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Sumario

Apesar dos progressos alcancados em todo o Muntidpeaculose continua a
ser um problema de saude publica muito sensiveh €2 casos/100 mil habitantes
registados em 2010, Portugal ainda ndo conseguigiraa categoria de pais de baixa
incidéncia. Com o aparecimento de cada vez magsaistuberculose multirresistente,
os farmacos de primeira e segunda linha tém-seadeineficazes. Os novos desafios
para a travagem deste fenOmeno passam pela \dizade métodos mais rapidos e
sensiveis para um diagndéstico precoce e tambénppstpiisa de novas moléculas e de

novos locais alvo.
Abstract

Despite progress made around the world, TB remaingry sensitive public
health problem. With 22 cases/100 thousand inhatisiteecorded in 2010, Portugal still
failed to reach the country category of low incidenWith the increasing numbers of
multidrug-resistant tuberculosis cases, drugsrst ind second line have shown to be
ineffective. New challenges for stopping this pheeaon are the use of rapid and
sensitive methods for early diagnosis and alsadsearching new molecules and new

target sites.
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l. Introducao

A tuberculose é uma doenca contagiosa cujo agetitdHOggco € o

Mycobacterium tuberculos{®tb), também conhecido como bacilo de Koch

A Organizacdo Mundial da Saude estima que, por gurgem nove milhfes de
casos de tuberculose, e destes, somente sete sndbbeevivem. Apenas dez porcento
dos casos de infecdo peldtb surgem nos individuos infetados pelo VIH (Virus da
Imunodeficiéncia Humana) e destes, 80% dos casgersuno continente africano. A
epidemia da infecdo pelo VIH provocou um acréscoheocasos de tuberculose em
Africa atingindo um pico em 2004. A melhoria dasdigbes sociais e econémicas tem
um peso importante na luta contra a tuberculose.sBa vez as crises economicas
podem ter um efeito retroativo, provocando uma aidmgado das condi¢cdes (WHO,
2010). Nos ultimos anos, com a implementacdo detégtas que visam reduzir a
incidéncia de tuberculose, Portugal conseguiu redignificativamente os casos desta
infecdo, passando de 34,4 casos por 100°000 htdsitem 2003 para 22 casos por
1007000 habitantes em 2010, correspondendo a unéstémo anual médio de 6,4%

nos ultimos 10 anos (Antunes, 2011).

Para se proceder a um correto diagnéstico badigroal e, por sua vez,
implementar uma terapéutica adequada para o condldataberculose, é necessario
realizar testes de identificacdo b e de sensibilidade aos antibioticos. Além de
apresentarem alguma rapidez na detecao do backmcle os testes de identificacdo

também devem apresentar um custo relativamente.baix

O aparecimento de resisténcia aos farmacos antiulbeos, principalmente de
estirpes MDR-TB (tuberculose multiresistente) e XD (tuberculose extensivamente
resistente) tornou-se um enorme problema de saiildlec e um grande obstaculo no

controlo global da tuberculose.

Como oMtb é um bacilo de crescimento muito fastidioso, ododas de
diagnéstico tradicionais (realizacdo de culturaspdctéria tém sido ultrapassadas pelas

novas tecnologias, sendo estas mais rapidas epnegisas quanto ao resultado obtido.
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Estes novos métodos utilizados trazidos pela bialaogplecular consistem em
técnicas como o PCR (reacdo em cadeia de polimeemsenplificacdo isotérmica e a
LCR (reacdo em cadeia de ligase)(Goncaetesl, 2012). Estes métodos consistem na
amplificacdo do cddigo genético do bacilo de Kot®6110, 16SrARN ou 65KDa)
(Portugal et al, 2008) e também tém a capacidade de detetar asgumeaacoes
genéticas responsaveis pelo aparecimento de resagéaos antibiéticoggoB, katG
ou inhA), podendo assim adequar a melhor terapéutica dak racobter uma maior

eficacia no tratamento (Goncalwetsal, 2012).

Existem varios antibiéticos disponiveis para oatragnto da tuberculose, no
entanto, este arsenal terapéutico tem sido cada memos eficaz devido ao
aparecimento de estirpes resistentes a estes@ictisi nomeadamente, MDR-TB e
XDR-TB tornando-se urgente a pesquisa de novas cula® (Lamichhane, 2010,
Nathanet al, 2008, Prabowet al, 2012).

Com a realizacao deste trabalho, pretende-se ayglaflos conhecimentos da
problematica da tuberculose multirresistente, dessleu diagnostico (através de novas
técnicas de diagnostico), até a sua cura, passpeldoidentificacdo dos tipos de
resisténcia aos farmacos existentes, pela ideaéic de novas moléculas com eficacia
cientificamente comprovada e de novos locais abvoabase de estudo para futuras

moléculas.
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ll. Revisdo Bibliogréafica

1. Mycobacterium tuberculosis

A espécieMycobacterium tuberculosigertence ao géneidycobacteriume a familia
dasMycobacteriaceaesComo se pode verificar pela tabela 1, o génerodidgcterium
comtempla espécies patogénicas e nao patogénicksn Alo Mycobacterium
tuberculosis existem outras espécies patogénicas para o s&rio) nomeadamente, o
M. leprae agente causador da lepra. Em doentes imunocoreficdms, podem ocorrer
infeces por micobactérias oportunistas, tais cob avium M. simiag M. kansasiie

o M. haemophilum Nos animais, também podem surgir infecdes pralasgpor
micobactérias destacando-sélobovis agente causador da tuberculose bovinavke o
avium associado a infecdes respiratérias nas aves suimss (Rastogi et al., 2001).

