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RESUMO

A tuberculose continua a ser um problema de saude global, causando problemas
de saude a milhdes de pessoas a cada ano e é classificada como a segunda principal
causa de morte por doenca infeciosa em todo o mundo, depois do VIH. As ultimas
estimativas sdo de que ocorreram quase 9 milhGes de novos casos em 2011 e 1,4
milhGes de mortes por tuberculose (990000 sem associagdo e 430000 associadas ao
VIH). Esta é uma realidade, apesar da existéncia de tratamento que poderia curar a
maioria dos casos de TB, e que, em cerca de 90% dos casos, esta disponivel desde os

anos 80.

Portugal continua entre os paises de incidéncia intermedia de tuberculose, o Unico
na Europa Ocidental. Entre os casos de MDR-TB, tem sido muito elevada a proporgao

de casos XDR-TB, a forma mais grave, constituindo um problema de satde publica.

Do esquema basico de tratamento, a rifampicina, isoniazida, pirazinamida e
etambutol sdo todos potencialmente hepatotdxicos. Deste modo, é importante conhecer
melhor o metabolismo dos farmacos ja existentes, principalmente os de primeira linha, a

fim de reduzir a toxicidade associada.

Um farmaco produz diferentes respostas em diferentes pessoas. O perfil genético
é responsavel por muitas dessas variagdes. Estima-se que a genética explique, até 30%

dos casos, as diferengas individuais no metabolismo e resposta aos farmacos.

Neste trabalho serdo abordados alguns estudos que demonstram a influéncia de
polimorfismos na terapéutica da tuberculose, direcionada para a populacdo caucasiana/
portuguesa, e a genotipagem de determinados enzimas que poderdo trazer beneficios
ndo s6 na diminuicdo das complicacdes e dos efeitos colaterais, como na reducdo dos
atendimentos e internamentos. Assim, além de potenciar 0 aumento da adesdo
terapéutica, este conhecimento possibilita a aplicacdo a outras patologias, uma vez que o
perfil genético do individuo pode determinar a eficacia e toxicidade de varios

medicamentos.

Palavras-chave: Tuberculose, MDR-TB, Farmacogenomica, NAT, GST, CYP2EL.
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ABSTRACT

Tuberculosis remains a global health problem. This causes health problems to
millions of people each year and is ranked as the second leading cause of death from
infectious disease worldwide, after the HIV. The latest estimates are that there were
almost 9 million new cases in 2011 and 1.4 million tuberculosis deaths (990 000
unassociated and 430 000 HIV-associated). This is true despite the existence of
treatment strategies that could cure the majority of cases of TB, and that, in

approximately 90 % of cases were available from the eighties.

Portugal remains among the countries with intermediate incidence of tuberculosis,
the only one in Western Europe. Among the cases of MDR -TB a very high proportion
of XDR -TB cases are observed, the most severe form of the diseases, which poses a

major public health problem.

The componentes of the basic scheme of treatment rifampicin, isoniazid,
pyrazinamide and ethambutol are all potentially hepatotoxic. Thus, it is important to
better understand the existing drugs, especially the first line drugs, and the individual

level of metabolism to reduce the associated toxicity.

A drug yields different response in different people. The genetic profile is
responsible for many of these variations. It is estimated that genetic variability can
explain up to 30% of cases of individual differences in drug metabolism and response.

In this analysis we will discuss some studies that demonstrate the influence of
polymorphisms in the treatment of tuberculosis, directed to the Portuguese and other
Caucasian population, and the genotyping of certain enzymes that may be beneficial in
reducing not only the complications and other side effects, but also the reduction of
hospital visits and admissions. This will allow increasing the adhesion to treatment, at
the same time opening the possibility of application to other pathologies, since the

genetic profile of the individual can determine the efficacy and toxicity of several drugs.

Keywords: Tuberculosis, MDR-TB, Pharmacogenomics, NAT, GST, CYP2E1
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LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ABC - ATP-binding cassette

ADN - Acido desoxirribonucleico

ARNmM — Acido Ribonucleico mensageiro

AMK - Amicacina

BAAR - Bacilos Alcool-Acido Resistentes

BCG - Bacillus Calmette-Guérin

BK — Bacilo de Koch

CPM - Capreomicina

CFP-10 - culture filtrate protein (ESAT-6 Like)
CYP - Citocromos P450

DPOC — Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica
DGS - Direcédo Geral de Saude

DosR - Antigenos de dorméncia regulados

E - Etambutol

ESAT-6 - Early Secretory Antigenic Target
GST - Glutationa S-Transferase

GSH — Glutationa

GSTT1 - Glutationa S-Transferase isoenzima T1
GSTM1 Glutationa S-Transferase isoenzima M1
H — Isoniazida

HMG-CoA - 3-Hidroxi- 3-MetilGlutaril-Coenzima A
IL1 - Interleucina 1

IFN-y — Interferdo-y

IL2 - Interleucina 2
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IL6 - Interleucina 6

KAN - Canamicina

LAM - Lipoarabinomanana

MHC — Major Histocompatibility Complex
MDR-TB — Tuberculose Multirresistente

MDR - multidrug resistance protein

NAT -- N-acetyltransferase

OMS - Organizacdo Mundial de Saude

OATP - organic anion transporting polypeptide
OCT - organic cation transporter

PPD - Derivados de Proteina Purificado

PAS — Acido para-Aminosalicilico

PCR - Polimerase Chain Reaction

R - Rifampicina

RE — Reticulo Endoplasmatico

rPFS- fatores que promovem a reanimacao

SIDA - sindrome de Imunodeficiéncia adquirida
SNP — Polimorfismos de base Unica

TAAN - Testes de Amplificacdo de Acidos Nucleicos
TB — Tuberculose

VIH — Virus da Imunodeficiéncia Humana

VEGEF - Fator de Crescimento Endotelial Vascular
XDR-TB — Tuberculose extensivamente resistente
Z - Pirazinamida

ZN - Ziehl-Neelsen
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INTRODUCAO

BREVE INTRODUCAO SOBRE A HISTORIA DA TUBERCULOSE

Em 1882, Dr. Robert Koch isolou, pela primeira vez, o agente etiolégico da
doenca, o Mycobacterium tuberculosis (M. tuberculosis), também chamado bacilo da
tuberculose ou bacilo de Koch (BK). Foi o primeiro passo para a cura da doenca.
Contudo, passados 129 anos sobre a descoberta e cerca de 60 anos de uso de
antibioticos altamente eficazes, 0 nimero de novos casos de tuberculose (TB) continua
a aumentar em todo o mundo, atingindo mais de nove milhGes em cada ano. E, apesar
de poder ser curada por menos de 20 euros durante 6 meses, a doenca ainda mata cerca

de 4500 pessoas por dia *.

Apesar dos avancgos tecnoldgicos e cientificos na area da salde na prevencao,
diagndstico e tratamento de doengas, a TB continua a ser um grave problema de salde
publica em Portugal e todo 0 mundo e uma das doencas mais antigas que afetam o ser
humano. Existem relatos de ha 3300 anos atras na india e 2300 na China. Na antiga
Grécia Classica, era conhecida como “Phthisis” (tisica) e Hipdcrates ja reconhecia e

compreendia as manifestacdes clinicas apresentadas pela tuberculose °.

Nos finais do século XIX, uma em cada cinco pessoas desenvolvia a doenca e 50
a 60% destas morria. A descoberta do BK, o tratamento sanatorial nos anos vinte, a
descoberta da estreptomicina em 1947, do acido para-aminosalicilico (PAS) e da
isoniazida em 1952, associados a melhoria das condi¢Ges socioecondmicas das
populacdes, tornaram possivel a esperanca da eliminacéo da doenca °.

A TB foi declarada uma emergéncia de salde publica global em 1993 pela
Organizacdo Mundial de Saude (OMS, WHO), melhorando e intensificando os cuidados

prestados a nivel nacional e internacional *.

CONSIDERACOES GERAIS SOBRE A TUBERCULOSE

As micobactérias pertencem a familia Mycobacteriaceae e a ordem
Actinomycetales. O membro mais importante do complexo de Mycobacterium
tuberculosis é o organismo homénimo, o Mycobacterium tuberculosis. O complexo

também inclui M. bovis (o bacilo da tuberculose bovina), M. africanum (isolado em
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casos na Africa Ocidental, Africa Central e Oriental), M. microti (um bacilo raro e
menos virulento), M. pinnipedii e M. canettii (isolados muito raros) °.

EPIDEMIOLOGIA

SITUACAO MUNDIAL

A tuberculose continua a ser um problema de satde global. Esta causa problemas
de saude a milhdes de pessoas a cada ano e é classificada como a segunda principal
causa de morte por uma doenca infeciosa em todo o mundo, depois do virus da
imunodeficiéncia humana (VIH). As ultimas estimativas sdo de que houve quase 9
milhGes de novos casos em 2011 e 1,4 milhdes de mortes por tuberculose (990 000 sem
associacao ao VIH e 430 000 associadas ao VIH). Esta é uma realidade, apesar da
existéncia de tratamento que poderia curar a maioria dos casos de TB e que, em cerca de

90% dos casos, esta disponivel desde os anos 80 *.

Geograficamente, a maior incidéncia encontra-se no continente Africano e
Asiatico (Fig.1). China e India tém cerca de 40% dos novos casos de todo 0 mundo. A
regido do Sudoeste Asiatico e Ocidental do Pacifico, incluindo China e india,
corresponde cerca de 60% dos novos casos. As taxas mais elevadas de incidéncia
encontram-se nos paises da Africa, correspondendo a cerca de ¥4 de todos os casos,

sendo também a taxa mais elevada de mortes provocada por TB “.

H
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Fig. 1 - Incidéncia estimada de TB por 100 mil pessoas em 2011 “.
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A multirresisténcia € uma ameaca global e sem controlo. Estima-se que 3,7% dos
novos casos que surgem e 20% das reincidéncias sdo tuberculose multirresistente
(MDR-TB) (Fig. 2). Dos casos relatados em 2011, estima-se que 310 000 eram MDR-
TB. Destes casos de MDR-TB, 10% correspondem a tuberculose extensivamente
resistente. (XDR-TB). Um numero assustador, se tivermos em conta que apenas um
numero minimo destes receberdo cuidados minimos de diagndstico e tratamento, levando a

mortes, principalmente na india e China .

O Percentage b e o
of cases .

ﬁ . [ 02 .
O 359 A
B 6-119
0 RERRE
B s },

[ Nodata » 6&
FZ77) subnational data only
- Mot applicable

Fig. 2 - Estimativa de novos casos (em percentagem) de TB com resisténciaa TB. *

Um dos maiores obstaculos ao controlo da MDR-TB é a necessidade de

capacidade laboratorial para a detetar, que é quase inexistente na maior parte dos paises
afetados: da totalidade dos casos registados em todo o mundo, 60 000 sdo notificados na
Europa e na Africa do Sul, e mais de metade dos 27 paises de mais alta prevaléncia no

tém meios laboratoriais para diagnosticar a MDR-TB *.

SITUACAO DA UE E PORTUGAL

Na regido europeia, os Estados-Membros de Leste apresentam taxas de
notificagdo muito mais elevadas que os da Europa Ocidental, apesar de a regido incluir

apenas 4,7% dos novos casos detetados e recaidas de TB ao nivel mundial °.

