonas encontram-se
representadas na Figura 2.22. (139-141)
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Figura 2.22 — Simula das interacdes relevantes para a acéo das fluoroquinolonas. ADN = Acido
Desoxirribonucleico (adaptado de (141))

As reacdes adversas mais comuns as fluoroquinolonas séo prolongamento do intervalo
QT, toxicidade ao nivel do SNC (causando p.ex. dor de cabeca, tonturas, confusdo, convulsdes),

distdrbios gastrointestinais (causando p.ex, ndusea, vomito, diarreia) e reagdes dermatologicas
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(causando p.ex. erupcdo cutanea, fotossensibilidade). Também houve relatos de tendinite,
rutura do ligamento de Aquiles e diarreia induzida por Clostridium difficile, associados a toma
de fluoroquinolonas, e risco de desenvolvimento de disglicémia, este mais associado a toma de

levofloxacina do que de moxifloxacina. (139)

O desenvolvimento de resisténcias a fluoroquinolonas deriva de muta¢es nos genes
gyrA e gyrB, que codificam, respetivamente, as duas subunidades A e duas subunidades B, que
compdem a ADN girase. A topoisomerase IV é também um tetrdmero composto por duas
subunidades C e duas subunidades E, codificadas pelos genes parC e parE, respetivamente, que
podem ser alvo de alteracBes genéticas, levando a diminuicdo da suscetibilidade da
micobactéria as fluoroquinolonas. Todas as mutacfes anteriormente referidas envolvem
substituices de aminoacidos, alterando a estrutura da proteina alvo e, posteriormente, a
afinidade de ligacdo da enzima a fluoroquinolona, reduzindo a suscetibilidade de Mtb ao
farmaco. (140,142)

Muta¢6es nos genes que codificam as bombas de efluxo, que removem o farmaco do
interior da micobactéria, e a proteina MfpA (inibidor da ADN girase) também parecem estar
envolvidas no desenvolvimento de resisténcias. (100,142) Outros estudos revelaram a
associacao entre o desenvolvimento de resisténcias e a transmissao de certos genes “moveis”
através de plasmideos, que podem ser transmitidos a outras bactértias: o gene gnr, que codifica
a proteina Qnr, que se liga a topoisomerase, o que impede fisicamente a intercalacdo do
antibiotico com a enzima alvo; o gene aac(60)-Ib-cr, que codifica a aminoglicosideo acetil
transferase, que diminui a suscetibilidade as fluoroquinolonas, como ciprofloxacina e
norfloxacina, pela acetilacdo do azoto livre do substituinte piperazinilo, ligado ao carbono 7
do nacleo quinolinico; e os genes ogxAB e gepA, que codificam transportadores de efluxo,
responsaveis pela exportacdo de moléculas de fluoroguinolonas para o exterior da bactéria,

diminuindo a concentracdo plasmatica dos farmacos no interior da micobactéria. (140,142)

A investigacao nesta area tem conduzido ao desenvolvimento de novos derivados das
fluoroguinolonas, mais seguros e mais eficazes, com base nos resultados obtidos em estudos de
relacdo estrutura-atividade na familia das fluoroguinolonas. Na Figura 2.23 esta representada a
estrutura da levofloxacina, enfatizando os aspetos relevantes para a atividade da molécula e que

devem ser considerados no desenho e otimizagéo dos derivados de fluorogquinolonas.
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Figura 2.23 — Simula dos resultados dos estudos de SAR da levofloxacina. ADN = Acido Desoxirribonucleico
(adaptado de (134))

2.2.10. Linezolida

A linezolida € um farmaco com propriedades bactericidas contra Mtb, administrado por
via oral, cuja eficacia e tolerabilidade durante o tratamento da TB tem sido consolidada por
novas evidéncias. Acresce que o preco do genérico apresenta tendéncia a diminuir. (77,103,143)
Atualmente, a linezolida é recomendada para o tratamento de TB provocada por estirpes de Mtb
resistentes aos farmacos de 1% e de 22 linha, geralmente em combinacdo com uma das

fluoroquinolonas de ultima geracédo, bedaquilina e outro antituberculoso de 22 linha. (144)

A linezolida, o primeiro farmaco descoberto do grupo das oxazolidinonas, previne a
sintese de proteina bacteriana atraves da ligacao as subunidades 30S e 50S do ARN ribossomal.
A molécula encaixa numa “bolsa” da subunidade ribossémica 50S do ARN ribossomal, rodeada
por nucleotideos da sua subunidade 23S. Assim, o farmaco inibe a formacgdo do complexo de
iniciacdo, reduzindo o comprimento das cadeias peptidicas sintetizadas, que depois sao
degradadas (Figura 2.24). (145,146)
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Figura 2.24 — Esquema representativo do mecanismo de acdo da linezolida (adaptado de (146))
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A linezolida é muitas vezes usada no tratamento de infeges do SNC causadas por
micobactérias, devido a boa penetracdo no liquido cefalorraquidiano. (145) Apesar de
atravessar a BHE, as reacGes adversas que limitam o seu uso prolongado ndo sdo as
neuroldgicas mas sim as hematologicas. O uso prolongado de linezolida pode conduzir a
manifestacdo de neuropatia periférica e ocular, anemia, decorrente do efeito direto da linezolida
na populagdo de eritrécitos da medula dssea, macrocitose, mielossupressdo, trombocitopenia,
reticulocitopenia, acidose latica e hepatotoxicidade, para além de outros efeitos adversos como
diarreia, nduseas e cefaleias. (143-145,147) Quando as reacdes hematoldgicas adversas se
manifestam, os doentes requerem a diminui¢do ou individualizacdo da dosagem de linezolida
(inferior a dosagem padrdo de 600 mg), transfusdo de sangue ou descontinuacéo do tratamento

com este farmaco, dificultando a erradicacdo da TB. (144,147)

Foram reportadas evidéncias de estirpes resistentes a linezolida, o que dificulta mais a
eliminacdo da TB, principalmente em doentes infetados por estirpes resistentes aos farmacos
de 22 linha. Estudos demonstraram que a mutacdo do gene codificador da subunidade 23S do
ARN ribossomal constitui um dos mecanismos de resisténcia a linezolida. Verificou-se também
que mutacBes em regides especificas das proteinas ribossomais uL3 e ulL4, apesar dessas
proteinas se localizarem longe do sitio de ligacdo do farmaco, estdo implicadas na diminuicdo
de suscetibilidade a linezolida. (145) Assim, a maior limitacdo do uso da linezolida é a
probabilidade de aparecimento de reacdes adversas graves durante o tratamento, pelo que estdo
em estudo novos derivados da oxazolidinona com base na relagcdo estrutura-atividade do
farmacdforo. Na Figura 2.25 esta representada a estrutura da linezolida, destacando os aspetos
mais relevantes para a atividade do farmaco, assinalados pelos circulos. E de notar que o grupo
acilamino-metilo pode ser substituido por outros grupos, havendo todavia diminuicdo da
atividade. (134)
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Figura 2.25 — Simula dos resultados dos estudos de SAR da linezolida (adaptado de (134))
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2.3. Quimioterapia na TB latente/ prevencéo da reativacao

A TB latente é definida como um estado de resposta imunitaria do hospedeiro continua que
surge devido a estimulacdo por antigénios do Mtb, mas sem evidéncias de TB ativa, ou seja, 0s
doentes persistem na forma assintomatica. (148,149) Apesar do tratamento da TB ativa
continuar a ser uma prioridade, esta abordagem por si s6 ndo serd suficiente para alcancar as
metas da End TB Strategy até 2050, isto é, para atingir uma taxa de incidéncia da doenca inferior
aum caso por milhdes de habitantes. (149,150) Deste modo, o tratamento de TB latente é fulcral
para prevenir a progressao da doenca para o seu estado ativo, isso €, para o estado sintomatico
e transmissivel. O tratamento de TB latente s se considera eficaz caso ndo haja evolucéo da
TB do estado latente para o estado ativo. (148)

O beneficio potencial do tratamento deve, no entanto, ser cuidadosamente avaliado em
relagdo ao risco de efeitos adversos relacionados com os medicamentos, isso é, o beneficio-
risco de cada situacdo deve ser avaliado individualmente, principalmente em individuos
pertencentes aos grupos de risco. Assim, a gestdo da TB latente requer que varias intervencgdes
sejam realizadas: identificar e testar os individuos que devem ser testados, fornecer tratamento
eficaz e seguro, de tal forma que a maioria dos que iniciam um regime de tratamento o
completem com risco minimo ou nulo de eventos adversos, monitorizar e avaliar continuamente

0 processo terapéutico e os parametros clinicos dos doentes. (149)

Com base nas orientacOes estabelecidas para o tratamento de TB latente, objetivando a
prevencdo da ativacdo da TB latente, a monoterapia, com isoniazida, durante 6 meses, é 0
regime terapéutico recomendado, de baixo custo, elevada disponibilidade e eficacia
comprovada para criancas e adultos, em paises com baixa ou alta taxa de incidéncia da doenca.
(149-151) Evidéncias indicam que a isoniazida so é ativa contra bactérias em divisdo, no
entanto foram estudadas e comprovadas as suas capacidades para reter a bactéria no estado de
laténcia no estbmago, o que acaba por levar a eliminacao da infecdo latente. (26) No entanto,
outros regimes terapéuticos podem ser prescritos como alternativa a toma de isoniazida durante
6 meses, baseando-se no espetro de suscetibilidade e nas caracteristicas individuais do doente.