Raramente
patogénicas

Potencialmente
patogénicas

Estritamente

patogénicas

M. tuberculosi M. avium(®) M. gordonar
M. bovis(?) M. intracelulares(?) M. terrae
M.africanum(®) M. scrofulaceum M. triviale
M. kansas M. nonchromogenicu
M. lepraes M. xenopi M. flavescens
M. marinum M. farcinogenes
M. ulceran: M. simiae M. microti (%)
M. haemophilum M. szulgai M. lepraemurium
M. paratuberculosi
M. asiaticum M. segmatis*
M. malmoense M. termoresistibilie*
M. shimoide M. fallax*
M. phlei*
M.fortuitum®* M. vacae’
M. chelonae* M. parafortuitum*
M. aurum*
M. chitae’
M. duvalii*
M. gilvum?
M. neoaurum*
M. gadiun’
M. senegalense*
M. komossense*
M. sphagni
M. agri*
M. aichiense

Tabela 1- Classificacdo das espécies micobacteriamasdendo a sua patogenicidade para o Homem Legénd
Micobactérias de crescimento rapido})-Micobactérias pertencentes ao complexo M. tudesis; @)-

Micobactérias pertencentes ao complexo M. aviumréifa e Sousa, 2000).

14
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O Mycobacterium tuberculosi&é uma bactéria aerobia, imovel, ndo capsulada e
nao formadora de esporos sendo consideradas pardsifracelulares (sendo os
macrofagos alveolares os principais hospedeiramndCse pode verificar na figura 1,
morfologicamente, &tb possui estrutura bacilar ou cocobacilar, rectdigriramente
encurvado, possuindo um tamanho de 0,2 auf6de largura e de 1 a 10n de

comprimento (Ferreira e Sousa, 2000).

AccV  Spot Magn Det WD Exp —————f
X Y ” ) jhc e’

Figura 1- Mycobacterium Tuberculosis visualizado ao microszdbetronicc
(http://textbookofbacteriology.net/tuberculosis.htm

A composicdo da parede celular ttib merece especial atencdo. A parede
celular desempenha um papel determinante na adapt@& micobactéria ao meio

intracelular, como por exemplo, promover a ades@staddentro dos macréfagos e

3 Lipograbinamannan
Free Wall Glyeollplds ~ Porin (LAM)
and P{oteinf. —

4 - Surfage
Lipeteichoic Proteine

assim adquirir os nutrientes essenciais, inibindopeopriedades microbicidas do
Adids @ Telchoic

1]
- ﬁ%@ﬁmnﬂu Il o

o)
L Ii Enﬂmn [ Membrane
e ﬁ% mrgeeentet el gl | g
- “ }F’erip\asmic Space
i nnrarnaneam TN TR AT I
LNHIIEU BHMUUHMHHHUHH.M JULLL HHHUJIH!IUUHU!IU'!IH UUUH
o [ -

MM“M I\culzl:nbrane
Gram positivo Mycobacterium Gram negattivo

Y

Figura 2- Comparacéo estrutural da parede celular entre asté@@s Gram positivo e negati
com a do Mycobacterium Tuberculosis (Parsons etlab7).
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hospedeiro. A complexa estrutura e composicdo dadpacelular (figura 2) sao
essenciais paraMtb, ndo sé para a sua propria sobrevivéncia a muelcelular e na
modulacdo da resposta imune do individuo infetamtnoctambém como instrumento
para a aquisicao de resisténcia aos farmacos. preemsao dos constituintes da parede
celular é de extrema importancia para o desenvelion de novos farmacos e/ou

potenciais estratégias para o controlo e tratandataberculose (Rastogi et al., 2001).

Um estudo sobre a interacdo entre micobactériam@dfiagos revela que as
micobactérias intracelulares se encontravam rodepdauma “estrutura capsular’ ou
"electron-transparent zone” de 70 nm a 100 nm (@#d), que impede a ligacdo fago-
lisossoma, permitindo a micobactéria crescer rerimt do macréfago(Frehel eRastogi,
1987). Este revestimento capsular é uma parte raniggy das espécies patogénicas

M.aviume Mtb, ndo se visualizando nas espécies ndo patogéviisagmatigRastogi
et al., 2001).

Figura 3- Microscopia eletrénica com citoquimica Acpase ddéprae fagocitados observado apos 4 horas de d@ofen
macrofagos da medula éssea. As setas evidenciagsittep ricos em eletrées volta dos bacilos D e |. Legenda
Bactéria intacta; D, bactériaanificada, L, lisossomas. ETZ, “electron-transpareane”. Barra, 0,2, um. (Rastogt al,
2001).