Portugal continua entre os paises de incidéncia intermédia, o unico na Europa
Ocidental (Fig. 3).
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Fig. 4 - Taxa de incidéncia nos paises da UE 2010 ®.
Em Portugal, a TB faz parte das doencas de declaracdo obrigatéria (Anexo 1) .

No ano de 2011, foram diagnosticados 2388 casos de tuberculose, incluindo casos
novos e re-tratamentos, dos quais 2016 sdo nacionais e 372 (16,6%) séo estrangeiros. A
incidéncia dos casos novos foi de 2231, ou seja, 21/10° habitantes. Isto representa uma
reducdo de 9,6% relativamente a taxa de incidéncia definitiva em 2010, dando
continuidade a evolugdo para uma diminuicdo consistente desde 2002 (Fig. 4). Assiste-
se a um decréscimo médio anual de 6,4%. E uma tendéncia que coloca o pais numa
situacdo mediana, fazendo-o convergir para a média europeia e aproximando-o da
fasquia dos 20 casos por 100 mil habitantes, limite que define os paises de baixa

incidéncia.®

[=2]
=
1

50
40
21/10°

30

20

taxa de incidéncia por 100 mil habitantes

10 4

02 03 94 95 96 O7 98 9 0 1 2 3 4 5 6 T 8 9 10 11
Fig. 3 - Taxa de Incidéncia: evolugdo em 20 anos (1992-2011); 2011 - 21 novos casos por 100 mil habitantes. Acima

da linha encarnada considera-se alta incidéncia, abaixo da linha laranja situam-se os valores de baixa incidéncia. ®
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As pessoas mais afectadas sdo os homens dos 35 aos 44 anos, sendo que 0S
imigrantes tém quase 3,5 vezes mais probabilidade de contrair tuberculose que o0s
nacionais. A infeccdo VIH/SIDA, o factor de risco mais importante, tem uma
prevaléncia atual de 11% entre os casos de TB, o que significa um decréscimo do
namero de doentes para menos de metade nos Gltimos 10 anos. A toxicodependéncia, o
alcoolismo, a reclusdo e a situacdo de sem abrigo s&o, ndo so factores importantes de
risco para a doenca, mas também determinantes para o prognéstico. Contudo, em mais
de 65 % dos casos de TB ndo ha factores de risco identificados. Este facto traduz ainda

a existéncia de elevado potencial de transmissdo na comunidade.

2002 2006 2011

Braga Vila Real Braganca Brags Vita Resl Bragencs Braga \ila Real Bragance
‘ Porto Porta
Averra e Bvewro gy Avewro -
Guarda Guarda Guarda
mbee owmbra Coimbra
Castelo Brarco Castelo Branco Castelo Branco
Lena ena Lena
o5 Senkorés Santarém 0-03
Portalegre Portalegre Fortalegye 03- 10
Lisboa Lisbos 10- 20
20-50
- 50- 50
Evers Evora Evorn
= T Setiba
Beje Bejz Beys

Fig. 5 - Taxa de Incidéncia de casos novos de TB notificados por 100 mil pessoas: distribui¢do geogréafica e evolucao desde ha
10 anos (2002 & esquerda, 2006 ao centro e 2011 a direita). Distritos com alta incidéncia a encarnado, incidéncia intermédia a

laranja e distritos com baixa incidéncia a verde ®.
H& 10 anos havia dois distritos com alta incidéncia e apenas 3 com baixa
incidéncia. Em 2011, ndo havia distritos com alta incidéncia e havia 13 distritos com

baixa ou muito baixa incidéncia de TB (Fig.4).

A emergéncia de casos de TB multirresistente (MDR-TB) em Portugal, apresenta

uma incidéncia que esta abaixo da mediana dos paises da Europa Ocidental (1,5% dos
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casos de TB notificados e testados em 2009), mas tem particular expresséo na regiéo de
Lisboa e Vale do Tejo °.

Entre os casos de MDR-TB, tem sido muito elevada a propor¢cdo de casos
extensivamente resistentes (XDR-TB), ou seja, a forma mais grave. Este facto teve um
efeito cumulativo na prevaléncia de casos em tratamento por muitos anos, perpetuando-
se as fontes de infec¢do. O caracter endémico, que assim adquiriu, motivou a declaracéo
de area de alta prioridade no plano de acdo e a criagdo do Centro de Referéncia
Nacional para a MDR-TB, levando consequentemente, a implementacdo de um novo
paradigma na abordagem do problema. Atualmente estd operacional uma rede de
referéncia ao nivel das regibes, verificando-se ja que a prevaléncia esta a diminuir e a
cura esta a aumentar significativamente. Contudo, ainda ndo € claro se a incidéncia de
novos casos esta a melhorar, sendo que ha um predominio de casos sem tratamentos

anteriores °.

ETIOLOGIA

As micobactérias ttm uma complexa parede celular rica em lipidos (Fig. 6). Esta
parede celular é responsavel por muitas das propriedades caracteristicas da bactéria (p.
ex.. acido-resisténcia, crescimento lento, resisténcia a detergentes, resisténcia aos
antibiodticos e antibacterianos comuns, antigenicidade, aglutinacdo). A estrutura basica
da parede celular é tipica da parede das bactérias Gram positivas: uma membrana
plasmatica interna recoberta por uma camada espessa de peptidoglicano e auséncia de
membrana externa. No entanto, a estrutura da parede celular nas micobactérias € muito
mais complexa do que em outras bactérias Gram positivas °. Embora classificadas
como Gram-positivas, as micobactérias ndo sao coradas pela coloracdo de Gram, mas

pelos métodos de Ziehl-Neelsen e de Kinyoun °.
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M. tuberculosis é uma bactéria patogénica aerdbia obrigatoria, de crescimento
lento, imdvel, ndo formador de esporos, de aproximadamente 0.4 pm de largura e 3-4
um de comprimento. Uma vez corados, os bacilos ndo podem ser descorados com
solucdes acidas; por isso é chamada de bactéria acido-resistente. Pelo facto de a parede
celular das micobactérias ser complexa e este grupo de microrganismos ser fastidioso,
muitas micobactérias crescem lentamente dividindo-se a cada 12-24 horas e requerendo
um periodo de 8 semanas para que 0 crescimento seja detetado em culturas de

laboratério 101112,

Junto a parede celular estdo proteinas, manosidios de fosfatidilinositol e
(LAM). O LAM &

lipopolissacaridios antigénicos O, presentes em outras bactérias que tem um papel

lipoarabinomanana funcionalmente  relacionado  aos
crucial para a sobrevivéncia da micobactéria dentro dos macréfagos do hospedeiro.® A
camada de peptidoglicano forma a base sobre a qual estad ancorada o arabinogalactano,
um polissacarideo ramificado que consiste em D-arabinose e D-galactose. O residuo
terminal de D-arabinose é esterificado a acidos micolicos hidrofébicos de alto peso
molecular, ligados a moléculas glicolipidicas de superficie, que Ihe confere uma elevada

resisténcia aos antibidticos, devido a baixa permeabilidade desta estrutura. Os
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componentes lipidicos compreendem 60% do peso da parede celular.”® Proteinas de
transporte e porinas estdo intercaladas por todas as camadas da parede celular e
constituem 15% do peso da parede. As proteinas sdo antigéenios biologicamente
importantes, pois estimulam a resposta imunolégica do paciente a infecdo. Preparacfes
extraidas e parcialmente purificadas destes derivados proteicos (derivados de proteina
purificada ou PPDs) sdo utilizadas como reagentes de testes de pele para medir
exposicdo a M. tuberculosis. Preparacdes semelhantes de outras micobactérias sdo

usadas como reagentes de testes de pele espécie-especificos *°.

TRANSMISSAO

M. tuberculosis € transmitida de um paciente com tuberculose pulmonar infeciosa
através de goticulas, aerossol por tosse, espirro ou até mesmo ao falar. As pequenas
goticulas secam rapidamente, mas as menores (inferiores a 10um de didmetro) podem
permanecer suspensas na atmosfera durante vérias horas. Quando os nucleos de
goticulas inalados atingem o0s espacos aéreos terminais do pulmao, os bacilos,
transportadas com as gotas, comegam a crescer durante 2 -12 semanas antes de qualquer
resposta imune do hospedeiro. Os fatores de risco para a transmissdo incluem a
proximidade de contacto, o tempo de contacto, o grau de infecciosidade do processo e
para 0 ambiente partilnado de contacto. E preciso notar que os pacientes que tém
baciloscopia negativa e cultura positiva s&o menos infeciosos que 0s pacientes com

cultura negativa >,

Esta doenca geralmente afeta os pulmdes, apesar de outros Orgdos estarem
envolvidos em um terco dos casos. Se ndo for tratada, a doenca pode ser fatal dentro de
5 anos em 50-65% dos casos. A transmissdo geralmente ocorre através da disseminagao
de goticulas no ar produzido por pacientes com tuberculose pulmonar bacilifera *°. A
propagagdo da doenca ocorre apenas na forma pulmonar, as extrapulmonares ndo séo

transmissiveis *°.
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Fig. 7 - Fases da infecéo pelo M. tuberculosis .

PATOGENESE

Nucleos de goticulas no ar contendo bacilos podem alcancar os espacos aéreos
terminais onde a multiplicacdo comeca. O foco inicial é geralmente subpleural e na zona
média do pulméo (as partes inferiores dos lobos superiores e as partes superiores e
médias dos lobos inferiores), onde um maior fluxo de ar favorece a deposicdo de
bacilos. O foco pulmonar inicial € normalmente Unico, apesar de varios focos estarem

presentes em cerca de um quarto dos casos.

As bactérias sdo ingeridas pelos macrofagos alveolares, que podem ser capazes de
eliminar um pequeno namero de bacilos. No entanto, a multiplicacdo bacteriana tende a
ser facilitada, destruindo o macrofago. Linfécitos transmitidos pelo sangue e monécitos
séo atraidos para este foco. Os mondcitos diferenciam-se em macréfagos, que ingerem
os bacilos libertados a partir de células degeneradas, e a pneumonia desenvolve-se
lentamente. Macréfagos infetados sdo transportados por vasos linfaticos para os ndédulos
linfaticos regionais (hilares, mediastinicos, e, por vezes, supraclaviculares ou
retroperitoneais), mas num hospedeiro ndo imune podem espalhar-se por todo o corpo

por via hematoldgica. Durante esta oculta disseminacdo linfo-hematoldgica, alguns
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tecidos favorecem a retencdo e multiplicacdo bacilar. Estes incluem os nodulos
linfaticos, os rins, epifises dos 0ssos longos, areas adjacentes ao espaco subaracnoide e,
0 mais importante, 0s dominios apicais posteriores dos pulmdes. Antes do
desenvolvimento da hipersensibilidade (reatividade a tuberculina), é inibido o
crescimento microbiano, tanto no foco inicial como em focos metastaticos,
proporcionando um ninho para a doenga progressiva subsequente nos apices do pulméo

e em sitios extrapulmonares, imediatamente ou ap6s um periodo de laténcia variavel 2,