Para paises que apresentam taxas de incidéncia altas, as alternativas podem ser (149):

e Toma diaria de rifampicina e isoniazida durante 3 meses, que deve ser prescrita
como tratamento preventivo para criancas e adolescentes de idade inferior a 15

anos; ou
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e Toma semanal de rifapentina e isoniazida durante 3 meses, que pode ser prescrita

como tratamento preventivo para adultos e criancas;

Para paises que apresentam taxa de incidéncia de doenca baixa, as alternativas para o

regime de monoterapia com isoniazida de 6 meses sdo (149-151):

e Monoterapia com isoniazida de toma Unica diaria durante 9 meses; ou
e Toma semanal de rifapentina e isoniazida durante 3 meses; ou
e Toma unica diaria de isoniazida e rifampicina durante 3 a 4 meses; ou

e Monoterapia com rifampicina de toma Unica diaria durante 3 a 4 meses.

Além disso, os adultos e os adolescentes VIH positivos que se encontram em ambientes
com alta taxa de incidéncia e alto nivel de transmisséo de TB e 0s que apresentaram o teste TST
positivo (ou de resultado desconhecido), mas que ndo apresentam sintomas de TB ativa, devem
receber pelo menos 36 meses de tratamento preventivo com isoniazida de toma Unica diaria,
independentemente de estarem a receber tratamento antirretroviral ou ndo. A isoniazida
também deve ser administrada independentemente do grau de imunossupressao, de histéria de

tratamento prévio contra TB e de gravidez. (149,151)

As principais barreiras para a aceitacdo do tratamento de TB latente incluem a oposigéo
dos médicos em prescrever o tratamento para TB latente (por exemplo, por receio de facilitar o
desenvolvimento de resisténcia a medicamentos com monoterapia, ou por falta de certezas
acerca dos beneficios do tratamento para TB latente e que estes superem 0s riscos (como o
desenvolvimento de efeitos adversos), a resisténcia dos doentes diagnosticados com TB latente
em se submeter a um curso prolongado de tratamento para uma condicdo assintomatica que
pode nunca progredir para TB ativa, e falta de disponibilidade de medicamentos Unicos em
paises onde a terapia combinada, ou seja, uma associacdo de medicamentos em dosagens fixas,

se encontra disponivel apenas para o tratamento da TB ativa. (150)

Para superar os desafios impostos pela baixa adesdo ao tratamento e baixas taxas de
conclusdo das terapias atuais para TB latente, o estudo WHIP3TB (NCT02980016) pretende
demonstrar os beneficios que paises com elevadas taxas de incidéncia e prevaléncia de TB
podem colher com a administracdo em ciclos anuais, por 2 anos consecutivos, do regime de 3
meses de isoniazida e rifapentina, em comparacdo com um Unico ciclo terapéutico de

rifapentina e isoniazida durante 3 meses ou 6 meses ou de isoniazida durante 6 meses. (151)
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Uma das medidas que deve ser implementada para aumentar o impacto positivo da
terapéutica preventiva é incentivar os médicos a seguir as orientacfes quanto a avaliagdo do
risco individualizado antes da prescricdo da terapéutica, ou seja, espera-se que os médicos
equilibrem os riscos e beneficios individuais dos seus pacientes antes de qualquer
recomendacdo. (150) Além disso, é expectavel que os médicos monitorizem com alguma
frequéncia a adeséo e a tolerabilidade dos seus pacientes aos medicamentos prescritos. (151)
Nesse aspeto, sdo desenvolvidas terapias promissoras, com objetivo de serem implementadas
no plano terapéutico como estratégias adjuvantes e/ou primarias de prevencdo da TB,

direcionadas ao hospedeiro, que consigam melhorar a resposta imune ao Mtb. (151)

No entanto, é necessario reconhecer o risco de ativacdo da doenca depois da cessagdo da
terapéutica, caso o individuo diagnosticado se encontre numa populacéo de risco, como € 0 caso
de profissionais de satde, mineiros, sem-abrigo e prisioneiros, adotando uma abordagem geral
da terapéutica orientada para beneficios individuais e também para a satde pablica. (150)

Considera-se de extrema importancia a aposta no desenvolvimento de novos métodos
diagndsticos que melhorem a capacidade dos médicos de prever quais individuos de alto risco
progredirdo para a forma ativa da doenca, e no desenvolvimento de novos regimes de
tratamento que apresentem menor toxicidade, maior eficacia e que evitem a resisténcia

adquirida aos medicamentos em individuos com doenca precoce ndo detetada. (150)

2.4. Quimioterapia em condic¢des especiais

O tratamento da TB em condic¢des especiais necessita de uma monitoriza¢do mais apertada,
realizada sob supervigilancia dos profissionais de satde. Nas condi¢des especiais sdo integradas
a gravidez, a amamentacdo, as criangas e os individuos VIH positivos.

2.4.1. Gravidez

Antes de iniciar o tratamento de qualquer condi¢cdo em mulheres gravidas deve avaliar-
se 0 risco que a doenga traz para a mae e para o feto, mas também o dano que a medicacéao
poderd trazer ao feto. No caso da TB, o risco de doenca nédo tratada € muito maior do que o
risco proveniente da medicagdo. (152,153) A TB congénita pode ser transmitida da mée com
TB ativa para o feto, por via transplacentaria, através da corrente sanguinea ou linfatica, mas
também ¢ possivel o bébé ser infetado por Mtb aspirado ou ingerido através do liquido

amnidtico, durante o parto. (153)
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O tratamento € iniciado logo ap6s a confirmagdo do diagnostico, consiste na prescricdo
da associacao entre isoniazida, rifampicima e etambutol e dura no minimo 9 meses, caso a
pirazinamida ndo esteja incluida no tratamento. (152,153) Geralmente, a pirazinamida so é
administrada a gravidas diagnosticadas com TB ativa extrapulmonar grave ou se apresentam
coinfeccdo com VIH. (153) Os 4 farmacos sdo classificados pela FDA como farmacos de
categoria C (estudos em animais demonstram risco, sem estudos em humanos), conseguem

atravessar a placenta, no entanto nao apresentam efeitos teratogénicos. (154)

Se a mulher gravida apresentar TB resistente a farmacos deverd dirigir-se ao
especialista, visto que a maioria dos farmacos de 22 linha apresentam propriedades
teratogénicas. Por exemplo, 0s aminoglicosideos (como canamicina, amicacina e
estreptomicina) devem ser evitados, especialmente nas primeiras 20 semanas de gravidez,
devido ao risco de ototoxicidade e malformagdes fetais ou teratogenicidade. E também de evitar
a toma de etionamida e de protionamida durante a gravidez, pois podem aumentar o risco de
nauseas e vomitos. As fluoroquinolonas também séo contraindicadas na gravidez. Os restantes
medicamentos de 22 linha sdo considerados, com base na classificacdo do FDA, da categoria B
(estudos em animais ndo demonstram risco, sem estudos em humanos) ou C, pelo que podem

ser utilizadas em gravidas quando necessario. (152,155)

Quando TB latente é diagnosticada na mulher gravida, é geralmente prescrito o regime
posolégico com a isoniazida de toma diaria ou duas vezes por semana ou com a rifampicina
como alternativa, adicionando ao esquema terapéutico a suplementacédo de piridoxina, de modo
a evitar a sua deficiéncia e consequente neuropatia. Ambos os farmacos sdo classificados como
farmacos de categoria C durante a gravidez. (151,153) O tratamento com isoniazida em
gravidas deve ser sempre avaliado, ponderando o beneficio que advém do tratamento € o risco
de desenvolvimento de hepatotoxicidade. (153)

2.4.2. Amamentacéo

A amamentacdo ndo deve ser descontinuada durante o tratamento da TB, dado que a
quantidade dos farmacos de 12 linha que passa para o leite materno é insuficiente para causar
efeitos toxicos no recém-nascido. (153,156) Pelo facto de os farmacos passarem em pequena
guantidade para o leite materno néo deve ser considerado como uma terapia eficaz o consumo

de leite num lactente infecionado por Mtb. (153)

No entanto, a TB ativa é uma contraindicacdo para a amamentacao, pelo que a mulher

deve tomar a medicacéo pelo menos 2 semanas antes de comecar a amamentar. (153,157)
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No caso dos farmacos de 22 linha, ainda ha dados insuficientes quanto a sua
farmacocinética no periodo pré- e pds-parto, bem como a sua distribuicéo até ao leite materno
e as consequéncias nas criangas apos a sua exposicdo a essas concentracdes, pelo que ndo ha

recomendacdes quanto a sua prescricdo em mulheres que se apresentem a amamentar. (157)

E estipulada a recomendacio de suplementacéo com piridoxina em mulheres que tomam
isoniazida e que se encontram a amamentar e, além disso, as crian¢as devem ser supervisionadas
para que as medidas necessarias sejam imediatamente tomadas caso desenvolvam ictericia
derivada da hepatotoxicidade do fa&rmaco. Outra recomendacao as mulheres que amamentam e
se encontram sob terapéutica medicamentosa com isoniazida é tomar a medicacdo logo apds
amamentar, ou num longo periodo de sono da crian¢a, de modo a minimizar as doses de farmaco

que passem para o leite. (153)

2.4.3. Criancas

O regime terapéutico para o tratamento de TB em criancas € geralmente igual ao
prescrito em adultos. Para o tratamento de TB suscetivel a medicamentos de 12 linha o regime
terapéutico mais prescrito € a associacao de isoniazida, rifampicina e pirazinamida (e etambutol,
se necessario) durante 2 meses, seguida de toma de isoniazida e rifampicina durante mais 4
meses. Apesar do etambutol ser farmaco de 12 linha, para o tratamento da TB em criancas
geralmente so € prescrito em casos de diagnostico de TB resistente a farmacos, nomeadamente

a isoniazida e a rifampicina. (158,159)