A persisténcia e viruléncia da micobactéria estb@ada a estrutura da parede
celular bem organizada, sendo esta rica em divdifEd#os, tornando a parede celular
altamente impermedavel aos antibioticos hidrofilidde entanto, torna-se também um
alvo atrativo para o desenvolvimento de vacinas eavos farmacos para o combate da
tuberculose (Jankutet al, 2012). A parede celular € composta por dois setage

interna e externa. O segmento interno, situado imBdente a seguir a membrana

16
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plasmatica (perpendicular a superficie da célua)onstituido por peptidoglicano
ligado covalentemente ao arabinogalactano (AGk,Exir sua vez, encontra-se ligado
aos &cidos micdlicos. Esta estrutura formada € rderamla de complexo micolil

OH o

CHSW

n S-AcpM ;
3R-hydroxyacyl|-ACP
o 0 Q

FAS-l  “Aow  FASHL oA o

+ 3-ketoacyl-ACP trans-2-enoyl-ACP

CHaw\)?\
n S -AcpM

acyl-ACP

TN
) Ns-con

acyl-CoA

0 o
o AN

malonyl-ACP

&

, malonyl-CoA ’

S-AcpM

AN

@
CH, D P OH

cHy” M “Scoon

Mycolic Acid

Figura 4- Biossintese de acidos micolicos (Cantaloebal, 2011).

arabinogalactano-peptidoglicano (mMAGP) (Brennar§32Q@ankute et al., 2012). Esta
estrutura tem a capacidade de ativar as células ddKsistema imunitario do
hospedeiro(Esiret al, 2013). Os acidos micélicos possuem um papel fmedéal na
arquitetura da parede celular Blitb. Além de se encontrarem em grande quantidade na
parede celular, os acidos micélicos sdo de natuiezica e protegem a micobactéria
da desidratacdo, de agentes quimicos (desinfefaatede agentes antibacterianos
(Vander Bekeret al, 2011). A biossintese dos acidos micdlicos (figtiraequer dois
tipos de acidos gordos distintos, necessitando di&s dipos de enzimas (e
consequentemente, de duas fases no processo detase), as enzimas eucarioticas
tipo |1 (FAS-I) e as enzimas procarioticas de cosdedo tipo Il (FAS-II). As enzimas
FAS-I sdo responsaveis pela biossintese de acil-@Aadeia média que serd usada
como iniciador pelas enzimas FAS-II (mtFabH-eetoacil-ACP sintase). Durante a

17
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segunda fase do ciclo de elongacédo, o produtotaese) op-cetoacil-ACP é reduzido
pela enzima NADPH dependenfecetoacil redutase. O produto desta reacdo €
desidratada por um conjunto de enzimas HadABC anfiente reduzida pela enzima

InhA (proteina transportadora enoil-acil redutd8lle et al, 2010).

Um estudo realizado por Ojha demonstra que osdsadéMtb tém capacidade
de libertar acidos micolicos da parede celular pamaar uma matriz (biofilme). Este
biofilme é permeével aos gases permitindo assimn@ada de oxigénio e a
sobrevivéncia da micobactéria no interior do magyof Outra caracteristica importante
consiste na funcédo de barreira deste biofilme abibidticos, impedindo o contacto
destes com a micobactéria. O processo de formagamfiime é, sem duvida, um local
atrativo para o desenvolvimento de novos farmgmodendo assim encurtar o tempo de
tratamento. Os acidos micélicos livres presentestenbiofime tém capacidade de
induzir resposta inflamatodria pulmonar e de atiwsarmacrofagos (Ojhat al, 2008)
(Vander Beken et al., 2011).

O segmento externo é composto por lipidos livredgens acidos gordos de
cadeia curta e longa. Inseridas no meio, encons&ias proteinas da parede celular, o
fosfatidilinositol manosideos (PIMs), lipidos camie ftiocerol, lipomanano (LM) e
lipoarabinomanano (LAM) (derivado do glicolipidosfatidil-mio-inositol). (Jankute et
al., 2012, Brennan, 2003) Este tem como principaicéio inibir a ligacdo fago-
lisossoma no interior do macrofago. Esta compostg@@arede celular € de extrema
importancia pois, aquando de um processo de liséaceom a utilizacdo de solventes,
os lipidos livres, as proteinas, o LAM e os PIMs d&solvidos nos solventes enquanto
o complexo formado pelo acido micélico, peptidogtio e arabinogalactano ndo sao

dissolvidos (Brennan, 2003).

A composicao da parede celular confere, tambémpagesisténcia a diversos
métodos de coloragcdo empregando Vvarios tipos dantas, como por exemplo, o
método de coloracdo de Gram ou de Giemsa. Quandda;aMtb torna-se resistente
a descoloracao por solucdes acido-alcodlicas, Eaisiica responsavel pela atribuicdo

da designacéo de bactérias alcool-acido-resistédtAsA.R.)(Ferreira eSousa, 2000).

Apesar de as micobactérias apresentarem varios tigolipidos na parede
celular, alguns sao caracteristicos de algumasciespétais como sulfolipidos,
exclusivamente presente Mib e que estdo envolvidos na sua patogenicidade jBren

18
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e Nikaido, 1995). Aléem disso, o gradiente de flaidia parede celular micobacteriana
possui uma orientacdo oposta a todas as bactéres-Begativas, sendo que a regido
mais externas é mais fluida do que o a internanfBe e Nikaido, 1995). As
micobactérias possuem proteinas da membrana guarfocanais seletivos cationicos
denominado canais porinas. Estes canais tém conetivobcontrolar ou retardar a
difusdo de pequenas moléculas hidrofilicas, camferiassim, baixa permeabilidade da
parede celular para solutos hidrofilicos (JarlieNiaido, 1994). Por principio,
moléculas lipofilicas possuem maior capacidade péta@essar qualquer membrana
biolégica. No entanto, fatores como a baixa fluidiez estrutura interna e desta se
encontrar num estado quase cristalino faz com gquaexde celular do Mtb se torne uma
excelente barreira para os farmacos lipofilicogfBan e Nikaido, 1995).