Os fagocitos tém duas formas de lidar com a fusdo das micobactérias. Uma delas
¢ através dos fagossomas que, contendo as micobactérias e lisossomas, criam
fagolisossomas. A via de sinalizagdo de Ca”* e o recrutamento de ATPase
transportadoras de protdes vacuolares, levam a uma diminuicdo do pH do
fagolisossoma, que por sua vez permite que as hidrolases acidas funcionem de forma
eficiente exercendo o efeito microbicida. A outra forma de os fagdcitos interagirem com
as micobactérias é através de ubiquitinacdo da parede celular da micobactéria e dos
componentes da membrana, o que por sua vez leva a um aumento da suscetibilidade

para o 0xido nitrico produzido pelos fagocitos. Este processo leva a apoptose fagocitaria
10,19

Esta forma de defesa, no entanto, mostra-se ineficiente com os bacilos, pois estes
tém a capacidade de sobreviver dentro de macréfagos ao modular o comportamento do
seu fagossoma, impedindo a sua fusdo com acido 3. As proteinas ESAT-6 associam-se
com lipossomas contendo dimiristoilfosfatidilcolina e colesterol, provocando a
desestabilizacdo e a lise de lipossomas. Também podem infiltrar-se na membrana do
fagossoma provocando a sua lise e assim permitir que as micobactérias escapem .
Nesta etapa inicial de interacdo, ou os macrofagos conseguem conter a reproducao
bacilar através da fixacdo da producdo de citocinas e enzimas proteoliticas ou, 0s
bacilos conseguem sobreviver e multiplicar-se, conduzindo a lise dos macro6fagos.
Atraveés de quimiotaxia, os mondcitos chegam ao local de infecdo para ingerir os bacilos
apos a lise dos macrdfagos. Através da lise ou apoptose, os antigénios de micobactérias
sdo expostos e apresentados a linfocitos T, que irdo orquestrar a resposta imunitaria. Na
sequéncia destes acontecimentos, o sistema imunitario do hospedeiro ativa mais dois
mecanismos para combater as bactérias invasoras: uma resposta do tecido prejudicial e

uma resposta de ativacdo de macrofagos. A resposta do tecido prejudicial é uma reacdo
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de hipersensibilidade do tipo retardado aos antigénios bacilares que conduzem a
destruicdo de macrofagos "infetados". A ativacdo de macrdfagos é focada na ativacao
de macrofagos especificos para ingerir e destruir as bactérias. Macréfagos locais sdo
ativados quando os macrofagos ndo especificos apresentam antigenos bacilares aos
linfocitos T, estimulando-os a libertar linfocinas. Dependendo de que um dos dois
mecanismos € predominante, a forma posterior da tuberculose é determinada. Se
predominar a ativacdo de macrdéfagos, um grande nimero de macréfagos ativados
chegam ao local de infecdo e comecam a formar-se lesdes granulomatosas. Durante esta
fase inicial, e sob o efeito de um fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), o
granuloma torna-se altamente vascularizado, proporcionando o caminho para 0S
linfocitos e os macréfagos chegarem ao local *°. Uma vez no local, os macréfagos irdo
diferenciar-se em células gigantes multinucleadas, células epitelidides e macrofagos
espumosos *°. Estas células irdo, por sua vez, formar a parede exterior do granuloma. Os
linfocitos afastam-se do centro e agregam-se fora desta camada fibrosa. A resposta do
tecido nocivo, por outro lado leva a destruicdo dos macréfagos que ndo conseguem
conter os bacilos e, por sua vez cria uma area de necrose no centro do tubérculo com
macréfagos mortos. Devido a baixa de oxigénio, presenca de o0xido nitrico, deficiéncia
de nutrientes e pH muito &cido, a micobactéria ndo pode continuar a multiplicar-se no
interior dos centros de tubérculos, mas pode sobreviver e permanecer dormente 2°. A
regido central necrosada assemelha-se a textura de um queijo. O que Ihe concedeu o
nome de necrose cavitaria. Neste ponto, alguns dos tubérculos calcificam e curam
enquanto outros evoluem. Dois tipos distintos por granulomas foram identificados. Os
granulomas cavitarios classicos sdo compostos de macréfagos, neutréfilos, epiteliais e
outras células do sistema imunoldgico rodeados por fibroblastos. O segundo tipo de
granulomas (lesbes fibréticas) é composto principalmente por fibroblastos e contém
poucos macrofagos. E preciso notar que mesmo os cicatrizados (tuberculose fibrética)
podem conter micobactérias num estado dormente. Tem sido sugerido que 0 centro
cavitario do granuloma néo € o local onde a resposta imune do hospedeiro € organizada
e mantida, mas sim o local onde os macréfagos podem apresentar 0s seus antigénios. Se
a resposta do tecido prejudicial predomina, devido a uma semana de resposta dos
macrofagos, a lesdo inicial ndo pode ser controlada e continua a crescer as custas dos

tecidos circundantes. Paredes brdnquicas e vasos sanguineos sdo destruidos neste
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processo (dai que hemoptise seja um sintoma da tuberculose galopante) e cavidades sdo

gradualmente formadas *3*°,

Fig. 8 - Os primeiros eventos ap6s a infeccdo com o

) o,'“ Mycobacterium tuberculosis (Mtb) parecem relativamente
0 : r —> (XY W) consistente. A infeccdo é iniciada apés a inalagdo de bacilos
viaveis encontrados na atmosfera lancados por individuos com

infeccdo ativa. Estes bacilos podem persistir no ambiente

l durante varias horas e, porque a dose infecciosa é na gama de 1-

10 bacilos, isso faz com que a transmissdo de um processo

9 A g .o -, extremamente eficiente. Uma vez no pulmio os bacilos sdo
Q N fagocitados pelos macréfagos alveolares. Internalizagdo dos
L 00) y bacilos desencadeia uma resposta pro-inflamatéria que induz os
o ‘\ L < 9 macréfagos para invadir o epitélio subjacente. Esta resposta
‘ também leva ao recrutamento de células mononucleares a partir

de vasos sanguineos adjacentes. Estes mondcitos formam a

I matriz celular do granuloma no inicio, que é a principal
caracteristica da doenca. Na sua fase inicial, o granuloma tem
um nucleo de macrdéfagos infetados delimitados por macréfagos
espumosos e outros fagécitos mononucleados, rodeada por
=\ WA ) /) e 4 3 linfécitos. Esta resposta do tecido contém a infecgéo e significa o
fim do periodo de replicacdo réapida para Mtb. Como o
granuloma amadurece desenvolve uma agrande capsula fibrosa
que envolve o nacleo do macréfago e exclui a maioria dos linfécitos a partir do centro da estrutura. Concomitante com esta
transicdo had uma acentuada redugdo no ndmero de vasos sanguineos que penetram o granuloma. Nesta fase, hd um

aumento notavel no nimero de macréfagos espumosos dentro da capsula fibrosa .

Imunidade mediada por células, mais especificamente, os macréfagos e 0s
linfécitos T CD 4+, desempenha um papel muito importante. Os macrofagos infetados
produzem uma variedade de citocinas: a interleucina 1 (IL1), que conduz ao
aparecimento de febre; a interleucina 6 (IL6), que leva a hiperglobulinemia; e o fator de
necrose tumoral a (TNF-a), que contribui para a morte das micobactérias, para a
formacdo de granulomas caseosos, para a febre e perda de peso. Linfocitos T ativados
tipo helper 1 participar na destruicdo de células infetadas através de um processo de
MHC de classe Il restrito. Também produzem interferdo y (IFN-y) e interleucina 2 (IL2)
e promovem a imunidade mediada por células. Uma vez que o crescimento bacilar é
estabilizado, a presenca de células T CD 8+ ganha importancia, tanto para a producéo
de IFN-y como para o aumento da atividade citotoxica. Este € um periodo de impasse
em que a carga bacilar permanece relativamente constante e que a infecdo esta no estado
de laténcia®’. Mais recentemente, foi demonstrado que a IL-1-B, um subtipo de

interleucina-1, que desempenha um papel importante como mediador na resposta imune
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do hospedeiro, € induzida quando ESAT-6 € segregada a partir do bacilo. IL1-p é
ativado através do inflamassoma, um complexo proteico ativado de caspase (Fig. 9). As
caspases sdo proteases de cisteina-aspartato que desempenham um papel na resposta a
inflamacdo e apoptose. Micobactérias tém desenvolvido a capacidade de parar a
formacdo do inflamassoma, segregando uma metaloprotease Zn**. A micobactéria
secreta enzimas (Rv3654c e Rv3655c) dentro do citoplasma de macrofagos com
capacidade para clivar a caspase. Deste modo, os bacilos previnem a apoptose de
macréfagos, impedindo a formacdo da inflamassoma™. Demonstrou-se que é mais
vantajoso para o crescimento bacteriano que os macrofagos sejam dirigidos para a lise

em oposicdo & apoptose ¥,
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Fig. 9 - Esquema da resposta provocada pelo M. tuberculosis (primario, latente e ativo)

As micobactérias sdo completamente erradicadas apenas em cerca de 10 % dos
casos, enquanto nos restantes, os bacilos sobrevivem nos proximos anos. Este estado
tem sido chamado de infeccdo tuberculosa latente. Quando a resposta imunitaria do
hospedeiro diminui, existe um risco de a micobactéria se reativar e levar a uma infecgao

de tuberculose ativa. A maioria dos novos casos de tuberculose em paises com baixa
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incidéncia resulta da reativacio de infecbes de tuberculose latente. E interessante notar
que a expressdo de antigenos de dorméncia DosR regulados continua, mesmo nesta fase
latente da infecdo, proporcionando um alvo novo e promissor para as vacinas que
ajudam infecbes TB latentes de batalha no futuro . Também é provavel que o M.
tuberculosis, durante a fase latente de infecdo pode formar estruturas semelhantes a
esporos, tipicamente observados em outras micobactérias, em resposta a fase
estacionaria prolongada ou fome de nutrientes, para a sua sobrevivéncia®. Isto é
conseguido principalmente através dos efeitos de uma familia de cinco proteinas,
apelidado de fatores que promovem reanimacdo (rPFS), que tém o efeito de uma
transglicosilase litica. Estas moléculas foram encontradas para serem capazes de
provocar a degradacdo dos componentes da parede celular de micobactérias. Ndo se
sabe exatamente como esta atividade esta relacionada com o processo de recuperacéo,
no entanto teorizou-se que o resultado final desta atividade enzimatica leva a mudancas
na parede celular da micobactéria, superando as restricbes ambientais levando a sua
multiplicacdo. Outra teoria indica que as altera¢Ges introduzidas na parede bacteriana
levam a producdo e secrecdo de peptidoglicanos com a capacidade de modular o

ambiente e a resposta imunitéaria do hospedeiro *°.

Apobs a exposicdo a bactéria, o paciente tem uma probabilidade de 5-10% de
desenvolver tuberculose ativa. Os factores de risco que determinam esta progressdo
incluem a idade, a susceptibilidade inata do individuo a doenca e o nivel de funcao de
imunidade mediada por células. Varias doencas predispdem o paciente a desenvolver
tuberculose ativa, entre elas a coinfeccdo VIH. Pacientes com diabetes tém 2-5 vezes
maior risco para desenvolver a doenca ativa, enquanto que o risco relativo de pacientes

com insuficiéncia renal cronica sobe para 10-25 vezes mais .

DIAGNOSTICO

O diagndstico rapido e preciso da TB e o inicio precoce do tratamento sdo factores
de grande importancia para reduzir a morbilidade, mortalidade e minimizar o risco de

contégio .