Para o tratamento de TB resistente a farmacos, existem dados suficientes quanto a
eficacia e seguranca do uso de fluoroguinolonas em criangas com TB. (158) A OMS também
autorizou o uso de bedaquilina e delamanida em criancas, retirando a necessidade de uso de
farmacos cuja administracdo s6 é possivel por via intravenosa. (159,160) Quanto a restante
medicacdo de 22 linha, ndo existe informacao suficiente que justifique o seu uso em criancas.
(158)

Uma das grandes limitagcGes no que se refere a terapéutica em pediatria é a adesdo a
terapéutica, dado que é frequente surgirem dificuldades na degluticdo de comprimidos. Este
facto complica-se pelo facto de ndo haver informagé&o suficiente sobre a possibilidade de triturar
ou dissolver os comprimidos e como isso afeta a farmacocinética e a farmacodindmica dos
farmacos. (158,159) A firma Alliance desenvolveu recentemente comprimidos orodispersiveis

com uma combinacdo fixa de farmacos de 1?2 linha, que podem ser encomendados apenas
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através da plataforma Global Drug Facility que colabora com Stop TB, exatamente para
ultrapassar essa dificuldade, no entanto esta area carece de maior investimento. (159)

2.4.4. Individuos VIH positivos

O aspeto mais importante que se deve considerar quando um individuo € infetado com VIH
é prevenir a coinfecdo com Mtb através da vacinagdo, aspeto que ainda necessita de maior
investigacdo e melhoramento, e/ou através da terapéutica preventiva com isoniazida. (67) O
tratamento preventivo para individuos VIH positivos deve ser iniciado com 5mg/kg (méaximo

300mg) de isoniazida de toma Unica diria, durante 6 meses. (161,162)

Em casos de diagnostico de TB latente, também € prescrita monoterapia com isoniazida de
toma Unica diéria, durante 9 meses. Foi comprovado que a toma de isoniazida reduz em 64% a

taxa de incidéncia de TB ativa, em individuos com o teste TST positivo. (151)

Logo que o individuo VIH positivo seja diagnosticado com TB ativa, o tratamento com
farmacos antituberculosos deve ser iniciado. A fase inicial, de 2 meses, compreende isoniazida,
rifampicina, pirazinamida e etambutol, seguindo-se a fase de continuagéo, durante 4 meses,
com isoniazida e rifampicina. Caso um individuo VIH positivo seja previamente sujeito ao
tratamento para TB, a fase intensiva pode incluir também o tratamento com estreptomicina e a

fase de continuag&o deverd ainda incluir o tratamento com etambutol, durante 5 meses. (161)

N&do é recomendavel que o tratamento para a TB seja iniciado enquanto decorre o
tratamento com antirretrovirais. O tratamento para a TB € prioritario em relacdo ao tratamento
para 0 VIH, para diminuir a transmissao, principalmente durante a fase ativa da doenca. (162)
A decisao de iniciar o tratamento com antirretrovirais deve ter em consideracdo a quantidade
de células CD4" (para determinar a progressdo da doenca), a tolerancia ao tratamento com
farmacos para a TB e a monitorizacdo de manifestacdo de sinais de imunodeficiéncia. E uma
estratégia necessaria para garantir a adesdo a terapéutica, simplificar o regime terapéutico,
diminuir o risco de sindrome inflamatéria de reconstituicdo imune e prevenir o aparecimento

de interacdes entre os farmacos antirretrovirais e os antituberculosos. (161)

A questdo das interacdes farmacologicas entre os farmacos para a TB e para 0 VIH € um
aspeto de extrema importancia e que deve ser constantemente monitorizado, dado que pode ser
a causa da diminuicdo da concentracdo do farmaco ativo em circulagcdo e consequente
desenvolvimento de resisténcias aos farmacos. A rifampicina aumenta a atividade de enzimas

da familia do CYP450, nomeadamente CYP2B6 e CYP3A4, responsaveis pela metabolizagédo
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dos inibidores ndo nucleosideos da transcriptase reversa (efavirenz, nevirapina, tenofovir e
abacavir) e dos inibidores da protease viral (lopinavir e ritonavir), que sédo farmacos usados para
o0 tratamento e controlo do VIH, diminuindo até 75% a concentracdo sérica dos mesmos. Por
outro lado, os inibidores da transcriptase reversa e os inibidores das proteases inibem enzimas
da familia do citocromo P450, nomeadamente CYP2A6, alterando 0s niveis séricos da
rifampicina. (67)

Apesar do risco de manifestacdo de reacdes adversas resultantes das interacGes descritas
acima, a rifampicina continua a ser o fArmaco antituberculoso preferido no tratamento de TB
em individuos VIH positivos, pelo facto de nos individuos VIH positivos tratados por 6 ou mais
meses com regimes contendo rifampicina a taxa de recaida da doenca ser tdo baixa quanto nos
individuos VIH negativos. A rifabutina pode ser uma alternativa a rifampicina, no entanto é um
farmaco mais caro e é necessario ajuste de dosagem dos inibidores de proteases, caso sejam

prescritos no regime terapéutico do doente. (161)

O risco de morte aumenta conforme a progressdo da TB, mas muitos casos de morte estdo
relacionados com a progressdao de outras infecdes oportunistas, e.g. pneumonia por
Pneumocystis jirovecii ou encefalite por Toxoplasma gondii. (161) Para prevencao de infe¢oes
oportunistas a OMS recomenda iniciar a profilaxia com cotrimoxazol (associacdo de

sulfametoxazol e trimetroprim) em casos que apresentem coinfec¢do por Mtb e VIH. (161,162)
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3. MDR-TB e XDR-TB e dados epidemioldgicos

A OMS classifica a TB, quanto as resisténcias aos farmacos, em TB resistente a isoniazida,
TB resistente a rifampicina, TB Multirresistente (MDR-TB), pré-XDR-TB e TB Extensamente
Resistente (XDR-TB). (16)

A detecdo de estirpes de TB resistentes requer testagem por testes de suscetibilidade
fenotipicos (crescimento em cultura) e genotipicos (sequenciacdo do genoma), de modo a

prever o melhor esquema terapéutico necessario ao doente. (16,163)

A MDR-TB caracteriza-se pelo desenvolvimento de resisténcias aos dois farmacos mais
eficazes no combate contra Mtb: rifampicina e isoniazida. A incidéncia da estirpe MDR-TB
aumenta gradualmente e o seu aparecimento e transmissao deve-se essencialmente ao incorreto
uso dos antimicrobianos e ao uso de formulag@es inadequadas (s6 com uma substancia ativa,

ma qualidade dos farmacos utilizados ou mau armazenamento da formulacao final). (9,14)

Em alguns casos pode haver desenvolvimento de resisténcias a outros farmacos adicionais,
dando origem a pré-XDR-TB e XDR-TB. (9,16) A pré-XDR-TB caracteriza-se pela resisténcia
a rifampicina e as fluoroquinolonas. Para além de rifampicina e isoniazida, a XDR-TB também
é resistente as fluoroquinolonas e a pelo menos um dos 2 antituberculosos de 22 linha:

bedaquilina e linezolina. (3,11,16)

Também existem relatos do aumento da incidéncia da Tuberculose Totalmente Resistente
(TDR-TB) sendo uma estirpe resistente a todos os antibiéticos principais usados no tratamento
de casos de TB. A TDR-TB foi pela primeira vez reportada em Italia no ano 2003 e também
foram reportados casos no Irdo e na india. (9,14)

Globalmente, em 2020, 2,1/3,0 milhdes (71%) das pessoas diagnosticadas com TB foram
testadas para resisténcia a rifampicina, sendo estes valores superiores aos obtidos em 2019,
2,2/3,6 milhdes (61%), e 2018, 1,7/3,4 milhdes (50%). Estes dados mostram que, felizmente, o
namero de casos diagnosticados de TB tende a diminuir ao longo dos 3 anos em analise. Em
2020, entre os 71% dos casos, foram detetados 132,222 novos casos de TB resistente a
rifampicina ou MDR-TB e 25,681 novos casos de pré-XDR-TB ou XDR-TB, do que se conclui
que houve uma diminuicdo da incidéncia de desenvolvimento de resisténcias em comparagédo

com os dados de 2019, onde o numero de casos MDR-TB atingiu os 201,997 casos. (16)

Apesar dos avangos positivos, em 2020, em todo o mundo, 150,359 pessoas com TB

resistente a rifampicina ou com MDR-TB foram inscritas para o tratamento necessario,
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indicando uma queda de 15% em relacdo ao total de 177,100 de individuos inscritos em 20109.
Esse nivel de inscricdo foi equivalente a cerca de 1/3 das pessoas que desenvolvem TB
resistente a rifampicina ou MDR-TB a cada ano. Tais dados indicam haver uma progressao no
sentido retrogrado ao estabelecido nos objetivos da Organizacdo das Nacdes Unidas, visto que
0 namero total cumulativo de inidividuos com TB resistente a rifampicina ou com MDR-TB
relatadas como inscritas para o tratamento entre 2018 e 2020 foi de 482,683 individuos, o que
constitui apenas 32% da meta de 5 anos (2018-2022) de 1,5 milh&o. (16)

Em Portugal, é notavel a reducdo progressiva do numero de casos de MDR-TB. Em 2012
foram notificados 22 casos de MDR-TB e em 2018 s6 foram notificados 7 casos. Este avanco
pode ser explicado pela adocdo de estratégias de concentracdo dos doentes nos Centros de
Referéncia de MDR-TB, que funcionam nas Administracbes Regionais de Saude, com

consequente aplicacdo de protocolos uniformizados. (164)

Segundo a OMS, a incidéncia dos casos de TB resistente a fArmacos concentra-se
sobretudo na india, na Repulblica Democratica do Congo e na China, paises com maior
densidade populacional e, consequentemente, com maior probabilidade de contacto com
individuos que apresentam a doenca no estado ativo. (11,14,16)