19
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2. Transmissao e Patogénese

O Homem é o principal reservatorio b, pelo que a sua transmisséo ocorre
principalmente por via aérea, através da inalagmetossois provenientes de um
individuo infetado. A maioria dos aerossois naosegue chegar aos alvéolos, ficando
presos no nariz ou no trato respiratério supesendo estes eliminados posteriormente.
Apenas o0s aerossois contaminados ptlo que chegam aos alvéolos pulmonares tém

capacidade de provocar infecédo (Ferreira e So0§8)2

A tuberculose pode ser dividida em tuberculose d@nignou primoinfecéo e
tuberculose secundéria. A primoinfecdo ocorre qoamsl individuos nunca tiveram
contacto com a micobactéria, consistindo assim,anprimeira exposicédo ao bacilo. A
tuberculose secundaria desenvolve-se a partir @enava infecéo (reinfecdo exdégena)

ou da reativacao dos bacilos latentes (reinfecddgama) (Bombardet al, 2001) .

Apés a inalacdo, a bactéria € ingerida atravésagecftose por macréfagos
alveolares e células dendriticas dos tecidos @idg)r sendo estes parte integrante do

sistema imunitario. No entanto, devido a protegdiaferida pela sua parede celular e

pc
Aerosols
containing ™

-\

" Monacyte
NK cell
Neutrophil
Lymphacyle

inflammatary
signals

Figura 5- Processo de infecéo (Russell, 2007).

pela capacidade de inibir a ligacdo fago-lisossomdjtb possui capacidades para
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sobreviver no interior dos macréfagos, servindesstle reservatério. Estes, quando
infetadas, libertam citoquinas pro-inflamatériase deva a recrutamento de mais células
dendriticas, mondécitos e neutréfilos a partir daremte sanguinea. As células
dendriticas infetadas sao ativadas e migram paraaolo linfatico local, onde ocorre a
ativacao das células T (Russell, 2007, de Cha=tedD09).

As citoquinas IL-12 e IL-18, libertadas pelas ca#ulinfetadas, induzem a
atividade da célula NK, e, por sua vez, libertarN-lfFresponsével pela ativacdo dos
macrofagos para produzir TNEFe substancias microbicidas. Através desta sirg@a
e acumulacdo das células de defesa, ocorre a faomde granuloma. Neste, os
macrofagos diferenciam-se em células epiteliais fundem-se originando células
gigantes. Desta forma, os bacilos ficam rodeadodinfdcitos, fibroblastos e proteinas
da matriz extracelular. Com a progredir da infegiorre a acumulacdo de macrofagos
necroticos no granuloma, originando necrose caseasaue em estados avancados da
tuberculose, gera cavidades no pulmdo. O rompimee&ias cavidades caseosas
provoca a libertagdo de bacilos no seu estado &tsponséveis pela transmisséo da
infecdo para outros individuos). Num estado latetdeinfecdo, os bacilos ficam
contidos no granuloma permanecendo num estadordedoia ficando por vezes neste
estado durante décadas caracteristica UnicMtthloe do Mycobacterium lepradde
Chastellier, 2009).

Como se pode verificar na figura 6, as caractedstido meio onde se encontra o

Mtb é essencial para a acdo de alguns farmacos amttbsos, nomeadamente a

Crescimento

geométrico 02 < pH ;

e Crescimento
— intermitente

Crescimento
5 02 © pH .
ento 02 e pH,

Figura 6- Influéncia das caracteristicas do meio no crescimeto Mt
(Cedido pelo Professor Jodo Carlos Sousa).
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acidez do meio e a presenca de oxigénidtD € especialmente sensivel aos acidos,
isto é, na presenca de um meio com pH &cido, ccioresto da micobactéria é
comprometido. Esta caracteristica permite, tambéwidencar a efichcia da
pirazinamida como farmaco antituberculoso, apreseltt o seu efeito quando este é

convertido no seu acido fraco, o acido pirazingimanget al, 2003).
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3. Dados epidemiologicos

A tuberculose continua a ser um problema de salolealg tratando-se da
segunda maior causa de morte por processo infedmgom a seguir ao VIH. A OMS
estima que, em 2011, houve cerca de nove milhbe®wdas casos de tuberculose no
mundo, 1,4 milhdes de mortes causadas pela tubsecid destes, 430°000 mortes

correspondem a individuos seropositivos (Antunes1p

~—1=10

1 11-20

. 21-50

. 51-100

. 101-150

- > 150

1 Not included or not reporting

——JAndorra
] Liechtenstein
] Luxembourg
] Malta
IMonaco
——1San Marino

Figura 7- Incidéncia de tuberculose na Europa (Tubercgl@&irveillance in Europe 2008).

Em 2010, foram diagnosticados 2559 casos de tubsewem Portugal. Este
valor permite verificar uma diminuigdo constantetabea de incidéncia de tuberculose
desde 2002, com um decréscimo meédio anual de 6GMpEsar destes valores serem
promissores, Portugal continua com a maior taxaadéncia de tuberculose da europa
ocidental, continuando acima da fasquia dos 20scpsp 100000 habitantes (figura 7),
limite que define os paises de baixa incidéncia. 2000, Portugal apresentava uma
incidéncia média de 22 casos por 100000 habitastsjo o Porto, o distrito com

maior taxa de incidéncia do pais: 33,9 casos podd® habitantes (Antunes, 2011).