Segundo a OMS, estima-se que 2 bilides de pessoas alberguem a infecéo latente

do M. tuberculosis sem quaisquer manifestacoes clinicas 26,
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Clinicamente, a tuberculose tem duas formas: uma forma ativa e uma forma
latente (que é assintomatica e ndo contagiosa). Se ndo for diagnosticado e tratado, um
paciente com tuberculose pulmonar ativa ira transmitir a infec¢do para 10-15 pessoas a

cada ano %',

O diagnostico tradicional da TB geralmente requer alta apresentacdo clinica,
materiais de laboratorio, e métodos para baciloscopia, radiografia de térax e teste da
tuberculina. Amostras de tecido sdo normalmente necessarias para confirmar o0s
resultados preliminares em casos de TB extra pulmonar. Todos estes testes tém as suas

respetivas deficiéncias.

Na TB pulmonar verificam-
se, quase sempre, alteracbes na
radiografia ao térax (Fig. 10) que
pode apresentar os infiltrados com
cavitacdo caracteristicos, nos lobos
superiores e medios dos pulmdes
8 Contudo, em doentes idosos e
doentes com formas avangadas de
infecdo  pelo VIH  ocorrem
frequentemente as formas néo
cavitarias e podem ter infiltrados

nos lobos inferiores *°.

Fig. 10 - Radiografia ao térax mostrando infiltracdo superior-direita A suspeita de TB pode ser
num paciente com tuberculose ativa **. )
baseada na clinica e nas alteracdes

radiologicas, no entanto, o diagndstico definitivo requer o isolamento do agente
etiologico, efectuado em amostras respiratorias ou extra-respiratorias ou, no caso de
amostra respiratoria detecgdo de TAAN e baciloscopia positiva. No entanto, o exame
gold-standard para o diagndéstico de TB continua a ser o isolamento do agente etiologico
numa cultura microbiolégica >?%". Apesar de 0 exame se manter como gold-standard
no diagndstico, € um processo muito demorado. No entanto, desempenha um importante
papel no diagnostico presuntivo da TB. Baseia-se nas caracteristicas da parede celular
das micobactérias, com elevado teor em lipidos, o que lhes confere resisténcia a

descoloracdo por alcool-acido. A técnica de Ziehl-Neelsen (ZN) (Fig. 11) € uma das
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mais utilizadas, apesar de ndo diferengar o tipo
de BAAR, nem permitir distinguir bacilos vivos
i de bacilos mortos. Mesmo nos casos

\{\ assintomaticos, ou com radiografia de tdrax

normal, um resultado cultural positivo define

: .
> ; N s
i»
-" "\
i i PN ¢
o l‘ e
I

& __um caso ativo, com necessidade de tratamento
25,28,27

s PN R S

Fig. 11 - Bacilo acido-resistente (M. tuberculosis)®.
Os testes de amplificacdo de &cidos nucleicos (TAAN) surgiram com o intuito de
fornecer ao clinico um resultado mais rapido e preciso. Os TAAN, dos quais 0 mais
vulgarmente usado é o PCR, sdo testes de deteccdo rapida, que permitem uma resposta

em 24 a 48 horas e sdo especificos para o M.Tuberculosis-complex 2.

Uma vez recuperados de uma infec¢do primaria de tuberculose, a infeccdo torna-
se latente, as amostras de cultura sdo negativas e as radiografias sdo geralmente
normais.?® Estes doentes também n&o possuem sinais ou sintomas de infeccéo, e ndo séo
infecciosos para 0s outros. O teste da tuberculina é o
método mais comum usado para triagem de tuberculose

latente 2728,

O teste da tuberculina € realizado por injecdo

intradérmica de derivado de proteina purificada (PPD) que

S epoct “1 o local da injecdo é examinado na area de endurecimento, e

contém cinco unidades de tuberculina. Apds 48 a 72 horas,

ndo na area de eritema. O teste da tuberculina € positivo
Fig. 12 - Medindo o endurecimento  CONSO@Nte o tamanho do endurecimento e o grupo de risco

e ndo o eritema . ao qual o doente pertence (Fig. 12).

O teste é limitado no diagnostico de TB ativa por causa da sua baixa
sensibilidade, especificidade e incapacidade de distinguir entre a infeccdo latente e
ativa. Falsos-negativos sdo comuns em pacientes imunossuprimidos. Falsos-positivos
podem ser causados por infecBes por micobactérias ndo tuberculosas e pela vacinagdo
BCG .

Mais testes foram desenvolvidos para detetar a infecdo latente da TB, o primeiro

teste foi QuantiFERON, baseado na estimulagdo dos linfocitos T com PPD e medicdo
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da producdo de IFN-y. Este teste foi melhorado posteriormente utilizando proteinas
ESAT-6 e CFP-10 como estimulantes dos antigénios. A versao mais recente do teste usa
ESAT-6 e CFP-10 e TB7.7 peptideos como antigenos. Este teste, tal como o teste da
tuberculina € incapaz de distinguir entre a infeccdo latente e ativa mas tem como

vantagem n&o reagir a vacina BCG "%,

As biopsias podem ter implicagdes diagnosticas, particularmente nas formas
extrapulmonares, dado que o valor diagnostico de amostra histolégica da serosa

envolvida é superior ao estudo citolégico do liquido associado .

MANIFESTACOES CLINICAS

Alguns pacientes com TB pulmonar ndo demonstram nenhum indicio da doenca,
outros apresentam sintomas aparentemente simples que sdo ignorados durante alguns
meses ou anos. Na maioria dos casos, 0s sinais e sintomas mais frequentes sdo tosse
seca e continua no inicio e, em seguida, presenca de secrecdo por mais de trés semanas,
a qual se transforma, na maioria das vezes, numa tosse produtiva purulenta ou
hemoptise; astenia; febre baixa, geralmente vespertina; sudorese noturna; inapeténcia;
palidez; emagrecimento acentuado; rouquiddo e prostracdo. Nos casos graves, 0S
pacientes podem apresentar dispneia; hemoptise macica; colapso do pulmao e empiema

pleural, se houver comprometimento dessa membrana %°.

TRATAMENTO

TRATAMENTO TB NAO RESISENTE

Quanto ao tratamento, os medicamentos considerados agentes de primeira linha
para o tratamento da tuberculose sdo: isoniazida (H), rifampicina (R), pirazinamida (Z)
e etambutol (E). Estes medicamentos sdo bem absorvidos ap6s administracdo por via
oral, com niveis de pico no soro de 2-4 horas e eliminacdo quase completa em 24 horas.
Estes agentes sdo recomendados em fungdo da sua atividade bactericida (capacidade
para reduzir rapidamente o numero de organismos viaveis tornando o0s pacientes nao
infeciosos), a sua atividade de esterilizagdo (capacidade para matar todos os bacilos,
esterilizando os tecidos afectados, prevenindo recidivas), e a sua baixa taxa de indugéo

de resisténcia aos farmacos °.

Péagina - 28 -




Influéncia da farmacogendémica na terapéutica da
tuberculose

Para o tratamento da tuberculose existem guidelines elaboradas pela OMS que
devem ser seguidas por profissionais de salde e pelos préprios doentes. Os novos casos
de tuberculose pulmonar, sem coinfecdo por VIH, devem receber a primeira fase do
tratamento diariamente, sempre que possivel. Apos esta fase de tratamento diario
intensivo deverdo realizar o tratamento de HRZE durante 2 meses, para evitar o
desenvolvimento de resisténcia & R e H, e depois 4 meses de HR (fase de manutencéo).
Estas duas fases de tratamento devem ser divididas em doses de trés vezes por semana,
sendo todas as doses monitorizadas e o doente ndo devera estar proximo de focos de

infecdo por TB. A R ira matar os bacilos dormentes residuais e a H destr6i os mutantes

Cell Wall Synthesis
Rifampin (1966)
Inhibits RNA
synthesis ’.

Isoniazid (1952

Inhibits cell wall
synthesis ’.

Acyl Lipids

DNA Coiling, Transcription,
and Translation

K
Ethambutol (1961)
Inhibits cell wall

g

Mycobacterium
tuberculosis
Pyrazinamide .
(1952)
Exact Target
Unclear
Disrupts Plasma
Membrane
Disrupts Energy
Metabolism 3
)

ATP Synthesis

Fig. 13 - Mecanismos de a¢&o dos antibidticos de primeira linha ¥'.
resistentes a R que iniciem a replicacéo (Fig. 13). A introducdo da R, o mais potente dos
farmacos contra a TB, revolucionou a terapia, permitindo reduzir a sua duracdo para 6

meses 2%,

A terapia com tuberculostaticos ira, provavelmente, envolver sempre um cocktail
de farmacos, devido & natureza singular da bactéria, pois é dificil desenhar uma
molécula Unica que possa, simultaneamente destruir as populacdes bacterianas que se
replicam ativamente, as semi-latentes e as latentes *°. Além disso, ap6s a fase inicial
intensiva da terapéutica, quando os sintomas diminuem, muitos pacientes interrompem

a medicacgdo, sobretudo pelo prego elevado e efeitos toxicos associados. As reagdes
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adversas mais frequentes sdo as reagdes de hipersensibilidade dérmica, toxicidade
hepética e complicacdes neuroldgicas %°. A R provoca uma condicéo semelhante a gripe,
designada por sindrome gripal. As reacdes de hipersensibilidade dérmica s&o
habitualmente, ligeiras, mas podem ocorrer formas mais graves e potencialmente fatais
(incluindo o sindrome de sindrome Stevens-Johnson), especialmente em portadores do
VIH ?°. Relativamente & toxicidade hepética, esta é induzida por todos os agentes de
primeira linha, principalmente pela H e é habitualmente ligeira, mas em casos raros,
pode ocorrer hepatite fatal. As complicacbes neuroldgicas estdo principalmente
associadas & H e podem ser evitadas pela toma de vitamina B6 (piridoxina) 2°. Além
disso, alguns agentes antituberculosos inibem ou aumentam os efeitos de outros
farmacos, o que tem sérias implicacBes clinicas, principalmente para doentes
coinfetados pelo VIH. A maioria das interacGes reportadas envolve a R e outras
rifampicinas, pois induzem os citocromos, enzimas envolvidas no metabolismo de

muitos farmacos, reduzindo os niveis destes agentes %,

Outros problemas prendem-se com erros na prescricdo, que podem levar a recaida
e disseminacdo da doenca e também contribuem para a emergéncia de estirpes

bacterianas resistentes *.

TRATAMENTO TB RESISTENTE (MDR-TB E XDR-TB)

A TB resistente a farmacos compreende duas categorias de resisténcia (Fig.14): a
MDR-TB e XDR-TB. A MDR-TB ¢ a resisténcia na qual o M. tuberculosis € resistente

aos dois melhores antibidticos de 12 linha, H e R, e como consequéncia o tratamento

leva mais de 2 anos. A XDR-TB é a resisténcia aos farmacos anteriormente

MDR-TB »

XDR-TB

Resisténcia a Isoniazida Resisténcia a Isoniazida e

e Rifampicina Rifampicina bem como a

fluoroquinolonas e um dos

farmacos injetaveis

Fig. 14 - Definigéo de resisténcia da TB. Adaptado de *
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mencionados bem como aos farmacos de 22 linha de tratamento (fluoroquinolonas e um

dos farmacos injetaveis: capreomicina, canamicina/amicacina) 3**°,

Os regimes recomendados para o tratamento de MDR-TB requerem, pelo menos,
20 meses de tratamento com farmacos de segunda linha que sd@o mais toxicos, pouco
tolerados e menos potentes, com taxas de cura entre 60-70% 2°>%3°_ E necessério, para
este tipo de tratamento, um elevado grau de cooperacdo do paciente, pois a taxa de
abandono prematuro da terapéutica € maior do que na TB ndo resistente. Este abandono
prematuro deve-se ao facto de que os medicamentos sdo0 menos potentes e mais toXicos.
A nivel econémico, os farmacos de segunda linha sdo mais caros, sendo que no passado

o tratamento em paises mais pobres era impossivel *.