As estirpes resistentes, MDR-TB e XDR-TB néo respondem ao tratamento antituberculoso
padrdo, de 6 meses, por isso requerem um tratamento usando medicamentos que sd0 menos
potentes, mais toXxicos e muito mais caros, durante dois ou mais anos, 0 que representa um
obstaculo significativo para paises em vias de desenvolvimento que ndo possuem recursos para

garantir um controlo e tratamento efetivo dos infetados com estirpes resistentes. (11)

Reconhecendo as dificuldades dos paises mais pobres, a OMS e outros parceiros criaram a
comissdo para a iniciativa Luz Verde (ou Green Light Committee initiative), que visa instalar
projetos pilotos para o tratamento de MDR-TB onde se implementaram praticas clinicas e
medicamentosas de qualidade acessivel. Outra estratégia, denominada “Stop TB”, foi
implementada em 2006 e reforgada em 2009, visando garantir o acesso universal ao tratamento
da MDR-TB. Gracas a estas iniciativas, em 2011, 56 mil doentes com MDR-TB envolvidos
(aumento de 80% dos casos em relacdo a 2009) foram diagnosticados e comegaram o tratamento
com medicamentos de segunda linha, devido ao crescente acesso a diagnosticos rapidos e
crediveis. O sucesso de tratamento de casos de MDR-TB continua baixo a nivel mundial, no
entanto em alguns paises subiu cerca de 75%, gracas & implementacdo deste projeto. (11) A

evolucdo da taxa de sucesso terapéutico de casos de TB resistente a farmacos progride no

82



sentido positivo nos ultimos anos, tal como demonstrado na Figura 3.1. E de notar que os
resultados para estudos de coorte sobre individuos tratados para TB resistente a rifampicina ou
MDR-TB séo relatados um ano mais tarde do que outros estudos de coorte sobre TB, dado que

0 curso terapéutico € mais demorado que noutras formas suscetiveis da doenca. (16)

Casos de TB resistente a rifampicina e de MDR-TB (%)
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Figura 3.1 - Relagdo entre o0 ano de inicio do tratamento e as taxas de incidéncia, em percentagem, para Varios
desfechos derivados do tratamento para TB resistente a rifampicina e MDR-TB (adaptado de (16))

De modo a diminuir o nimero de casos de falha terapéutica e evitar o desenvolvimento de
resisténcias, é necessario seguir algumas regras basicas, tais como proceder ao tratamento logo
na primeira detecdo de Mtb, garantir o acesso a um correto diagnostico e aos farmacos
necessarios, manter um controlo adequado da infecdo nas instalacdes de tratamento, garantir o
adequado uso de medicamentos de segunda linha na terapéutica para TB, bem como evitar a

acumulacdo dos doentes numa s6 instalacdo de tratamento. (9)

Conclui-se que todos os fatores descritos no capitulo 1.8 desta dissertacdo propiciam o
insucesso da atual quimioterapia para combate da TB, no entanto, o desenvolvimento de
resisténcias apresenta-se como o fator que mais contribui para este insucesso terapéutico.
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4. Desafios Atuais e o Papel do Farmacéutico na sua Resolugao

De modo geral, para que a TB seja extinta é necessario o méximo controlo sobre a
reducdo da incidéncia e da prevaléncia da TB latente e sobre a minimizacdo do risco de
transicdo da infecdo latente para infecdo ativa por Mtb. (165) Assim, uma das principais
estratégias para eliminar a TB é a identificagdo de individuos infetados em risco de progressao
para o estado ativo e transmissivel (sintomatico) da doenca e tratar a infe¢do subclinica através
de um regime terapéutico apropriado para a TB latente, que, infelizmente, ndo é tdo valorizada
como o tratamento do estado ativo da doenca. Assim, os profissionais de salude, incluindo os
farmacéuticos, devem participar na detecdo de individuos com fatores de risco, como 0s
individuos VIH positivos, e na promocéo de adesdo a terapéutica, quer nos casos de TB latente,
uma vez que o regime mais comum da terapéutica preventiva é de longa duracdo (9 meses de
isoniazida), quer nos casos de TB ativa, de modo a atingir o sucesso terapéutico e diminuir a

transmissibilidade da doenca. (166)

Sdo varios os desafios que devem ser ultrapassados de modo a resolver a elevada taxa de
insucesso terapéutico (65% globalmente) no tratamento para a TB que atualmente se verifica.
(167) Ainda sdo notaveis algumas dificuldades nas areas como a detecédo e diagndstico precoce
dos casos de doenca e tratamento eficaz de TB suscetivel e resistente a medicamentos, a
prevencdo da TB resistente a medicamentos, o controlo e gestdo de fatores de risco, como a
coinfeccdo pelo VIH, diabetes e tabagismo (reduzindo o risco de progressédo de infecdo latente
para o estado ativo), o controlo de infe¢do para prevenir a transmissdo da TB, a quimioterapia
preventiva e o desenvolvimento de vacinas mais eficazes. (165,166)

Apesar de todos 0s avan¢os nestas areas, a implementacdo desses componentes técnicos é
a etapa crucial para deter a doenca. A implementacdo desses avangos requer um forte
compromisso politico e uma gestdo programatica sélida, mas néo sera eficaz se ndao houver um
investimento maior nos determinantes socioecondmicos dos paises gque mais necessitam, ja que
a TB esta intimamente relacionada com a pobreza. O fortalecimento do sistema de salde é
indispensavel para o sucesso dos programas desenvolvidos no combate a TB, devendo todos os

profissionais de saude estar envolvidos. (165)

Os desafios no tratamento da TB suscetivel e resistente aos medicamentos estdo
intimamente ligados ao facto de a duracgdo do tratamento ser longa, resultando em baixa adeséo
ao tratamento e perda de monitorizagéo e registo de dados. Além disso, o tratamento da TB €

muito suscetivel a erros humanos na prescricdo de esquemas inadequados, dosagem
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inconsistente, falta de monitorizacdo da quimioterapia e seus resultados (positivos e/ou
negativos), resultando no desenvolvimento de resisténcias aos medicamentos e falha
terapéutica. (165,168)

O surgimento da necessidade de tratamento de TB resistente a fArmacos por si s6 é um
fator preocupante. Deve haver maior preocupacao na prevencdo de surgimento de estirpes de
Mtb resistentes aos medicamentos, por exemplo, abandonando a prescri¢cdo de medicamentos
em monoterapia, ou seja, sem a adicdo de nimero suficiente de outros farmacos. (165,167) E
aqui que o farmacéutico deve atuar de forma mais ativa, ou seja, no acompanhamento ao doente,
na promocdo do uso racional do medicamento, na adesdo a terapéutica, na adverténcia e
monitorizacdo de interacbes medicamentosas significativas (principalmente as que se
manifestam), na correta transmissdo de toda a informacéo necessaria ao doente, por exemplo,
quanto aos efeitos adversos possiveis e adverténcia sobre as resisténcias no caso de ndo serem

seguidas as recomendacdes, e futuras complicacfes que dai podem advir para o doente. (169)

Os doentes infetados com estirpes resistentes geralmente necessitam de administracao
diéria de farmacos injetaveis (de 22 linha), pelo que é importante que haja acompanhamento e
dispensa do medicamento com toda a informacdo necessaria, bem com no auxilio e explicacdo
do modo correto da administracdo desta categoria de farmacos. A administracdo continua de
farmacos injetaveis, a longa duracédo do tratamento e o custo elevado advindo da polimedicacéo
podem levar a estados depressivos resultantes da discriminagédo e da sensacao de vergonha e de
culpa, pelo que o farmacéutico deve atuar como o profissional de salide mais proximo da
populacdo, acompanhando o estado moral do doente e realcar a importancia do cuidado que o

doente deve ter sobre 0 seu bem-estar fisico e psicoldgico. (167)

Caso sejam detetadas mutacdes espontaneas no genoma do Mtb, na estirpe que infetou o
doente, € necessario um esquema terapéutico mais personalizado, dependendo das resisténcias
desenvolvidas. Assim, € importante desenvolver novos esquemas terapéuticos e novos
medicamentos. (163) Durante as ultimas duas décadas tém surgido novos candidatos a farmacos
contra a TB (Figura 4.1) que ja encontram nas fases mais avancadas dos ensaios clinicos, com
a finalidade de melhorar a eficacia e a seguranca do esquema terapéutico para os doentes com
TB, bem como diminuir a duragdo do tratamento e atuar sobre os bacilos que se encontrem em
estado latente. (170,171) Contudo, os custos e a duracdo dos ensaios clinicos atrasam 0s

avancos na area farmacéutica e a restricdo de estudo de varios grupos de individuos quanto a
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eficdcia e seguranca dos medicamentos limitam o acesso a novas informacfes para 0

desenvolvimento de orientacGes mais completas. (172)

Desenvolvimento Clinico

Desenvolvimento do

Ensaios Pré-Clinicos Fase I Fase Il e III regime terapeaiil
MPL-445, 447 TBI223 Sutezolid || Delamanid*
Sanfetrinem ‘ TBAJ587 ‘ Delpazolid ‘ Pretomanid*

| TBABI6 ||  SPR720 | Bedaquiline* |
| cskase | 50109 Rifapentine*
TBA7371 || Moxifloxacin |
OPC167832 Sutezolid
Classe Quimica Alvo Terapéutico
|| Nitroimidazol Multiplo
|| Diarilquinolina ATP sintase
Oxazolidinona Ribossoma
Multiplo Parede Celular (DprEl)
|:| Fluoroquinolona ADN Girase
Multiplo Parede Celular (MmpL3)
[ ]Oxaborol Leucil-tARN sintetase
[ ] Piperidinilpirimidina Catabolismo do Colesterol