O numero de casos de tuberculose resistente &teieptem vindo a aumentar,
atingindo todos os continentes. A OMS estima qugesua cada ano, cerca de meio

milhdo de novos casos de MDR-TB (Antunes, 2011).
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lll.  Diagndstico

A constante evolucdo da Microbiologia permitiu selevolvimento de novas
ferramentas e técnicas de diagnéstico e melhosajaexistentes, com o objetivo de
permitir o diagndstico precoce da tuberculose e ddsenvolver uma estratégia

terapéutica mais adequada para cada situacaet(abul997).

As metodologias devem ser de facil realizacdo, ®muipamentos e infra-
estruturas simples de modo a que o diagnosticapsgr aplicado em todas as partes
do mundo (Singh e Kant, 2002). Por sua vez, odtasls devem ser rapidos, de facil
realizacdo e interpretacdo, de modo a iniciarapfartica o mais rapido possivel (Singh
e Kant, 2002). Para a detecao da presengdtdesado utilizadas amostras bioldgicas,
nomeadamente, amostras de expetoracdo, aspiradoqulmos e lavagens bronco-

alveolares.

1. Observacéo microscopica

O diagnostico inicial da tuberculose é efetuadavés do exame microscopico
direto, colocando em evidéncia os B.A.A.R.. Espe tile exame é o método de mais
facil realizacdo, menos dispendioso e mais rapig® a@utras técnicas. Sao realizadas,
principalmente, as técnicas de Ziehl-Neelsen e dearina-rodamina. No entanto, o
exame microscopico direto apresenta uma baixalskdade, exigindo a presenca de,

pelo menos, 104 bacilos/ml para se obter um exarsiéiyp (Ferreira e Avila, 2001).

A coloracédo de Ziehl-Neelsen permite colocar end@wia os B.A.A.R. (figura
8), sendo que durante o procedimento de coloragBofpcsina, as micobactérias ndo
descoram por uma mistura de alcool e acido claddrEsta propriedade deve-se a
presenca de grandes quantidades de lipidos naepasdlar (acidos micdlicos)
causando hidrofobicidade, dificultando assim, aagin do corante pelo solvente. Este
método consiste na adi¢cdo de fucsina ao esfregapa primeira fase e em seguida na
adicdo de uma mistura de alcool (97%) e acidodriod (3%). Apds a lavagem com
agua, é colocado azul-de-metileno ao esfregacamiss bactérias B.A.A.R. passam a
adquirir a cor vermelha (fucsina), e as outras, née retém o corante, passam a
assumir a cor do azul-de-metileno, funcionando tamisomo contrastante (Ferreira e
Avila, 2001).
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Figura 8-Mycobacterium Tuberculosis visualizado atravésdleracao de Ziehl-Neelserlgget

et al., 2003).

A coloragdo Auramina-rodamina € uma técnica derélséncia e baseia-se na
coloracdo pela auramina, permitindo a visualizacids B.A.A.R. como bacilos
amarelo-fluorescentes (figura 9) quando observamoesmicroscopia de fluorescéncia
(Zhang et al., 1998).

Figura 9- Mycobacterium Tuberculosis visualizado através denica de coloragé
auramina-rodamina (Zhangt al, 1998).
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2. Cultura

Como método de diagndéstico microbiolégico, a caltdo Mtb continua a ser
um meétodo essencial, permitindo distinguivith de outras micobactérias. Este método
consiste no crescimento em cultura de coloniasa$pideMtb. As vantagens da cultura
em comparagdo com a microscopia sdo vérias. Comesenga de, apenas, 10
bacilos/ml de amostra € possivel obter um examéuralll positivo, tratando-se,
portanto, de uma técnica mais sensivel que o exammm®scopico direto (Ferreira e
Avila, 2001). A identificacdo das espécies isolaglasalizada através do isolamento em
cultura pura e posterior identificacdo. Como statde bactérias bastante exigentes em
termos de crescimento, torna-se necessario utiteaos de cultura ricos e frescos. No
entanto, este tipo de metodologia necessita deat@® semanas (quatro semanas de
incubacdo a 37°C com 5-10% de £Ocerca de quatro semanas para identificacéo e
realizacdo de antibiograma) para apresentar unftade(Singh e Kant, 2002, Vegd
al., 2005)

Relativamente aos meios de cultura sélidos, o rdeid_6westein-Jensen € o
mais utilizado, possibilitam uma leitura quantitatiatravés da contagem do nimero de
colénias, tornando mais adequado para a monitéizap tratamento. Os meios de
cultura liquidos, como o meio de Middlebrook, sée®iom mais enriquecidos,

conferindo uma maior sensibilidade.

3. Sistemas automaticos e semiautomaticos

O surgimento de sistemas automaticos e semiauteale leitura do crescimento
das micobactérias em meio liquido constituiu umalhar®& importante na
micobacteriologia. A utilizacdo destes sistemasner uma detecdo mais rapida do

crescimento, com a utilizacdo de diversos métaummeadamente:

* Radiométricos (libertagdo de EOnarcado com carbono 14, no Bactec
460TB®);

* Fluorimétricos (libertagdo de um composto fluoresealevido ao consumo de
Oz, no MGIT®e no Bactec MGIT960);

* Colorimétricos (baseado na obtencdo de cor porepdot meio de cultura
sensivel a uma reacdo de reducdo secundaria aonworde Q pelo Mtb, no
MB RedoxX)
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Assim, é possivel obter uma cultura positiva eaineo a quinze dias. No entanto,
0s meios liquidos tém a desvantagem de ndo peemitirquantificacdo do crescimento
das micobactérias e sao particularmente favoré&emtaminacdo por outras bactérias
(Bentoet al, 2011).