A segunda linha de medicamentos anti-TB sdo membros do grupo
fluoroquinolona, agentes injetaveis, como aminoglicosideos (canamicina, amicacina),
4cido para-aminosalicilico (capreomicina), cicloserina, protionamida e tiacetazona.** As
fluoroquinolonas, aminoglicésideos e a capreomicina atuam na replicacdo do ADN e na
sintese proteica e sdo os farmacos de segunda linha mais eficazes. ** Os restantes
antibioticos tém atividade bacteriostatica (Fig. 15). O aumento do uso destes agentes deu
origem a estirpes XDR, definidas como micobactérias MDR que sdo também resistentes a

pelo menos uma fluoroquinolona e a um dos agentes injetaveis (AMK, KAN, CPM) *.
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Fig. 15 - Mecanismos de ag&o dos antibidticos de segunda linha®
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Nos casos de extrema resisténcia, que ndo permita o uso de cinco dos
medicamentos a escolher, entre os de primeira e segunda linha, podem ser selecionados,
a partir da lista ndo aprovada pela OMS, agentes de terceira linha (Fig. 16) como:
Claritromicina, Amoxicilina + Acido Clavulanico, Imipeném, Clofazimina, Linezolida,

Tioridazina *°.

Classificacao Nome mglkg Dose média [maxima] (mg)
Grupo 1 Isoniazida (H) 5 300 [300]
Oraisde 1%linha  Rifampicina (R) 10 600 [600]
Pirazinamida (£} 25 (20-30) 1500 [2000]
Etambutol (E) 20 (15-25) 1200 [2000]
Rifabutina (RIF) 5 300 [300]
Grupo 2 Estreptomicina (S) 15 1000 [1000]
Injectaveis Canamicina (km) 15-20 750 — 1000 [1000]
Amicacina (Am) 15-20 750 — 1000 [1000]
Capreomicina (Cm) 15-20 750 — 1000 [1000]
Grupo 3 Ofloxacina (Ofx) 75-15 600 — 1000
Fluoroguinolonas  Levofloxacina (Lfx) - 500 - 1000
Moxifloxacina (Mfx) - 400

Fig. 16 - Grupos de 12, 22 ¢ 32 linha de tratamento ™.

Recentemente descobriu-se a sensibilidade da TB, resistente e ndo resistente, a
vitamina C, que envolve a geracdo de radicais hidroxilo extremamente reativos atraves
da reacdo de Fenton, o que nos da conta de possiveis beneficios da adi¢do de vitamina C
no regime de tratamento, e sugere que o desenvolvimento de farmacos que geram stress
oxidativo pode ser de grande utilidade no tratamento da tuberculose, diminuindo a sua

duragéo *.

A estratégia Stop TB, que foi criada em parceria com a OMS, pretende, em 2015,
reduzir o peso global da tuberculose em 50% em comparagdo com os niveis de 1990,
reduzir a incidéncia da tuberculose de um caso por milhdo de populagdo por ano até
2050, ajudar a fortalecer os programas nacionais de tuberculose dos paises afetados,
melhorar condi¢Bes de diagnostico e reduzir os custos dos medicamentos de segunda
linha de tratamento, que sdo muito caros .

METABOLIZACAO DE COMPOSTOS ENDOGENOS E

XENOBIOTICOS

Na metabolizacdo de compostos xenobioticos, intervém trés tipos de enzimas:
enzimas de fase I, fase Il e transportadores ABC. Estes tém como fungdo diminuir a
funcionalidade e a polaridade do composto, facilitando a sua solubilizacdo em agua e
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posterior excre¢do. Os enzimas de fase | tém como fungéo introduzir um grupo no
composto xenobidtico ou enddgeno tornando-o mais polar (através de oxidases,
redutases e hidrolases) e, portanto, mais facilmente eliminavel. Os enzimas fase Il sdo
também conhecidos como enzimas de conjugacdo pois podem adicionar um grupo
funcional (grupo derivado de uma molécula endégena hidrossoltvel como a glutationa,
acido glucurdnico, etc.) ao composto endégeno ou xenobidtico, aumentando ainda mais
a sua polaridade. Por fim, as de fase Ill (ou transportadores ABC) sdo transportadores
de efluxo, onde ocorre a saida do xenobidtico metabolizado do hepatdcito para as vias
biliares ou corrente sanguinea. Alguns transportadores também reconhecem moléculas
enddgenas que sdo conjugadas com o xenobidtico, facilitando assim a sua eliminacéo.
Existem também enzimas de fase 0 (zero) que séo transportadores com afinidade para
compostos ndo metabolizados, mais hidrofdébicos, e sdo os responsaveis pela resisténcia

a farmacos.

Os citocromos P450 (CYP) sdo um importante sistema bioquimico de enzimas
envolvidos no metabolismo de compostos xenobiéticos e enddgenos 3%%°. Entre os
varios enzimas de fase | e fase Il da metabolizacdo de compostos, o0 CYP (de fase 1)
desempenha um “papel central”. Estima-se que cerca de dois tercos de todos o0s
medicamentos comercializados hoje em dia sejam metabolizados por estes enzimas. No
seu conjunto, as reacfes mediadas pelo P450 respondem por mais de 70% das

biotransformacfes oxidativas de compostos xenobidticos, que incluem os farmacos e

A poluentes ambientais (Fig. 17).** As
CYP1A1/2
E ~ . ~ .
sirases reacBes de oxidacdo envolvem enzimas
CYPIBI~ | /
\ | oters / Epoxide  associadas a  membranas, que sdo
CYP2AB \-\ \ | hydrolase
N/ expressas no reticulo endoplasmatico
CYP2BE —_ A\ ! r, - —DPYD

(RE) dos hepatécitos e, em menor grau,

nas células de outros tecidos. As enzimas

cvpzc1u—’>\ que catalisam essas reacdes de fase | séo
- | GYF':;.Ld.-'s tipicamente oxidases; essas enzimas sao,
CYP2ET na sua  maioria,  hemoproteinas

Fig. 17 - Percentagem estimada de medicamentos monoxigenases da classe dos citocromos

metabolizados pelos enzimas de fase | .

P450 4,
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Quando vérios medicamentos sdo metabolizados pela mesma isoenzima, podem
surgir interacdes clinicas importantes. Os substratos (substancias metabolizadas pelo
CYP) podem ser distinguidos dos inibidores (interferem com a decomposicdo de
substratos, e sdo eles proprios metabolizados lentamente). A quantidade dos enzimas
CYP hepético é um dos principais determinantes da capacidade metabolica. Um
aumento da concentragdo do enzima conduz geralmente a uma metabolizacéo acelerada.
Muitas substancias, tais como medicamentos, podem aumentar a expressdo destes
enzimas e, assim, atuar como indutores. Muitos destes indutores (Fig. 18) ativam fatores

de transcricdo especificos no nucleo dos hepatdcitos, conduzindo a ativagdo da sintese
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Fig. 18 - Indug&o ou inibigéo dos CYPs. *.

de ARNm e, consequentemente, ao aumento da producdo destas proteinas *>**,

Os enzimas de fase Il sdo enzimas de conjugacdo. Duas das reacdes, sulfatacédo e
glucuronidacdo, resultam na formacdo de metabolitos com maior hidrofilia. A
glucuronidacdo também aumenta significativamente o peso molecular do composto, o
que favorece a excrecdo biliar. Com a excecdo da glucuronidacgdo, que esta localizada
no lado luminal do ER, todas as reacdes de fase Il s&o realizadas no citosol. As taxas
cataliticas de reacGes de fase Il sdo significativamente mais rapidas do que as taxas de
CYP. Assim, se um farmaco é um alvo para a fase de oxidacdo através dos CYPs
seguido por uma reacdo de conjugacdo de fase Il, a taxa de eliminacdo dependera

geralmente de uma reacéo de fase | .

Embora muitos farmacos sejam lipofilicos o suficiente para atravessar
passivamente as membranas celulares, sabe-se, hoje em dia, que muitos farmacos
também precisam de ser transportados ativamente para o interior das células. Esse facto
possui consequéncias significativas para a biodisponibilidade oral, para 0 metabolismo

hepatico e para a depuracao renal. Esses processos sdo mediados por diversas moleculas
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importantes. A proteina de resisténcia a multiplos farmacos 1 (MDR1, multidrug
resistance protein 1) ou a P-glicoproteina, que é um membro da familia ABC de
transportadores de efluxo (Fig. 19), transporta ativamente compostos de volta aos
intestinos. Esse processo limita a biodisponibilidade oral de vérios farmacos
importantes; com frequéncia, o metabolismo dos farmacos na circulagdo porta (isto é,
efeito de primeira passagem) exige o transporte de compostos nos hepatdcitos atraves da
familia de proteinas do polipeptideo transportador de anifes organicos (OATP, organic
anion transporting polypeptide) e transportador de catides organicos (OCT, organic
cation transporter). Esses transportadores exibem importancia particular no
metabolismo de vérios inibidores da 3-hidroxi- 3-metilglutaril-coenzima A (HMG-
CoA) (estatinas), que séo utilizados no tratamento da hipercolesterolemia. A familia de
transportadores do transportador de anides organicos (OAT, organic anion transporter)
é responsavel pela excrecdo renal de numerosos farmacos aniénicos de importancia

clinica, como antibiodticos B-lactamicos e anti-inflamatérios ndo-esteroides (AINE)
43,45,46

Small intestine: Liver: Kidney: Brain capillaries:
absorption hepatobiliary tubular secretion barrier function
transport
\ }

Blood *

Fig. 19 - Fluxo transepitelial ou transendotelial de medicamentos requer transportadores distintos nas duas superficies das
barreiras epiteliais ou endoteliais. Aqui estdo representados, esquematicamente, para o transporte através do intestino
delgado (absorgéo), o rim e figado (eliminac&o), e os capilares do cérebro (barreira hematoencefalica) **.

Alguns indutores também aumentam a expressdao dos transportadores de P-
glicoproteina, e como resultado, 0 metabolismo aumentado pelo CYP e transporte de
membrana aumentada pela P-glicoproteina podem atuar em conjunto para processar um

farmaco ineficaz.

Pagina - 35 -



Influéncia da farmacogendémica na terapéutica da
tuberculose

FARMACOGENOMICA

Um farmaco produz diferentes respostas em diferentes pessoas. O perfil genético
é responsavel por muitas dessas variagdes. Estima-se que a genética explique, até 30%
dos casos, as diferencas individuais no metabolismo e resposta aos farmacos.
Entretanto, para certos farmacos ou classes destes, a genética tem uma importancia
muito maior, sendo responsavel por 95% da variabilidade da disposicdo e efeitos dos
farmacos.*” Mesmo com muitas causas de origem fisioldgica e ambiental, a absorcéo,
distribuicdo e metabolismo de um farmaco, podem ser determinados por fatores
genéticos. O estudo das variagcBes genéticas que afetam a resposta a um farmaco é

chamado de farmacogenética *%.