Figura 4.1 - Candidatos a fArmacos antituberculosos atualmente desenvolvidos nos ensaios clinicos e respetiva
classe quimica e alvo terapéutico. Os farmacos aprovados est&o assinalados com asterisco. ADN = Acido
Desoxirribonucleico, ATP = Trifosfato de Adenosina, tRNA = Acido Ribonucleico Transportador, DprE1 =
Decaprenilfosforil-B-D-ribose 2'-epimerase, MmpL3 = Proteina de Membrana de Micobactéria 3 (Adaptado de

(99))

O acesso aos medicamentos para a TB € outro aspeto que deve ser melhorado, dado que,
para além dos medicamentos que apresentem maior eficacia e seguranca, como a clofazimina,
bedaquilina e delamanida, serem de dificil acesso devido ao seu elevado custo, muitos paises
recorrem & possibilidade de abastecimento bianual de medicamentos de 22 linha, por vezes ndo
totalmente testados, por meio de fornecedores locais, levando a excesso de stock num sitio e
provocando rutura de stock noutro. (167) Apesar do Global Drug Facility ter langado o
programa de doacdo de bedaquilina, que passou por uma avaliacao rigorosa para garantir que
atende aos padrées minimos, para 30000 cursos de quimioterapia em 100 paises, em 4 anos, tal
ndo é suficiente, tendo em conta que a OMS estima que ha 480000 novos casos de MDR-TB

todos os anos e 10% desses casos séo XDR-TB. (166,167)
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Capitulo III: Estratégias no combate as resisténcias

5. Estratégias para o desenho de compostos contra Mtb

De acordo com a OMS, desde 2000 foram curados 66 milhdes de casos de TB com a
quimioterapia convencional para TB suscetivel, no entanto o tratamento dos doentes
diagnosticados com MDR-TB e XDR-TB é muito dificil e a quimioterapia convencional pode
ndo ter efeito significativo sobre o Mtb persistente, uma vez que precisam ser tratados com
medicamentos de 22 linha, mais tdxicos e mais caros, por mais tempo, com duracdo do

tratamento até dois anos, e geralmente com taxa de sucesso baixa. (171)

Assim, é imperioso e urgente investir no desenvolvimento de novos farmacos com
capacidade para curar TB, diminuir o tempo de tratamento e/ou promover o controlo da
progressao da doenca. O Gltimo sucesso verificado nesta area foi a introducéo da bedaquilina e
da delamanida no regime terapéutico contra TB, dois farmacos que demonstraram eficacia no

tratamento da MDR-TB e na eliminacdo do Mtb no estado persistente e ndo-replicante. (170)

Investigacdo realizada nas ultimas décadas produziu varias moléculas com potencial, das
quais algumas se encontram ja em fases avancadas de ensaios clinicos, cujos alvos terapéuticos
sdo diferentes dos alvos identificados para farmacos ja existentes, de modo a evitar resisténcias

cruzadas e diminuir a mortalidade total por TB. (171)

Acredita-se que a evolucdo do regime terapéutico passa pela introducdo de novas classes
de compostos. Os compostos lider de cada classe (“lead”, do Inglés), escolhidos a partir dos
compostos “hit” (selecionados em testes pré-clinicos) sao estudados e otimizados seguindo uma
determinada estratégia, durante um determinado periodo. (170) Trés abordagens diferentes
fazem parte do esforco continuo na evolucdo na area de criacdo de novos medicamentos:

screening baseado na estrutura, screening baseado no alvo e screening fenotipico.

Geralmente, o desenvolvimento do candidato num medicamento comercializavel decorre
num periodo de 12 a 15 anos e requer um investimento entre US$ 500 e US$ 800 milhdes.
Estima-se que a probabilidade de sucesso é de <100:1, mas, se bem-sucedido, o farmaco gera
lucros anuais na ordem de US$ 1 a 5 bilides até 10 anos. Apesar de haver pessoas que
consideram pouco ético gerar lucro com medicamentos, trata-se de um aspeto essencial para
gue governos e industrias invistam mais na area de desenho e desenvolvimento de novos

farmacos. (173) Assim, é essencial que este processo seja conduzido de forma rigorosa, de
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modo a garantir menos gastos financeiros nas fases de ensaios clinicos e maior probabilidade
de desenvolver o farmaco promissor que apresente as propriedades farmacologicas pretendidas.

5.1. Screening baseado em estrutura

Uma abordagem central de triagem (“screening”’) baseada na estrutura (structure-based
screening) ¢ o encaixe (“docking”) molecular, metodologia que se baseia no encaixe de
pequenas moléculas em sitios de ligacdo de proteinas-alvo, tornado possivel gracas ao
desenvolvimento tecnologico e computacional. As técnicas de docking foram desenvolvidas
para predizer a melhor orientacdo e conformacdo de uma molécula ligante no seu sitio de
ligagdo, e a ideia geral do processo é obter um conjunto de conformacg6es do complexo ligando-
recetor e classifica-las em ordem de prioridade com base em suas estabilidades energéticas.
Esta estratégia € importante nem s6 para a descoberta de novas estruturas hit mas para o

aperfeicoamento de compostos lider descobertos pela aplicacao de outras estratégias. (174)

5.2. Screening baseado no alvo

Para a descoberta de novos farmacos pode ser utilizada a estratégia de triagem baseada
no alvo (“target-based screening ), quando o alvo terapéutico é conhecido. Nesta estratégia
sdo utilizados conhecimentos sobre tecnologia recombinante e genética. A genética e a biologia
molecular identificam genes envolvidos na doenca e a tecnologia recombinante permite sua
expressao e testes com amplas bibliotecas de compostos por triagem de alto rendimento (HTS).
O processo de HTS é automatizado, testando milhares de compostos para avaliar a sua interacdo
com biomoléculas alvo. (175)

Esta estratégia fornece informacdo sobre as caracteristicas do alvo, as caracteristicas do
inibidor preferencial, a vulnerabilidade do alvo, o tipo de inibicdo e também sobre alvos
promiscuos (recetores que interagem com mais de uma molécula) e alvos estabelecidos (alvos

que ja demonstraram vulnerabilidade a farmacos antituberculosos). (170)

Alguns exemplos de possiveis alvos vulneraveis em Mtb sdo: acetolactato sintase,
chiguimato quinase, proteina quinase B, pantotenato quinase, timidilato quinase e NADH tipo
I1. (170)

5.3. Screening fenotipico

Quando o alvo terapéutico é desconhecido, ou quando se pretende encontrar um novo
alvo terapéutico, recorre-se ao screening fenotipico. Esta estratégia baseia-se em sistemas

biologicos vivos (culturas de células in vitro ou modelos animais) para descobrir novos
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candidatos a farmacos e, principalmente, novos alvos terapéuticos, como por exemplo pequenas
moléculas e péptidos que alteram o fendtipo de uma célula ou organismo, de uma maneira
desejada. Nesta abordagem, bibliotecas de compostos sdo rastreadas quanto a atividade
antibacteriana contra células micobacterianas em cultura, e 0s compostos hit progridem com
base na poténcia, tanto in vitro quanto in vivo, ou seja, os candidatos a farmacos progridem para
fases posteriores com base nos estudos de SAR resultantes da avaliacdo direta em células

inteiras (“whole cell evaluation’), mesmo sem qualquer conhecimento do seu alvo. (176)

O design de novos farmacos segue geralmente a estratégia de screening fenotipico como
ponto de partida, uma vez que varias empresas sairam prejudicadas ao iniciar o desenho de
compostos com base em estudos da sua atividade inibitoria de enzimas especificas, com
posterior estudo do seu potencial antibacteriano, que pode nédo ser o desejado. Por outro lado,
as moléculas desenvolvidas através desta estratégia requererdo extensa investigacdo antes da
identificacdo da sua atividade enzimaética ideal, ou seja, antes de conhecer o alvo especifico

onde o composto atua. (177)

Alguns exemplos de farmacos e candidatos a farmacos desenvolvidos a partir de
screening fenotipico sdo: bedaquilina, benzotiazinona, macozinona, azainddis, telacebec
(Q203) e OPC-167832. (170)

5.4. Outras estratégias

Um dos pontos de partida para o desenvolvimento de novos farmacos pode ser o
aperfeicoamento de compostos conhecidos por evidenciarem atividade contra células de Mtb
in vitro mas que ndo possuem propriedades farmacéuticas que os assemelhem a um farmaco.
Os esforcos para resolver estas limitacfes sdo principalmente focados na analise dos dados de
SAR, poténcia e toxicidade. Exemplos resultantes da aplicacdo desta estratégia sdo 0s
nitroimidazois (p.ex. delamanida e pretomanida) e analogos mais recentes de rifampicinas
(p.ex. rifabutina), de isoniazida (p.ex. sudoterb ou LL 3858) e do etambutol (p.ex. SQ109).
(170)

Outra estratégia contorna o desenho de novos farmacos através da reutilizacdo de
farmacos existentes. Esta estratégia é concretizada, para o tratamento de MDR-TB, através da
utilizacdo de farmacos de amplo espetro. Vérias classes de farmacos antibacterianos que
demonstraram atividade contra Mtb in vitro foram investigadas em ensaios clinicos, sendo que
algumas foram ja adicionadas ao regime terapéutico para a TB, estando outras nas fases de

desenvolvimento. S&o exemplos alguns inibidores de sintese de proteinas (p.ex. estreptomicina,
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oxazolidinonas como linezolida, posizolida, sutezolida, delpazolida e contezolida), [-
lactdmicos (p.ex. carbapenemas, GSK070 e SPR20) e inibidores de ADN girase (p.ex.
moxifloxacina, levofloxacina, ofloxacina, gatifloxacina, derivados de pirrolamida,

tiazolopiridinas, aminopirazinamidas, aminopiperidina e benzimidazois). (170)
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6. Descoberta de novos alvos terapéuticos para TB