4. Novas tecnologias de identificacéo

A introducdo de novas técnicas de biologia molecula diagnoéstico da
tuberculose permitiram uma reducgéo no tempo dengatedos resultados laboratoriais,
mas também a identificacdo precoce de resistérmiss farmacos utilizados no
tratamento. Assim, € possivel obter um inicio @éamento mais rapido e de acordo

com os resultados obtidos no diagnéstico molecular.

Dentro das novas técnicas de identificacdo, engonte as sondas de acidos
nucleicos. Estas identificam a presenca de umaésequ de DNA especifica do
complexoMtb, por hibridacdo da sonda com o seu fragmento hagoo{Ling et al.,
2008)

As técnicas de amplificacdo dos &cidos nucleico8AN tém tido grande
importancia no diagnodstico da infecdo, uma vez prenite a obtencdo dos resultados
num curto espaco de tempo (trés a seis horas)crAice& mais conhecida € a recdo em
cadeia da polimerase (PCR). No entanto, existemo®Wkits comerciais que utilizam
diferentes métodos para amplificar uma sequén@acéfica do DNA do complexo
Mycobacterium tuberculosis ( tabela 2). Estesikittuem: o teste GenProbe Amplified
M. tuberculosisDirect® (AMTD), o teste Roche Amplicor MTB o Cobas Amplicdt,

0 Abbott LC»® e o teste BD-ProbeTE¢SDA).

NAAT Fabricante Método

/(AArr':Ap_:Jg()ad A PR TR EDITEE: T Gen-Probe Inc San Diego, CA Transcricdo mediado pela amplificacdo do rRNA
Roche Molecular Systems
Branchburg, NJ

Roche Diagnosis Systems Mannhein
Germany

LCx (descontiuado) Abbot Laboratories Abbot Palrk, |

Amplicor MTB Amplificagdo por PCR do 166RNA

Cobas Amplicor Amplificagdo por PCR do 168RNA

Reacgdo em cadeia de ligase amplificagdo da
proteina de 38kDa
Becton Dickinson Diagnostic System Amplificaco de IS6110 e 16RNA

BD-ProbeTec Direct (SDA) Sparks, MD

Amplificagdo isotérmica mediada em
loop (LAMP)

Amplificagdo isothermal e leitura visual através
de fluorescéncia UV

Eiken Chemical Co, Ltd, Tokyo

Tabela 2- Diferentes tipos de NAAT existentes ncawer (Ling et al., 2008).
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Mais recentemente, surgiu o teste de amplificagét@imica mediada em loop

(LAMP) (Ling et al., 2008, Bento et al., 2011).

Para a identificacdo de estirpes &b resistentes a terapéutica, foram
desenvolvidas novos métodos no sentido de adequarapéutica. Estes métodos
baseiam-se na técnica de NAAT e do PCR, identifioasequéncias genéticas
responsaveis pela resisténcia. Por exemplo, a geapd cadeia da polimerase
quantitativa automatizada (Xpert MTB/RIF) permitificar a existéncia de resisténcia
a rifampicina, através da identificacdo de mutag@iesa pequena regido contendo 81
par de bases (pb) na zona central do gpoB (Theronet al, 2012, Van Rieet al,
2010).
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IV. Tratamento

Segundo Duarte, “a terapéutica ideal da tuberculosmbina as acdes
bactericidas, de prevencao de resisténcias e @eliegatdo dos diversos farmacos,
devendo ser feita por um periodo de tempo sufiereanhte longo, de forma a evitar
faléncias de tratamento e recaidas” (Duattal, 2010a).

O esquema terapéutico tem evoluido com o aprofuadimdos conhecimentos
da biologia davitb, do processo de infe¢do, surgimento de novos fansa também de
resisténcias a estes. Em 1944, surge o primeinmaf@y que permite combater a
tuberculose, a estreptomicina. No entanto, apGssaneses da sua utilizacdo, surgem
entdo os primeiros casos de resisténcia ao tratamdais tarde, com a descoberta da
isoniazida, surge entdo o0 primeiro esquema ter@péutconjugando este
tuberculostético com a rifampicina.

O tratamento para combater a tuberculose requetiliaacéo de diversos
farmacos em simultdneo com uma elevada durag&oempot Diversos estudos
efetuados com a isoniazida, revelam que a sua &tragéo durante 3, 6 ou 12 meses,
diminuia o risco de evolucéo para doenca em 21%, €55%, respetivamente (Duarte
et al, 2010b). O esquema habitual para o tratamento aariaa dos doentes com
tuberculose (tabela 3) consiste no uso de antioi$tdurante 6 meses, sendo que nos
primeiros dois meses € usada em associacdo azgtaiafampicina e a pirazinamida.
Nos restantes quatro meses, apenas € Uutilizadsaziasio da isoniazida com a

rifampicina (Duarte et al., 2010a).