A variacdo genética humana apresenta-se mais frequentemente como
polimorfismos de base Unica (SNPs). Os SNPs estdo distribuidos de forma nédo aleatéria
ao longo do genoma humano e podem estar completamente ausentes em regides
altamente conservadas ou abundantes em regifes nas quais a diversidade genética é
biologicamente importante *°. A ocorréncia de SNPs pode estar relacionada com o
aparecimento de uma reacdo adversa, e o perfil de SNPs de um individuo pode ser

usado para calcular o seu risco de sofrer reacdo adversa a um farmaco.

Durante os ultimos anos de pesquisas em farmacogenética, ficamos a conhecer
que as variacBes genéticas entre os individuos e fatores ambientais influenciam a
eficacia de todos os medicamentos. Aprendemos também que a frequéncia de
polimorfismos em alelos, genétipos e hapldtipos em “farmacogenes” (genes de
relevancia farmacoldgica) podem variar significativamente entre populagdes
classificadas por raca ou continente de origem.>® Sabemos agora que enzimas de
metabolismo sdo afetadas ndo somente por SNPs, mas também por outros tipos de
variacdes, como duplicacdo e delecdo de genes, mutacdes em genes envolvidos na
regulagdo e variagbes no numero de copias. Definindo as frequéncias e distribuigdo
desses polimorfismos, além de observar a grande variagdo entre populagGes, poderemos
apontar tracos predominantes expressos em populagdes especificas. Muitas dessas
particularidades e diferencas entre os grupos ou populacGes devem ter importantes
implicagdes na medicina e saude publica. Num futuro proximo, devemos concentrar-

nos, ndo numa medicina “personalizada”, mas numa medicina cuidadosa com as
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diferengas definidas entre as populacbes e os modos éticos da utilizacdo de

conhecimento emergente da farmacogendmica para melhorar o tratamento e a sadde .

PRINCIPAIS ENZIMAS RESPONSAVEIS PELO METABOLISMO DOS

TUBERCULOSTATICOS

Os estudos atuais de predisposicdo genética para hepatotoxicidade causada por
medicamentos contra a TB concentraram-se em algumas enzimas metabolicas: N-
acetiltransferase 2 (NAT2), o citocromo P450 (CYP) 2E1, glutationa S-transferase
(GST) M1 e T1. No entanto, tem havido inconsisténcia consideravel entre estes estudos,

sendo necessarios estudos adicionais *.

Além das enzimas acima referidas, outras enzimas podem contribuir para o
desenvolvimento de hepatotoxicidade causada por medicamentos contra a TB, incluindo
0 CYP3A4, CYP2C9 e CYP2C19. O enzima CYP3A4 é a mais abundante isoforma
CYP hepética humana que catalisa 0 metabolismo de cerca de metade de agentes
terapéuticos. Foram entdo estudados polimorfismos destes enzimas e ndo houve

qualquer associacao significativa 2.

O CYP2E1 é uma enzima das enzimas do citocromo P450. E expressa no figado,
em maiores concentracdes na regido centrolobular. E um enzima conservada, muito
provavelmente devido as fungdes importantes que exerce endogenamente. A regulacao
enddgena € similar a das outras enzimas envolvidas na gluconeogénese: € reprimida

durante a dieta e aumentada em situagdes de jejum e diabetes.

Polimorfismos tém sido estudados em relagdo a alcoolismo, DPOC, diversos tipos
de cancro e hepatotoxicidade induzida por xenobioticos. O CYP2EL parece ser a Unica
proteina regulada, principalmente, a nivel pds-transcripcional por xenobidticos, como o
alcool e a isoniazida que aumentam significativamente o tempo de meia-vida do
CYP2EL, num processo em que parece estar envolvida a inibi¢do da via de degradagédo

proteassomal .

Os polimorfismos genéticos melhor estudados sdo o CYP2E1*5B e CYP2E1*6,
pois foi encontrada uma relagdo com o aumento da transcricdo e da atividade do
CYP2E1 com o polimorfismo CYP2E1*5B (c2), enquanto que o CYP2E1*6 ndo altera
estruturalmente em relacéo ao wild type (c1/c1) **.
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Os N-acetiltransferases (NAT) sdo enzimas de fase Il, responsaveis pelo
metabolismo de medicamentos e agentes ambientais, contendo uma amina aromética ou
grupo hidrazina. A adicdo do grupo acetilo, a partir do cofactor acetil-coenzima, leva a
um metabolito que é menos solGvel em agua, porque a amina ionizavel é neutralizada
por adicdo covalente de um grupo acetilo. Os NAT estdo entre 0s enzimas mais
polimdrficos. Existem dois genes NAT funcionais em humanos, NAT1 e NAT2. Mais
de 25 variantes alélicas de NAT1 e NAT2 foram caracterizadas. Padrdes de acetilagdo
lenta sdo atribuidos principalmente para polimorfismos NAT2. Na sequéncia da
introdugdo de isoniazida no tratamento de tuberculose, foram observadas toxicidades
em 5-15% dos pacientes, que sofreram os efeitos toxicos da excrecdo de grandes
quantidades de isoniazida inalterada, a par da excrecdo de baixas quantidades de
isoniazida acetilada. A farmacogenética levou a classificacdo de acetiladores "rapidos” e
"lentos", reconhecendo-se que o fendtipo "lento” é mais predisposto a toxicidade. A
analise molecular do gene NAT2 revelou polimorfismos que correspondem aos
fenotipos de acetilacdo "lento” e "rapido™ (Quadro 1). Polimorfismos no gene NAT2 e a
sua associacdo com a acetilacdo lenta da isoniazida foram constatados desde a primeira

ligacdo entre farmacogenética, fenétipo e um polimorfismo genético *3#>®,

Genotipo /Fenotipo

Acetiladores rapidos | NAT2*4/4 NAT2*12A/122

Acetiladores NAT2*6A/4, NAT2*4/5A, NAT2*4/5B NAT2*12A/5B,
intermediarios NAT2*4/14B, NAT2*7B/4, NAT2*6A/13A, NAT2*6A/12A,
NAT2*13A/5B, NAT2*13A/52

Acetiladores lentos NAT2*5B/5B, NAT2*6A/6A, NAT2*6A/5A, NAT2*6A/5B,
NAT2*7B/5A, NAT2*5C/5B, NAT2*6A/7B, NAT2*7B/5B,
NAT2*5C/5C, NAT2*5A/5B, NAT2*5A/14B, NAT2*6A/14B,
NAT2*7B/14B, NAT2*5B/14B

Quadro 1 - Alguns polimorfismos associados fenotipicamente

As glutationa S-transferases (GSTs) constituem outra classe de enzimas com
importantes funcbes na destoxificacdo de diversos carcinogéneos, compostos toxicos e

farmacos “°. Tém uma importante acdo protetora contra radicais livres atuando através
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da conjugacdo com 0s metabolitos reativos toxicos gerados pela biotransformacgéo de
farmacos e xenobioticos. Dessa forma, os enzimas GSTM1 e GSTTL, presentes na
metabolizacdo da isoniazida, parecem desempenhar um papel essencial na prevencéo da

hepatotoxicidade >°

. Esses genes estdo ausentes numa representativa parcela da
populacdo, resultando na perda total da atividade enzimatica. Individuos homozig6ticos
para a delecdo nos genes das GSTs possuem deficiéncia na atividade de destoxificagdo
das enzimas, estando mais propensos a desenvolver hepatotoxicidade. Porém,

individuos que possuem ao menos um alelo funcional apresentam atividade enzimatica
55,48

O GSTT1 foi altamente conservado durante a evolugéo e tem um importante papel
na biotransformacdo de fase Il de muitos farmacos e produtos quimicos industriais.
Muitas evidéncias sugerem que GSTT1 e GSTM1 humanos participam da inativacéo de
espécies reativas de oxigénio que estariam envolvidas nos processos celulares de

inflamag&o, envelhecimento e doencas degenerativas >

Os genes de ambas os transferases, GSTM1 e GSTT1, exibem um polimorfismo
de delecdo comum, o que no caso de homozigotia para a delecdo do alelo, leva a

completa auséncia de atividade enzimatica.

POLIMORFISMOS RELEVANTES NA TERAPIA DA TB NA

POPULACAO PORTUGUESA/CAUCASIANA

A atividade do CYP2E1 é modulada por polimorfismos em varios sitios do gene e
0 aumento da atividade deste enzima pode aumentar a sintese de hepatotoxinas e levar a

hepatotoxicidade °°.

Relativamente aos principais polimorfismos do CYP2EL, cl/cl, cl/c2 e c2/c2, as
suas prevaléncias na populacdo caucasiana europeia sd@o, respetivamente, de 94.9%
4.4% e 0.7% >,

Fendtipos de acetiladores rapidos e lentos diferem nas suas respetivas frequéncias
entre diferentes populacdes. A reacdo de PCR foi usada para detetar polimorfismos mais
importantes do NAT2 num grupo de 128 individuos portugueses. Os resultados
mostraram que acetiladores lentos representaram 64,1% do grupo de estudo, e as
frequéncias alélicas de NAT2 *4, *5A, 5B*, 5C*, 6A* e 7* foram 0,211, 0,031, 0,379,
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0,023, 0,328 e 0,027, respetivamente. Estes valores sdo semelhantes aos apresentados

noutros estudos em caucasianos °’.

Existe auséncia de atividade da GST devido a mutacdes homozigoticas nulas nos

loci GSTM1 e GSTT1 “°. As frequéncias genotipicas nulas de GSTM1 e de GSTT1 em

caucasianos foram de 51% e 22%, respetivamente ',

METABOLIZACAO E INTERACAO DOS PRINCIPAIS FARMACOS

TUBERCULOSTATICOS

A isoniazida (Fig. 20) e bacteriostatico para bacilos latente e

Q bactericida para microrganismos em divisdo. Esta é um pro-

farmaco que é convertido pelas catalases-peroxidase das

CONHNH,, micobactérias no metabolito ativo, produzindo radicais reativos de

Fig. 20 - Isoniazida oxigénio (superoxido e peroxido de hidrogénio) e radicais

organicos que inibem a biossintese de acidos micélicos da parede celular. Os acidos

micolicos sdo exclusivos das micobactérias. O alvo do derivado da isoniazida é enoil-

ACP redutase dos acidos gordos da sintetase Il, que converte &cidos gordos insaturados
em saturados na biossintese de acidos micdlicos.

Embora 0 seu exato mecanismo de acdo seja desconhecido *

, ha alguns
mecanismos propostos, entre eles o que propde que a H converte-se em isocotinato, que
funciona como antimetabolito do &cido isonicotinico. O isocotinato liga-se a0 NAD+ no
lugar do &cido nicotinico. O falso NAD+ néo é capaz de catalisar a reacdo de oxidacao

reducdo normal 244,

A resisténcia a isoniazida mais geralmente resulta de mutacfes no catalase-
peroxidase, que diminuem a sua atividade, prevenindo a conversdo da pro-droga
isoniazida no seu metabolito ativo. Mutagcdes em genes envolvidos na biossintese de
acidos micolicos também podem causar resisténcia. A monoterapia leva a resisténcia a
isoniazida. Essa resisténcia geralmente desenvolve-se depois de algumas semanas de

tratamento, mas pode variar *.