A diversidade de candidatos a novos farmacos para o combate a TB aumentou na ultima
década. E possivel acompanhar virtualmente, no local (“site ) do programa Working Group on
New TB Drugs, as atualizacdes mais recentes do fluxo (“pipeline”) de novos candidatos a

farmacos antituberculosos. (178,179)

O estudo de pequenas moléculas com atividade antituberculosa, baseado no screening
fenotipico de toda a célula, era a estratégia mais eficaz para a descoberta de candidatos para a
fase I dos ensaios clinicos, a partir de estruturas hit. (178) Esta estratégia apresenta como maior
vantagem a possibilidade de encontrar novos alvos terapéuticos, ao contrario do HTS, onde as
pequenas moléculas sdo avaliadas tendo em conta a sua afinidade por uma biomolécula alvo
especifica. Para tal, ndo é necessario o conhecimento do mecanismo de acdo, mas, como foi
referido anteriormente, serdo necessarios estudos aprofundados de modo a obter informacéo
sobre a molécula alvo e o sitio de ligacdo. Acresce que muitas das moléculas encontradas
através do screening fenotipico apresentam a desejada atividade antibacteriana, no entanto
verifica-se que sdo moléculas que ja foram identificadas e a sua acdo antituberculética foi
validada, atuando sobre 0s mesmos alvos terapéuticos que muitos dos farmacos descritos nas
orientacOes, o que incrementa o risco de resisténcia cruzada. Em contrapartida o HTS garante
maior especificidade contra a molécula alvo em estudo, mas ndo é possivel garantir que a
molécula é relevante para a patogenicidade do agente infecioso, neste caso do Mtb, pelo que

esse aspeto devera ser analisado com maior pormenor em ensaios separados do HTS. (180)

Ultimamente observou-se maior interesse na procura de novos alvos especificos no
contexto de patogénese humana e sobre os estudos da sua vulnerabilidade, de modo a descobrir
farmacos com maior precisdo para o novo alvo. (181) Geralmente, quando se verifica que o
alvo é suscetivel, procede-se ao HTS, ou seja, estudo de varias pequenas moléculas, cuja relacdo
com o alvo ja foi descrita na literatura, de modo a identificar a classe quimica que apresente
maior afinidade pelo alvo. O proximo passo sdo os estudos SAR, assentes principalmente nos
principios de docking, de modo a garantir que a molécula estabeleca as interagcdes necesséarias

com o sitio de ligacdo, otimizando o desempenho na sua acdo farmacologica. (178)

Nos capitulos posteriores serdo descritas algumas classes quimicas recentemente estudadas
e respetivos mecanismos de a¢do. Os compostos das classes quimicas descritas atuam em alvos
terapéuticos diferentes dos associados aos farmacos utilizados na quimioterapia atual. Este

aspeto alarga horizontes para uma melhor abordagem terapéutica da TB, permitindo contornar
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a selecdo para resisténcias. O método de docking j& foi aplicado na maioria dos compostos das
classes quimicas descritas para uma melhor descri¢do da bolsa (“pocket, do inglés), ou sitio de
ligacdo e as interacdes entre o ligando e o recetor, no entanto serdo necessarios estudos de SAR

para selecdo de candidatos em cada classe quimica, antes de prosseguir para ensaios clinicos.

6.1. Derivados de Etilenodiamina e MmpL3

Com base no farmacoforo 1,2-etilenodiamina do etambutol, foram estudados 63238
compostos usando as ferramentas de HTS, os quais, seguidos por estudos de SAR (Figura 6.1),
conduziram ao composto designado por SQ109, ou Sequella, que atualmente se encontra nas
fases Ilb e Il de ensaios clinicos. A molécula atua contra Mtb em fase de replicacdo e em fase

ndo replicativa. Para além disso, apresenta baixa toxicidade. (182,183)
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Figura 6.1 - Processo de identificagdo do SQ109 como novo candidato a farmaco antituberculoso (adaptado de
(183))

O etambutol € administrado na dosagem 25mg/kg, associada ao aumento do risco de
toxicidade ocular, e a MIC que se atinge no Mtb considera-se moderada, o que estimulou a
realizacdo de mais estudos SAR do farmaco6foro do etambutol de modo a encontrar moléculas
menos toxicas, com menor MIC e mais seletivas, tal como 0 SQ109. (183) Foi comprovado que
0 SQ109 apresenta atividade bactericida dentro do MIC (0.2-0.78 pg/ml), ao contrario do
etambutol que, dentro da MIC (1 pug/ml), exibe atividade bacteriostatica. (183,184)
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Os estudos comprovaram que a implementacéo do SQ109 no regime terapéutico contribui
para o encurtamento deste, pois o farmaco SQ109 interage sinérgicamente com a combinacéo
de rifampicina, isoniazida e bedaquilina. No caso da rifampicina, tal pode ser explicado pelo
facto de 0 SQ109 promover a acumulacdo da rifampicina no interior da célula do Mtb devido a
inibicdo da translocacdo de moléculas para o seu exterior, como consequéncia do seu

mecanismo de a¢do, descrito no paragrafo seguinte. (182)

Apesar de ser derivado de etambutol e apresentar semelhangas na estrutura quimica,
estudos realisados indicam que o mecanismo de a¢do do SQ109 é diferente. O SQ109 atua nas
enzimas de sintese de menaquinona MenA e MenG e de proteina de membrana de micobactéria
3 (MmpL3), importante transportador dos monomicolatos de trealose, precursores do acido

micolico, sendo este Ultimo essencial para a constru¢do da membrana da Mtb. (182,183)

Ainibicdo do MmpL3 leva a acumucédo de monomicolatos de trealose no interior da célula,
incapacitando os bacilos em fase replicativa de contruir a membrana externa. O inibidor de
MmpL3 atua também como desacoplador, dissipando a forca motriz gerada por protdes da qual
depende o MmpL3, pelo que apresenta potente atividade contra Mth hipoxico ndo replicante,
uma vez que € um critério necessario para a formagdo de ATP e sobrevivéncia do bacilo em
laténcia. (182)

Os estudos revelam uma relacdo direta entre 0 SQ109 e 0 MmpL3. No sitio de ligacdo entre
0 SQ109 e 0 MmpL3 (Figura 6.2), sdo essenciais as seguintes funcionalidades para a atividade
antituberculinica: a cauda geranilo do SQ109, que estabelece interacdes hidrofébicas com
Val638, Ala637, Ser301, 11e249, 1le319, Leu642, Gly641, Leu686, 1le253 e 11e297; as duas
funcdes amina, que formam pontes de hidrogénio com o Asp645; o grupo adamantilo, que
encaixa na bolsa hidrofébica formada pelos residuos Tyr257, Phe260 e Phe649, sendo que
durante a interacdo entre 0 SQ109 e MmpL.3 ocorre uma disrupg¢éo de duas pontes de hidrogénio
entre os residuos Asp256-Tyr646 e Tyr257-Asp645 que sdo indispensaveis para a translocagédo

de protdes, sendo a consequéncia dessa disrupcéo a inibigdo do MmpL3. (182)
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Figura 6.2 — Representacdo das interagdes a nivel molecular do SQ109 (a verde) com o sitio ativo do MmpL3

(adaptado de (182))

6.2. Benzotiazinonas e DprE1

A classe de benzotiazinonas revelou-se muito promissora para o desenvolvimento de

farmacos antituberculosos cujo mecanismo de acéo envolve a inibicdo da decaprenil fosforibose

epimerase (DprEl). O alvo terapéutico DprEl é uma flavoproteina de fungdo enzimatica

importante para a formacdo de decaprenil-fosfo-arabinose, precursor de arabinogalactano e

LAM (Figura 6.3). (185) Este alvo terapéutico localiza-se no periplasma, havendo maior

possibilidade de o farmaco chegar ao alvo, dada a menor dependéncia de poder penetrante, e s6

existe em procariotas, o que reduz a toxicidade dos inibidores de DprE1 nos humanos. (186)

Inihidores de DprEl
(BTZ-043, Macozinona,

TBA-T371,
OPC-167832)

DprE|
DPR -

DprE2
DPX Z DPA

Arabinogalactano e

lipoarabinomanano

(sintese da parede
celular do Mib)

Figura 6.3 — Representacao esquematica do mecanismo de agdo dos inibidores de DprE1. DPR =
Decaprenilfosforil-p-D-ribose, DPX = Decaprenilfosforil-2-ceto-p-D-eritro-pentofuranose, DPA =

Decaprenilfosforil-p-D-arabinofuranose (adaptado de (186))
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Durante as investigagdes realizadas demonstrou-se que a molécula BTZ-043 (Figura
6.4), definida como composto lider, apresenta potente atividade antimicrobiana contra Mtb,
atuando como inibidor covalente da DprE1. Este composto encontra-se na fase Il de ensaios
clinicos, uma vez que completou os estudos de seguranca, tolerabilidade e atividade bactericida,
com MIC=1ng/mL, na fase I. (186)

o}

\

N"—O

O

Figura 6.4 — Representa¢do da estrutura quimica do BTZ-043, um inibidor covalente de DprE1.