Fases do tratamento Farmacos utilizados

Primeira fase- 2 meses * Rifampicina

e |soniazida

e Pirazinamida

Segunda Fase- 4 meses * Isoniazida

» Rifampicina

Tabela 3- Esquema de tratamento habitual para obadeda tuberculose (Duarte et al., 2010a).
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Com a combinacédo da pirazinamida e rifampicinaenapgéutica, a duracéo do
tratamento reduziu drasticamente, passando de uéthande 18-24 meses para 6
meses, isto em 1970. Hoje em dia, a rifampicina isoaiazida s&o os principais
farmacos utilizados, sendo o primeiro, responsgelke reducdo do tempo de tratamento
(Loddenkempekt al, 2002). Estudos da British Medical Research Cdunostraram
que, se a pirazinamida fosse incluida no tratameéutante os primeiros dois meses, a
duracdo do tratamento podia ser reduzida paransesgs e ainda manter as taxas de
sucesso igual ou superior a 95% ( Hong Kong Chestic&/British Medical Research
Council, 1991).

De acordo com a sua eficacia terapéutica e regpttiicidade, os antibiéticos
antituberculosos tém sido classificados em doigpaguos antibidticos de primeira
linha, sendo estes mais potentes e com toxicidesithgel e os antibidticos de segunda
linha, sendo estes menos potentes. Sdo consideaatibgdticos de primeira linha a
rifampicina, isoniazida, etambutol, pirazinamidaaeestreptomicina (Arbext al,
2010a).

A grande dificuldade no tratamento da tubercul@esede no aparecimento de
estirpes resistentes a terapéutica implementadae Esparecimento deve-se
essencialmente a aplicacdo de uma terapéutica etpssih. Existem trés tipos de

resisténcias:

a) Monorresistente Consiste na resisténcia a um unico farmaco aegmma linha.

b) Multirresistente (MDR-TB). Consiste na resisténcia a dois farmatmprimeira
linha, nomeadamente, a isoniazida e a rifampidittavardet al, 2003).

c) Extensivamente resistente(XDR-TB). Trata-se de estirpes resistentes pelo
menos a isoniazida, rifampicina, a qualquer fluamglona e, também, a um dos
seguintes farmacos de segunda linha: amicacinantdama ou capreomicina
(Howard et al., 2003). O termo XDR-TB surgiu em geade 2006, tendo sido
isolado em Africa do Sul em 53 individuos, dos guapenas um sobreviveu
(Wright et al, 2006).

No entanto, em 2009, surge o primeiro caso de XXBReu TDR-TB no
mundo, mais especificamente no Irdo, tratando-sedstiepes resistentes a todos 0s

antibiéticos de primeira linha e a todos de seglintia (Udwadizet al, 2012).
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Nos ultimos anos, o numero de casos de tuberctdgssiente a terapéutica tem
crescido para valores anormais, representando assien grande ameaca a saude
publica (Loddenkemper et al., 2002). Aquando daaasrta da estreptomicina como
primeiro antibidtico para o tratamento da tuberse)a taxa de sucesso era elevado. No
entanto, em alguns casos, 0 sucesso era acompamurdoecaidas devido ao
aparecimento de estirpes resistentes a estrept@nicioncluindo-se entdo que a
monoterapia ndo seria eficaz para o tratamentoubardulose e que este tipo de
estratégia foi responsavel pelo aparecimento dawmepos casos de resisténcias
(Howard et al., 2003).

As estirpes de TB do tipo selvagem s&o aquelasagnea tiveram expostas a
antibioticos antituberculosos. No entanto, dentmssds estirpes, verificou-se a
existéncia de pequenas populacdes espontanearasistemtes aos antibioticos (Curry,
2008):

» 3,5x10° sdo resistentes a isoniazida:
« 1,2x10% s&o resistentes a rifampicina;
» 3,1x10° sdo resistentes ao etambutol;

« 3,8x10° sdo resistentes a estreptomicina;

Sabendo que numa lesdo da cavidade pulmonar poje eérca de 1xf0a
1x1® bacilos, constata-se que com a utilizagio de apenamntibidtico na terapéutica,
a probabilidade de haver bacilos resistentes éaéteyLoddenkemper et al., 2002).
Com apenas este tratamento, somente 0s bacilogtisess irdo ser combatidos,
permanecendo os bacilos resistentes, originando metiaoria imediata dos sintomas

mas, também, uma recaida com menor taxa de subessaiamento (Curry, 2008).

Erros médicos associados a prescricdo da terapé(mionoterapia) e ao
cumprimento do tratamento também se encontram iagesccom o0 aparecimento de
resisténcias. Por sua vez, o doente também desbkmpen papel importante no
aparecimento de tuberculose resistente a terapéuto facto de nao cumprir
rigorosamente 0 esquema posologico e a duracamtdmento (Howard et al., 2003,
Loddenkemper et al., 2002).

A propagacao de MDR-TB deve-se a falhas nos praggahe controlo (muitas

vezes inexistentes), falta de recursos financeitoga identificacdo tardia das estirpes
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resistentes. O facto de viver em pequenas comugsgdadmo em prisdes, aumenta a

probabilidade de propagacao de estirpes de Mtbteases.

1. Antibioticos de primeira linha
1.1 Rifampicina

A rifampicina é um dos derivados semissintéticosritemicina, sendo esta
produzida pela bactérfamycolatopsis mediterraneié utilizada como antibiotico desde
1966 (Arbex et al., 2010a).