A isoniazida é rapidamente absorvida apds a administracdo oral ou parentérica.
Difunde-se facilmente em todos os fluidos corporais e células. O farmaco atinge
quantidades significativas nos fluidos pleurail e ascitico; concentracbes no fluido
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cefalorraquidiano com meninges inflamadas sdo semelhantes as do plasma. A isoniazida

penetra bem no material cavitario e persiste em concentracdes terapéuticas ***°.

A isoniazida é excretada, uma pequena parte nas fezes e outra, por via renal (70-
96%), gerando, na sua maior parte, metabolitos inativos; 7% da isoniazida excretada na
urina pode aparecer de forma livre nos pacientes com acetilagcdo rapida, e 37% dessa
pode aparecer de forma conjugada nos pacientes com acetilacdo lenta. A meia-vida fica
em torno de 1 h nos pacientes com fendtipo de acetilacdo rapida (variacdo: 0,5-1,6 h) e
de 2-5 h naqueles com fendtipo de acetilacdo lenta, elevando-se ainda mais na presenca

de hepatopatias e de insuficiéncia renal ***,

E importante ressaltar que o metabolismo da isoniazida é fundamentalmente
dependente das reacOes de acetilacdo e hidrolise e que a populacdo humana pode ser
dividida em fenotipo acetilador rapido e lento, existindo diferencgas raciais marcantes na

distribuicéo desses fenétipos acetiladores *2.

Acetiladores lento e rapido de isoniazida diferem no polimorfismo da NAT2.
Devido a isoniazida ser relativamente ndo-toxica, pode ser administrada uma dose
suficiente a acetiladores rapidos para atingir o efeito terapéutico. Insuficiéncia hepatica
também aumenta as concentracbes de H e reducdo da dose € recomendada para
acetiladores lentos neste caso *. Varios estudos sugerem que NAT2 é um dos factores
genéticos responsaveis pela predisposicdo para hepatotoxicidade induzida pela H,
principalmente NAT2*5B/5B e NAT2*6A/62 **,

Os principais produtos de excre¢cdo em seres humanos resultam da acetilagao (acetilisoniazida). No figado, a isoniazida é
primeiramente metabolizada em acetilisoniazida via N-acetiltransferase (NAT), e depois é sujeita a hidroélise, originando

acetilhidrazina (Fig. 2Quadro 1 - Alguns polimorfismos associados fenotipicamente

1). A acetilhidrazina é entdo oxidada em intermediarios hepatotdxicos pelo
citocromo P450 2E1 (CYP2E1) . Outros estudos indicam que a propria hidrazina é ja

uma substancia hepatotdxica.

Acetiladores lentos excretam significativamente mais isoniazida, acetilhidrazina e
hidrazina em 24h do que acetiladores répidos, enquanto que a excrecdo de

acetilisoniazida e diacetilhidrazina € significativamente menor neste grupo.

A isoniazida é inibidora das familias CYP2C9, CYP2C19 e CYP2EL1 do sistema
citocromo P450 (CYP450), mas tem um efeito minimo na familia CYP3A, alterando, da

Péagina - 41 -




Influéncia da farmacogendémica na terapéutica da
tuberculose

mesma forma, os pardmetros cinéticos de farmacos metabolizados por esses sistemas

enzimaticos.

Os metabolitos da H formados pelo CYP2E1 podem resultar em stress oxidativo
por meio da producdo de toxicos ou radicais livres, conduzindo a hepatotoxicidade
induzida pela medicaco.®*

Hidrolise
Isoniazida - Hidrazina

NAT2 NAT2 Metabélitos
toxicos
Reativos
CYP2E1
Hidrolise
Acetilisoniazida Acetilhidrazi
- cetilhidrazina GST
NAT2

Detoxificacdo

Diacetilhidrazina

Fig. 21 - Metabolismo isoniazida e formagéo de intermediarios hepatotéxico
45

Outra classe de enzimas cuja participacdo na biotransformacéo da isoniazida que
tem vindo a ser estudada ¢ a glutationa S-transferase (GST), que realiza uma reacdo de
conjugacdo da glutationa (GSH) com compostos eletrofilicos, levando a formacdo de

produtos menos reativos e prontos para excrecdo pelo organismo (Fig. 21).

A auséncia de atividade GST, GSTM1 e GSTT1, também pode modelar
suscetibilidade & hepatite induzida por tuberculostaticos “°. Na populagdo espanhola, a
associacdo destes polimorfismos a hepatites induzidas pelos tuberculostaticos é bastante
elevada. Num outro estudo de busca de influéncia de fatores genéticos em danos
hepaticos induzidos por farmacos concluiu-se que individuos homozigéticos para as
delecbes em GSTM1 e GSTT1 tém maior risco de sofrer hepatopatias devido a

toxicidade gerada pela isoniazida ##°2,

A rifampicina (Fig. 22) é um farmaco bactericida que atua tanto no bacilo em

crescimento e metabolicamente ativo quanto na fase de laténcia, com metabolismo
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reduzido. Essa caracteristica e a sua associacdo com a pirazinamida permitem o

encurtamento no tratamento da tuberculose para seis meses >°.

A Dbiodisponibilidade apos

CH, CH::

administracdo oral é proxima de
100%, mantendo concentracoes
séricas terapeuticamente ativas
por até 12 a 16 horas, sendo o

estdmago o seu principal local de

absorc&o®*°. Foi encontrada uma
Fig. 22 - Rifampicina diminuicdo da biodisponibilidade
da R e do seu metabolito quando esta é administrada ao mesmo tempo que a H, o que
sugere instabilidade da R na presenca de H no meio acido estomacal. Sabe-se que a R
sofre hidrélise em meio acido e que esse processo é acelerado na presenca de H, tendo
como consequéncia uma menor biodisponibilidade do fa&rmaco, aumentando o risco de

desenvolvimento de resisténcia bacteriana durante o tratamento da tuberculose °.

A rifampicina inibe a transcricdo génica da micobactéria por blogueio do ARN
polimerase ADN dependente, o que impede a sintese de ARN mensageiro (ARNm) e de
proteina pelo bacilo, produzindo morte celular. A resisténcia a rifampicina ocorre

devido & mutacdo do gene rpoB, que codifica a cadeia beta do ARN polimerase .

Apbs absorcdo, a rifampicina € eliminada rapidamente na bilis, seguindo-se uma
circulacdo entero-hepatica. Durante este tempo, é progressivamente desacetilada por
CYPS hepaticas; ap6s 6 horas, a quase totalidade do farmaco na bilis ja circula sob a
forma desacetilada que retém a atividade antibacteriana. A reabsorcdo intestinal é
reduzida por desacetilacdo, facilitando assim a sua eliminagdo. O tempo médio de vida é
aumentado pela disfuncdo hepatica e pode ser diminuido em acetiladores lentos. A

rifampicina pode conferir uma cor laranja-vermelho aos fluidos corporais **%+°°.

A rifampicina sofre desacetilagdo hepéatica originando 0 metabolito
desacetilrifampicina, o qual retém praticamente toda a atividade antibacteriana; ha

também formacéo de formilrifampicina que é resultante da hidrélise da R *.

Este farmaco é um potente indutor das isoformas do citocromo P450, incluindo as

subfamilias CYP3A, CYP2C e CYP2E1, e de uma série de enzimas envolvidas na
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biotransformacdo de farmacos,® requerendo uma anamnese terapéutica rigorosa em

relacdo aos medicamentos em uso.

Verificou-se que a administracdo concomitante de R e H pode levar ao aumento
da toxicidade causada pela H devido a indugdo dessas isoformas do citocromo P450,
mais especificamente o CYP2EL, que estdo relacionadas com a conversdo da

acetilhidrazina, metabolito da H, em compostos reativos e hepatotéxicos °°®*,

A pirazinamida (Fig. 23) ¢ um derivado do &cido nicotinico, com estrutura
molecular similar a da isoniazida, mas sem resisténcia cruzada com a mesma. Foi

sintetizada em 1936 e é utilizada como tuberculostatico desde 1952 >,

N CONH., E um pro-farmaco que necessita de ser convertido por
©/ enzimas bacterianas (nicotinamidase/ pirazinamidase) na sua

N forma ativa, o acido pirazindico. O mecanismo de acdo da

Fig. 23- Pirazinamida  pirazinamida ainda €& pouco conhecido. Supde-se que a

pirazinamida penetre no bacilo de forma passiva, seja convertida em &cido pirazindico
pela pirazinamidase e atinja altas concentracdes no citoplasma bacteriano, em virtude de
um ineficiente sistema de efluxo. O acumular de &cido pirazindico diminui o pH
intracelular a niveis que causam a inativacdo de enzimas, como a sintase de &cidos
gordos I, fundamental para a sintese dos acidos gordos e, consequentemente, afeta a
biossintese do acido micdlico. A resisténcia a pirazinamida decorre de mutacdes no
gene pncA, que codifica a enzima nicotinamidase/pirazinamidase, impedindo a
conversdo da pirazinamida na forma ativa. Desenvolve resisténcia rapidamente quando

é usada sozinha %%,

E bem absorvida ap6s a administracdo oral e distribui-se amplamente por todo o
organismo. E bactericida e tem uma potente acdo esterilizante, principalmente em meio
acido no interior dos macrofagos e em areas de inflamacdo aguda. Na lesdo pulmonar
por tuberculose, os bacilos fagocitados pelos macrofagos apresentam o seu crescimento
inibido pelo ambiente &cido do interior dos fagolisossomas. O crescimento também se
encontra inibido nas zonas inflamatérias da parede cavitaria pelo pH &cido. Esses
bacilos, denominados persistentes e em fase de multiplicacdo esporadica, sdo 0s
responsaveis pela recaida bacteriologica da tuberculose. A pirazinamida € o

medicamento mais eficaz para eliminar essa populagéo. Essa atividade da pirazinamida,
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denominada esterilizante, permitiu a reducdo do esquema de tratamento HRZ para seis

meses 294,

O etambutol (Fig. 24) foi sintetizado em 1961 e é utilizado no tratamento da
tuberculose desde 1966. Atua sobre os bacilos intra e extracelulares, mormente os de

multiplicagdo rapida. A sua acdo é bacteriostatica.

CH.OH CH. O etambutol interfere na biossintese
[ & = . .
H—C—NH—CH,—CH,—HN—C—H de arabinogalactano, principal

¢ H (|:H OH polissacarideo da parede celular da

micobactéria. Atua inibindo a enzima
Fig. 24 - Etambutol arabinosil transferase codificada pelo
gene embB, que medeia a polimerizacdo de arabinose em arabinogalactano. A
resisténcia ao etambutol desenvolve-se de maneira lenta e provavelmente acontece por

mutacdo do gene embB.

A metabolizacdo é hepética, e 0 mecanismo principal é a oxidacdo num aldeido
intermediario, seguido de conversdo em &cido dicarboxilico. Grande parte (50-80%) é

excretada na urina (a maior parte de forma inalterada e 8-15% como metabolito) e 20%

nas fezes.