O BTZ-043 ¢ bioativado através da redugdo do grupo nitro a nitroso, que de seguida
reage com o grupo tiol do residuo Cys-387 da DprE1 formando um aduto covalente, inibindo
irreversivelmente a enzima. (187) Devido a natureza eletrofilica da molécula, que € principal
razdo da formacdo da ligacéo covalente, existe a possibilidade de reacdo com as bases azotadas,
nomeadamente com purinas (adenina e guanina), o que acarreta riscos de efeitos carcinogénicos
e mutagénicos, bem como de genotoxicidade. De modo a limitar estes efeitos, foram
desenhados inibidores de DprE1 ndo covalentes, como 0 TBA-7371 e OPC-167832, que se
encontram em desenvolvimento para substituir os inibidores covalentes, ultrapassando o risco

de ocorréncia de efeitos mutagénicos. (186)

Como qualquer outro composto que atua inibindo a parede celular do Mtb, o BTZ-043
apresenta pouca atividade antibacteriana contra bacilos em estado néo replicativo, requerendo
administragcdo concomitante de outros farmacos com potencial bacteriostatico contra a bactéria
em estado latente. Foi verificada sinergia entre BTZ-043 e bedaquilina, ou TMC207, um
inibidor de ATP sintase, comprovada pela diminui¢cdo em 3/4 do MIC de ambos 0s compostos
mediante a administracdo concomitante das duas substancias. (185) A ATP sintase € uma das
enzimas cuja atividade mantém o Mtb vivo durante o estado de laténcia, pelo que a associacédo

suprarreferida propicia maior eficacia contra bacilos em estado de laténcia. (130) A
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concentracgéo inferior a MIC, BTZ-043 enfraquece a parede celular do Mtb e facilita a interacdo
da bedaquilina com ATP sintase. Foi reportada a sinergia entre bedaquilina e SQ109,
fundamentada pela mesma razéo, ou seja, pelo facto de o candidato SQ109 atuar sobre a parede

celular do Mtb, facilitando a entrada da bedaquilina na célula. (185)

6.3. 4-tiazolidinonas e AspS

Estudos de HTS envolvendo uma biblioteca de moléculas com o farmacéforo 4-
tiazolidinona (Figura 6.5) revelaram a capacidade inibitoria deste quimiotipo sobre a aspartil-
ARN transportador (tARN) sintetase (AspS) do Mtb. (188,189)

Ry

Figura 6.5 — Representacdo da estrutura do farmaco6foro 4-tiazolidinona.

As 4-tiazolidinonas sdo conhecidas por apresentarem atividades bioldgicas diversificadas,
sendo por isso uma das classes quimicas mais estudadas. (190) S&o atribuidas a derivados de 4-
tiazolidinona  propriedades  anti-inflamatérias,  antiparasitarias,  anticancerigenas,
antibacterianas, antivirais, antidiabéticas, antiartriticas, a que acresce atividade agonista da
hormona foliculo-estimulante, capacidade inibidora da quinase 1 dependente de ciclina, e da
cicloxigenase 2, entre outros. Uma das areas mais desenvoldidas e estudadas atualmente séo as
propriedades antituberculosas dos derivados de 4-tiazolidinona. (191) A informac&o disponivel
indica que a atividade antituberculosa desta classe quimica passa pela inibicdo da aminoacilagéo
efectuada pela AspS da familia das enzimas aminoacil-tARN sintetase. (192) As enzimas desta
familia asseguram a ligacdo entre um aminoéacido e o tARN correspondente (aminoacilacao),

um processo essencial para a sintese protéica. (189)

Algumas das limitacOes identificadas nos possiveis candidatos para inibidores de AspS
do Mtb sdo propriedades farmacocinéticas imprecisas, interacdo sobre alvos ndo desejados e
deficiéncias na capacidade de penetracdo atraves das membranas bacterianas. Este Gltimo
aspeto orienta as futuras investigacoes de analogos de 4-tiazolidinona por screening fenotipico,
através da analise do efeito das moléculas sobre a célula inteira do Mtb. (188) De entre 0s
derivados mais investigados destacam-se os conjugados de 4-tiazolidinona-cumarina e 4-

tiazolidinona-sulfametoxazol. (191,193)
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6.4. Pirazolopirimidinonas e ESX-3

O ferro € um nutriente essencial para a sobrevivéncia de quase todos 0s organismos Vvivos,
incluindo o Mtb, que infeta macrofagos e reside no ambiente de baixo teor de ferro do
fagossoma. Assim, o Mtb produz sideréforos, designados por micobactina e
carboximicobactina (forma soltvel da micobactina), que atuam como quelantes de ido férrico
Fe3*, insolvel em solucBes aquosas, condigBes aerdbicas e pH neutro, que posteriormente é
reduzido a ido ferroso Fe?*, sollvel, para ser incorporado em proteinas micobacterianas

captantes de ferro, incluindo proteinas de armazenamento de ferro como bacterioferritina. (194)

Estudos de HTS com derivados de pirazolopirimidinona (Figura 6.6) mostraram um
aumento de MIC em estirpes de Mtb que apresentavam mutac6es no gene eccB3, um gene que
faz parte dos 11 genes que formam o cluster esx-3 (Figura 6.7), codificador do sistema de
secrecdo ESX-3 tipo VII. O aumento do valor de MIC em estirpes resistentes leva a considerar
0 ESX-3 como o alvo das pirazolopirimidinonas. (194,195) O papel do eccB3 para a atividade
do ESX-3 é desconhecida, ja 0 ESX-3 é requerido para a captacdo de ferro mediado pelo
sider6foro micobactina, pelo que a perda de ESX-3 esta relacionada com a incapacidade do Mtb

utilizar a miobactina para a captagéo do ferro, essencial para a sua sobrevivéncia. (192,194)

o

Pirazolopirimidinona

Figura 6.6 — Representagdo esquematica do composto hit, com o farmacé6foro da classe das
pirazolopirimidinonas assinalado pelo circulo (adaptado de (195))

msmeg 0615 Cluster esx-3 msmeg_0626
0282 0292

Figura 6.7 — Representacdo do cluster esx-3 (adaptado de (194))
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O ESX-3 ndo é o verdadeiro alvo das pirazolopirimidinonas, em vez disso as pequenas
moléculas perturbam o metabolismo do ferro, atuando o farmacéforo pirazolopirimidinona

como quelante de iBes ferro. (194)

6.5. Moléculas com anel benzofurano e Pks13

O policetideo sintase 13 (Pks13) é reconhecido como alvo de elevado interesse para o
desenvolvimento de farmacos antituberculéticos, uma vez que cataliza a formacdo dos
precursores do acido micdlico. E responséavel pela condensacao de dois 4cidos gordos em cadeia
a-alquil B-cetoacilo, o ultimo precursor do acido micolico, sendo também o alvo de farmacos

antitubercul6ticos estabelecidos, como a isoniazida e a etionamida. (196,197)

O Pks13 apresenta dominios distintos, que participam na reacdo de condensa¢do com
funcOes diferentes: transportador de acilo, B-cetoacil-sintase, aciltransferase e tioesterase. O
dominio tioesterase é responsavel pelas reacdes de transferéncia e libertacdo dos grupos acilo,

que sao essenciais para a formacéo dos acidos micoélicos e seus precursores. (196,198)

O Pks13, é um alvo bem caracterizado, pelo que para o desenvolvimento de novos
farmacos inibidores de Pks13 recorre-se ao screening baseado no alvo, para otimizar a interacdo
de pequenas moléculas com o recetor (Pks13). As moléculas com anel benzofurano séo
descritas como portadoras de varias propriedades bioldgicas, incluindo atividade
antimicrobiana (inclusivé antituberculinica), e anticancerigena. Essas moléculas, em que o
composto lider ¢ o Tam16 (Figura 6.8), atuam como inibidores do dominio tioesterase do
Pks13. (196) A alteracdo de um unico nucleétido no gene pksl13, gene codificador do Pks13,
leva ao aparecimento de estirpes resistentes aos compostos com 0 grupo benzofurano,
justificando a suscetibilidade aos potenciais farmacos do alvo em estudo. (197)

Benzofurano

Figura 6.8 — Representacao da estrutura quimica do composto Tam16, composto lider da classe dos
benzofuranos, e do farmac6foro benzofurano assinalado pelo circulo (adaptado de (199))
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O inibidor Tam16 interage de forma efetiva com os residuos cataliticos His1699 (a10
hélice), Ser1533 (a7 hélice) e Asp1560 (cadeia B5), o que contribui para o equilibrio e a
manutencdo da estabilidade estrutural desses residuos e das cadeias polipeptidicas das quais
fazem parte. Além disso, a estrutura do benzofurano interage com os residuos Phel670 e
Asn1640, o que permite manter a “al¢a” que liga as hélices a4 e a8 com menor liberdade de
movimento. As interacBes descritas encontram-se representadas na Figura 6.9, onde também é

mostrada a sobreposic¢éo da molécula no sitio alvo do Pks13. (199)

Figura 6.9 — A - Modelacéo da sobreposi¢do do Tam13 com o sito ativo do Pks13; B — Representacéo
do Tam16 no sitio ativo e dos amino&cidos relevantes para a interacdo com a molécula (adaptado de (196))

A informacéo disponivel mostra que todos esses aspetos deverdo ser tidos em conta no
desenho de novas moléculas baseadas no benzofurano. (199) Atualmente, encontram-se em
fase de ensaios clinicos os derivados de cumestano, obtidos a partir de moléculas com anel
benzofurano através da ligacdo do grupo éster com o grupo fenil. (196,197) Na Figura 6.10

encontra-se o0 esquema simplificado da sintese do cumestano a partir do derivado de

0 O/— O
N

benzofurano.