Antibacilar Efeitos adversos principais Efeitos adversos raros

H Meuropafia penférica Comvulsies
Kash cutaneo Psicose
Hepatite Arfralgia
Sonoléncia e letargia Anemia

R (Gastnntestinais (dor abdominal, nausea, vomitos) Osteomalacia
Hepatite Colite pseudomembranosa
Reacgdo cutinea generalizada Insuficiéncia renal aguda
Purpura frombocitopénica Anemia hemaolitica

z Arralgia Reacgdes cutineas
Hepatite Anemia sideroblasfica
Gastantestinais

E Mevrite retrobulbar Reacgdo cutdnea generalizada

Artralgia

Meuropatia periférica

Fig. 25 — Principais efeitos adversos dos farmacos da 1°a linha de tratamento. ™

Do esquema bésico proposto pela Direcdo Geral de Saude (rifampicina,
isoniazida, pirazinamida e etambutol) todos os farmacos sdo potencialmente

hepatotoxicos (Fig. 25). Estes sdo metabolizados pelo figado, apresentando interagdes
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entre si e com outros medicamentos, 0 que eventualmente possibilita 0 aumento do risco

de hepatotoxicidade.

Os fatores que predispdem a hepatotoxicidade incluem causas genéticas, idade
avancada, extensdo da doenca, género feminino, estado nutricional, doses excessivas da
medicagdo, associacdo com outros medicamentos hepatotéxicos, alcoolismo, hepatite
cronica tipos B e C e infecdo por VIH. Cerca de 5% dos pacientes com tuberculose em
uso do esquema HRZE apresentam aumento das enzimas hepaticas entre trés e cinco
vezes, assim como aumento de bilirrubinas, sem que apresentem manifestacdes clinicas;
essas alteragbes vdo diminuindo com o decorrer do tratamento. O risco médio de
ocorréncia de hepatite medicamentosa com tuberculostaticos, segundo a literatura
internacional, é de 1-10%, dependendo de fatores como a raca. As hepatites
medicamentosas, incluindo aquelas causadas por tuberculostaticos, podem ter como
origem mecanismos de hipersensibilidade por medicamentos que s&o intrinsecamente
hepatotoxicos ou por medicamentos com a capacidade de dar origem a um metabolito
toxico que o tecido hepatico pode ou ndo ter a capacidade de depurar. A maioria dos
casos de hepatotoxicidade induzida por medicamentos ocorre em até dois meses apos 0
inicio do tratamento, podendo ser considerada leve (enzimas hepéticas entre trés e cinco
vezes o valor normal), moderada (enzimas aumentadas em até dez vezes) ou grave

(enzimas aumentadas acima de dez vezes) .

A isoniazida associada a rifampicina, pode levar a uma hepatite medicamentosa
aguda e fulminante. Se apds a interrupcdo do tratamento houver reducdo dos niveis
séricos das enzimas hepéticas e resolucdo dos sintomas, indica-se a reintroducdo dos
farmacos do esquema basico um a um, com intervalos semanais. As diretrizes da CDC
recomendam o reinicio do esquema com a rifampicina, por ser o0 medicamento mais
potente e menos hepatotdxico (com ou sem o etambutol), seguido pela isoniazida e, por

Gltimo, a pirazinamida *°.

Num estudo concluiu-se que os individuos homozigdticos de genétipo CYP2E1
cl/cl podem estar em maior risco de hepatite induzida pela medicagéo anti-TB.
Monitorizacdo regular dos testes bioguimicos do figado pode ser considerada em
pacientes com o gendtipo CYP2E1 cl/cl (*1A/*1A) que sdo submetidos a tratamento
anti-TB.®® Num outro estudo, pela primeira vez, conseguiu-se demonstrar que o

CYP2E1 c1/cl confere um grande risco de hepatotoxicidade induzida pela H no cenéario
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de uma populacdo étnica heterogénea. Os resultados sugerem que a genotipagem do
CYP2EL poderd ter resultados mais importantes de risco de desenvolvimento de
hepatotoxicidade do que a NAT2, quando a populacdo é mais heterogénea. Mais estudos
s30 necessérios.®” E de voltar a salientar que na populacéo caucasiana, a presenca deste
fendtipo (CYP2EL cl/cl) é de 95%, o que requer mais estudos devido a elevada
probabilidade de desenvolvimento de complicacGes hepatotoxicas.

Num outro estudo, dos 270 individuos incluidos no estudo, 18 (6,7%)
desenvolveram hepatotoxicidade relacionada com H. Foi encontrada uma elevada
associacéo entre acetiladores lentos e hepatotoxicidade. O risco ajustado de desenvolver
hepatotoxicidade foi significativo em individuos portadores de dois alelos de acetilacdo
lenta. Em todos os marcadores analisados do CYP2E1 , os gendtipos homozigoticos
selvagens foram mais prevalentes em pacientes com hepatotoxicidade do que nos
controles. No entanto, a diferenca ndo foi estatisticamente significativa. A avaliagcdo
conjunta dos genes revelou um alto risco de desenvolvimento de hepatotoxicidade em
acetiladores lentos com CYP2EL (cl/cl). A triagem em larga escala para NAT2 e

gendtipos CYP2E1 pode ser (til para predizer o risco de efeitos adversos .

Num estudo relacionado com o CYP2E1, constatou-se que o campoferol inibiu a
atividade deste em cerca de 60-88%. O campoferol diminuia, ou até mesmo erradicava,
a hepatotoxicidade induzida pela H/R nos ratos. Os estudos farmacocinéticos com H/R
mostraram que o co-tratamento com campoferol inibiu a atividade CYP2E1, mas ndo
afetou a absorcéo de H e R nos ratinhos Além disso, o tratamento com campoferol ndo
afetou a eficacia destes tuberculostaticos. Assim, o campoferol tem um elevado
potencial para o desenvolvimento de uma formulacdo com H/R que ndo cause
hepatotoxicidade e, consequentemente,” melhore a ades&o & terapéutica em pacientes
com TB a tomar a medicagdo, diminuindo a probabilidade de haver aumento de

resisténcia.

Num outro estudo, os resultados sugeriram que devem ser tomados cuidados para
evitar o desenvolvimento de doenca hepatica induzida por H em pacientes que tém o
fenotipo de acetilacdo lenta, uma alta concentracdo de R e/ou com fenotipo GSTM1

nulo porque a hidrazina, possivelmente, acumula-se nestes pacientes *°.
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Um estudo recente estudou a hipdtese de polimorfismos no citocromo P450
contribuirem para a resisténcia ou aparecimento da TB. O P450 contribui para a inducgéo
de apoptose pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) por auto-oxidacao.
Em concluséo, os resultados corroboram a hipdtese de que os polimorfismos do gene
citocromo P450 poderem contribuir para a susceptibilidade genética humana ou
resisténcia a doenca TB. Variantes do CYP2C19 *3 e CYP3A5 *3 contribuem para a

protecdo relativamente & TB infantil na China .

Genotipagem interindividual da variabilidade do NAT2 € uma ferramenta
adicional para prever hepatite induzida por tuberculostéaticos e outros efeitos colaterais.
E uma realidade emergente e ajudara, nio sé na determinacio da dosagem mais
apropriada para cada paciente, mas, também na reducdo dos atendimentos ambulatérios
e internamentos necessérias “®’®. Na Universidade de Coimbra esté a ser desenvolvido
um estudo pioneiro, desde 2012, de estudo do gene NAT2 e das suas variantes, para
permitir a definicdo da dose adequada a cada doente, evitando o aparecimento de
complicacdes hepaticas, por vezes fatais. Considerando que Portugal tem a maior taxa
de incidéncia de tuberculose na Comunidade Europeia e que mais de metade da sua
populacdo tem um perfil genético propenso a acumulacao excessiva do medicamento, a
aplicacdo do método pode melhorar o sucesso terapéutico e minimizar as complicacdes
hepéaticas, e 0s custos muito elevados para o doente e para as instituicbes de
salde. Porém, a investigacdo pode ter beneficios adicionais dada a possibilidade de a
aplicar a outras patologias, uma vez que o perfil genético do individuo pode determinar

a eficacia e toxicidade de varios medicamentos.

Pode-se entdo dizer que o diagndstico correto dessas situacdes e o conhecimento
das particularidades farmacoldgicas dos medicamentos envolvidas permitem a adogédo
da conduta mais adequada em cada caso e para cada paciente. Um grande contributo
também serd o conhecimento do gendtipo dos principais enzimas metabolizadores
destes medicamentos, pois ird permitir uma terapéutica mais direcionada e com menos

reagOes adversas, podendo este conhecimento ser aplicado a outras doengas.
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CONCLUSAO

De acordo com os relatorios da OMS, a tuberculose é atualmente uma grave
ameaca a saude global, principalmente nos paises subdesenvolvidos, estimando-se que a
nivel mundial, cerca de 1.4 milhdes de pessoas tenham sucumbido a doenca no ano de
2010 e que 1/3 da populacdo esteja infetada pelo Mycobacterium tuberculosis latente.

As Ultimas estimativas sdo de que houve quase 9 milhGes de novos casos em 2011.

O tratamento convencional da tuberculose ndo resistente aos farmacos ¢ altamente
eficaz e consiste em 2 meses de terapia intensiva com HRZE, seguidos de um periodo
minimo de 4 meses, com HR. Contudo, por varios fatores como o longo periodo de
terapia, com frequéncia de administracdo diaria e doses elevadas que podem conduzir a
varios efeitos adversos e também pelo custo, a adesdo dos pacientes a este regime é
baixa. Consequentemente, a doenca podera tornar-se dificil de tratar no caso de haver
desenvolvimento de estirpes multirresistentes e extensivamente resistentes aos

farmacos.

Do esquema basico de tratamento, todos os farmacos sdo potencialmente
hepatotdxicos. Estes sdo metabolizados pelo figado, apresentando interacGes entre si e
com outros medicamentos, 0 que eventualmente possibilita 0 aumento do risco de

hepatotoxicidade.

A influéncia da farmacogenomica na terapéutica da tuberculose € um assunto em
expansdo e cada vez existem mais artigos a corroborar esta hipotese. A informacéo
atualmente disponivel sugere um papel central para os polimorfismos nos genes
CYP2E1, GSTM1 e GSTT1 na resposta ao tratamento.

A Universidade de Coimbra esta a desenvolver um estudo em que as variantes do
NAT2 sdo sujeitas a genotipagem para permitir a definicdo da dose adequada a cada
doente, evitando o aparecimento de complicagbes hepaticas, por vezes fatais.
Considerando que Portugal tem a maior taxa de incidéncia de tuberculose na
Comunidade Europeia e que mais de metade da sua populacdo tem um perfil genético
propenso a acumulacdo excessiva do medicamento, a aplicacdo do método pode
melhorar o sucesso terapéutico e minimizar as complicagGes hepaticas, de custos muito
elevados para o doente e para as instituicGes de saude. Este método é mais rapido e mais

barato do que os métodos tradicionais.
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A genotipagem pode ter beneficios adicionais dada a possibilidade de a aplicar a
outras patologias, uma vez que o perfil genético do individuo pode determinar a eficicia
e toxicidade de varios medicamentos, diminuindo ndo s6 as complicacGes e outros

efeitos colaterais, como também a reducao dos atendimentos e internacfes necessarias.
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Influéncia da farmacogendémica na terapéutica da
tuberculose
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