Composto com anel benzofurano Cumestano

Figura 6.10 — Representagdo esquematica da sintese do cumestano a partir do correspondente derivado de
benzofurano (adaptado de (197))
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6.6. 1,2,4-Oxadiazdis e EthR

Devido a sua vasta atividade bioldgica, os 1,2,4-oxadiazdis sdo estudados relativamente ao
seu potencial como novos farmacos, nomeadamente como antitussicos, anti-inflamatérios,
antituberculosos e anticancerigenos. O anel de oxadiazol exibe propriedades hidrofilicas e de
doador de eletrdes, tornando a molécula mais resistente a alteracfes térmicas e a perturbactes
no ambiente quimico e assim potenciando a estabilidade metabdlica da molécula. (200)

No ambito da terapéutica da TB, os 1,2,4-oxadiazoéis foram desenhados com o propoésito
de estimular a bioativagdo da isoniazida, fArmaco descrito no capitulo 2.1.1. Os compostos desta
classe quimica inibem o EthR, codificado pelo gene ethR, que funciona como repressor da
monooxigenase EthA, que por sua vez é a enzima responsavel pela ativacdo da isoniazida.
Assim, a coadministracdo dos compostos deste grupo tem como objetivo aumentar a taxa de
bioativacdo de isoniazida e, como consequéncia, aumentar a concentracdo do farmaco em
circulacdo sem ser necessario aumentar a dosagem a ser administrada, mitigando o risco de
provocar as reacOGes adversas associadas a toma de isoniazida, como distarbios intestinais,
hepatite, ansiedade e depressdo. Sem a administracdo dos 1,2,4-oxadiazdis o risco de reagdes
adversas é maior, uma vez que a MIC da isoniazida administrada é geralmente suficiente para

provocar qualquer uma das reagdes adversas mencionadas. (138)

Novos derivados de oxadiazol, inibidores de EthR, sdo atualmente objeto de estudo,
para com base nas suas caracteristicas farmacocinéticas in vivo selecionar o potencial farmaco
antituberculoso. Um exemplo é o composto BDM41906, designado por “etionamida booster”,
qgue se encontra na fase Il dos ensaios clinicos como agente antituberculoso. (200) O
farmacoéforo dos 1,2,4-oxadiazdis bem como a estrutura quimica do composto BDM41906

encontram-se representados na Figura 6.11.
TN

FsC

1.2.4-oxadiazol

Figura 6.11 — Representagdo da estrutura quimica do composto BDM41906 e do farmacdéforo 1,2,4-oxadiazol
assinalado pelo circulo (adaptado de (200))
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6.7. Difenil-ureias e GuaB2

A GuaB2 é uma inosina monofosfato desidrogenase (IMPDH) que participa na
biossintese de nucledtidos de purina essenciais para a sintese de ADN e ARN. E a enzima
responsavel pela conversdo da inosina 5'-monofosfato em xantosina 5'-monofosfato, junto com
aconversdo de NAD"em NADH. A xantosina 5'-monofosfato é entdo convertida em guanosina

monofosfato. O mecanismo mais detalhado encontra-se representado na Figura 6.12. (177,201)
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Figura 6.12 — Representacdo esquematica do mecanismo de a¢éo dos inibidores de GuaB2, com ireferéncia a
consequéncias da inibicdo de GuaB2. add = Adenosina Deaminase, adk = Adenilato Quinase, ADP = Adenosina Difosfato,
adoK = Adenosina Quinase, AMP = Adenosina 5’-Monofosfato, apt = Adenina Fosforibosiltransferase, ATP = Adenosina
Trifosfato, atpA-H = ATP sintase, JADP, Deoxiadenosina Difosfato, dATP = Deoxiadenosina Trifosfato, deoD = Purina
Nucleosido Fosforilase, dGDP = Deoxiguanosina Difosfato, dGTP = Deoxiguanosina Trifosfato, gmk = Guanilato Quinase,
GMP = Guanosina 5'- Monofosfato, GDP = Guanosina Difosfato, GTP = Guanosina Trifosfato, guaA = GMP Sintase, guaB2
= Inosina Monofosfato Desidrogenase (IMPDH), hpt = Hipoxantina Guanina Fosforibosiltransferase, IMP = Inosina 5'-
Monofosfato; iunH = Purina Nucleosidase, NAD* e NADH = Dinucleétido de Nicotinamida e Adenina, ndkA = Nucleosido
Difosfato Quinase, PRPP = 5-Fosforibosil 1-Pirofosfato, purA = Adenilosuccinato Sintetase, purB = Adenilosuccinato Liase,
RNR = Ribonucleotido Redutase, XMP = Xantosina 5’-Monofosfato (adaptado de (177,201))
No Mtb, a GuaB é codificada em trés genes: guaB1l, guaB2 e guaB3, sendo que sO 0s
genes guaB2 e guaB3 se encontram localizados num operdo. No entanto, com base nos estudos
de mutagénese da transposicdo, verificou-se que somente a enzima GuaB2 codifica IMPDH

funcional. (177,202)

Foi verificado que a deplecéo da GuaB2 no Mtb apresenta perfil bactericida in vitro, nos
macrofagos e in vivo, nomeadamente nos pulmdées dos murinos, pelo que GuaB2 é validada
como um novo alvo dos futuros farmacos contra TB, estimulando novos estudos dos compostos
hit com atividade bactericida. (201) Os inibidores dessa enzima apresentariam a desejada
especificidade, devido ao mecanismo de a¢do Unico, e evitar-se-ia a inibi¢do cruzada da enzima

IMPDH humana, que compartilha sé 41% da sequéncia genémica da enzima bacteriana. (202)
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Atraveés de screening fenotipico, o0 motivo difenil-ureia foi reconhecido como potencial
inibidor de quinases e de IMPDH do Mtb, nomeadamente de GuaB2. Atualmente estdo em
estudo 3 derivados de difenil-ureia, os compostos 7834535 (DPU-1), 7285642 (DPU-2) e
7275166 (DPU-3), cujas estruturas quimicas se encontram representadas na Figura 6.13. (177)
Os compostos desta classe mimetizam o NAD+ e NADH, pelo que a inibi¢cdo da enzima passa
pela ocupagdo do sitio onde se liga o grupo nicotinamida do NADH, com formacdo de
interacdes com o anel purina de inosina 5'-monofosfato. (203)
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Figura 6.13 — Representagdo da estrutura quimica do farmacdéforo difenil ureia e dos compostos DPU-1,
DPU-2 e DPU-3 (adaptado de (203))
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Conclusao

A terapéutica atual contra a TB € de longa duracéo e acarreta o surgimento de reacfes
adversas, 0 que prejudica a adesao a terapéutica. A toma incorreta da medicagdo, por sua vez,
gera concentragdes subterapéuticas de farmaco circulante que favorecem o desenvolvimento de

estirpes de Mtb resistentes aos farmacos disponiveis.

Para minimizar o desenvolvimento de resisténcias é essencial promover a educacgéo do
doente, no entanto em paises menos desenvolvidos a adesdo € maioritariamente afetada por
dificuldades financeiras. Para ultrapassar as resisténcias e promover a eficicia o esquema
terapéutico é baseado na toma concomitante de varios farmacos antituberculosos, o que
aumenta ainda mais o risco de desenvolvimento de reacfes adversas e de manifestacédo de

interacGes medicamentosas, aumentando o custo do tratamento.

A disseminacdo de estirpes de Mth multirresistentes tornou evidente a importancia do
desenho e desenvolvimento de novos farmacos que apresentem menor toxicidade, que sejam
capazes de diminuir a duracdo de tratamento, com novas formulagdes, mais baratas e faceis de
utilizar. Também é consensual entre a comunidade cientifica que o desenvolvimento de novos
farmacos deve assentar na identificacdo de novos alvos de Mtb, ou seja, buscando moléculas
que atuem sobre alvos terapéuticos distintos dos implicados nos farmacos atuais, assim

majorando a probabilidade de eficicia contra as estirpes resistentes.

Tendo em conta toda a pesquisa feita em torno do tema, sdo evidentes 0s progressos no
que toca ao tratamento e controlo de Mth. Atualmente decorrem importantes estudos em torno
da TB latente, visando desenvolver farmacos que atuem sobre a micobactéria no estado
dormente e ndo s6 em estado de replicacdo, o que contribuira para um maior controlo da doenca

e para a diminuicdo do indice de transmissibilidade.

Com o refor¢o da investigacdo para a descoberta de novas terapéuticas que colmatem
as necessidades do tratamento contra a TB, sdo constantemente desenhadas novas moléculas e
propostos novos candidatos a farmacos, apds estudos usando varios métodos de triagem. Este
trabalho descreve algumas classes quimicas promissoras, resultantes de investigacdo mais
recente, assinalando a amplitude do trabalho realizado mas também do trabalho que ainda
devera ser desenvolvido para que alguns dos candidatos selecionados possam ampliar o arsenal

de farmacos disponiveis para sua futura utilizagdo em humanos.

103



Das classes quimicas estudadas ao longo deste trabalho, as moléculas mais promissoras
a assinalar sdo o derivado de etilenodiamina SQ109 como inibidor do transportador MmpL3,
que se encontra atualmente nas fases Ilb e Ill de ensaios clinicos; o0 composto BTZ-043, um
inibidor da DprE1, considerado o composto lider da classe das benzotiazinonas; o composto
Tam16, um inibidor de Pks13, considerado como o composto lider da classe dos derivados de
benzofurano; o composto BDM41906, um oxadiazol que se encontra na fase Il dos ensaios
clinicos e atua como inibidor de EthR, e 3 derivados de difenil-ureia, os compostos DPU-1,
DPU-2 e DPU-3, que atuam como inibidores de GuaB2.

Finalmente, é consensual que um maior controlo sobre a doenca requer forte
investimento no desenvolvimento de vacinas, por forma a que o mundo possa contar com uma
vacina que apresente maior eficdcia em pessoas das faixas etarias superiores, de modo a
diminuir o numero de infetados e a incidéncia de desenvolvimento de doenca a nivel global.
Estdo em curso estudos visando a implementagédo de vacinas que previnam a infecao pelo Mtb,

por exemplo, a vacina DAR-90.
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