A rifampicina inibe RNA polimerase, impedindo assnranscricdo nas células
bacterianas suscetiveis. A rifampicina, ao ligag&sebunidad@ da holoenzimas.
o (RNA polimerase) ou a subunidadep, inibe a agéo desta enzima, ndo ocorrendo a
sintese de mMRNA. Uma das caracteristicas mais tanges da rifampicina € a sua
lipofilia. Esta caracteristica permite ao farmadmeessar a parede celular e atingir
elevadas concentracdes intracitoplasmaticas no®cifag, obtendo um efeito
bactericida. A rifampicina também atua em Mtb entads de dorméncia (baixa
atividade metabdlica). Esta caracteristica, asdociao eficacia da pirazinamida,
permitiu encurtar a duracéo do tratamento de unpan® seis meses (Somosketial,
2001).

A monorresisténcia a rifampicina € rara, ocorrendais frequentemente
associada a resisténcia a isoniazida. Assim, atéesia a rifampicina pode ser usada
como marcador substituto para a identificacdo deRMIB (Somoskovi et al., 2001).0
aparecimento de resisténcia a rifampicina deve-sauta¢cdes numa pequena regido
contendo 81 par de bases (pb) (27 coddes) na smialcdo genepoB que codifica a
subunidadgd da RNA polimerase. Mais de 96% de as estirpestezges a rifampicina
contém uma mutacao na regido contendo os 81 pbaskamwi et al., 2001). Esta regido
€ denominada de regido determinante de resisténdi@mpicina (RRDR) podendo ser
considerado uma boa abordagem para a detecdo diprésisténcia a rifampicina e/ou
MDR-TB (Somoskovi et al., 2001, Afanas'ewval, 2007). As mutacfes mais frequentes
(65-86%) sao observados nos coddes Ser-531, Hig526Asp-516 (Afanas'ev et al.,
2007). No entanto, nem todas as muta¢gfes nest@oragresentam o mesmo nivel de

resisténcia.
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MIC de N2 de estirpes N2 de estirpes contendo Posi¢ao do aminoacido
Rifampicina (total: 40) alteragoes (total: 20) substituido (n2 de estirpes)
>512 2 2 Asp-526 (1), Trp-531 (1)
512 6 6 I(_le)u—531 (3), Pro-526 (2), Arg-526
256 1 1 Tir-516 e Asn-526 (1)
128 3 3 Leu-531 (2), Tir-516 (1)
64 1 1 Leu-531 (1)
32 1 0
16 1 1 Leu-526 (1)
8 2 1 Gli-526 (1)
4 2 1 Val-516 (1)
2 0 0
1 2 1 Pro-533 (1)
0,5 1 1 Pro-533 (1)
0,25 1 0
0,125 1 0
0,063 16 2 Val-515 (1), Leu-521 (1)

Tabela 4- Relagéo entre os diversos MIC da rifanmgi@ as alteracdes genéticas no gene RpoB (Ohalq é996).

Por exemplo, as alteracbes nos coddes 511, 516¢ B2 confere um baixo
nivel de resisténcia para a rifampicina e no seivato rifamicina (rifapentina), mas
permanecem suscetiveis a duas outras rifamicirfabutina e rifalazina) (Somoskovi
et al., 2001, Almeida Da Silva ePalomino, 2011)n@hno seu estudo, relacionou as
diversas mutac6es no gengoB com a suscetibilidade a rifampicina (Ohno et al.,
1996). O MIC é definido como a concentracdo mindladarmaco com capacidade de
inibir o crescimento de uma populacdo de bact&igserior a 99% (Hwangt al,
2003). Como se pode verificar na tabela 4, 13pesdique necessitavam de um MIC
igual ou superior a 64 pg/mL, continham uma mutggidual ou nos coddes 516, 526
ou 531. As 21 estirpes que necessitaram de um NU&I iou inferior a 1 pg/mL néo
tinham mutacbes nesses coddes. Das seis estirgesiapessitavam de um MIC
compreendido entre 2 e 32 ug/mL, trés destas agpessen mutacdes no codao 516 ou
526. Todas as sete estirpes contendo uma mutagéisapaoo codao 531 mostraram um
fendtipo altamente resistente a rifampicina, netzsio de um MIC igual ou superior a
64 ug / ml. Estas estirpes também apresentavastéesia cruzada a isoniazida e ao
etambutol (Ohno et al., 1996). Assim, pode-se warfque as mutacdes nos coddes

516, 526 e 531 sdo as mais importantes para agipde resisténcia a rifampicina.
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1.2Isoniazida

A isoniazida (INH) surge como um dos mais impoganfarmacos no
tratamento da tuberculose. E utilizada como tatleel952. Esta é uma hidrazida do

acido isonicotinico obtido por sintese (Arbex et2010a).

Relativamente ao mecanismo de acéo, a isoniazissupacao tuberculostatica
contra os bacilos em repouso e agéo bactericidacoa bacilos em multiplicacdo. A
isoniazida atua contra os bacilos intracelularesfagécitos e nas lesfes caseosas, onde

0 pH nessa regido ¢é acido (Somoskovi et al., 2001).

A isoniazida € um pré-farmaco, pelo que neces@taat ativada para possuir
atividade antibacteriana. Esta ativacdo é realizagla enzima catdlase peroxidade
codificada pelo gen&atG. A ativagdo da isoniazida mediada pela enzima kva
producao de diversas espécies altamente reatiwaatgoam diversos alvos tiib. O
principal alvo de inibicdo da isoniazida é a enzoudificada pelo genehA. Como ja
foi referido anteriormente, esta enzima encontrameolvida na sintese das cadeias
longas dos acidos micdlicos. As espécies reatikadic@l acil-isonicotinico e o seu
anido) provenientes da ativacdo da isoniazida mneagem o NADH (Nicotinamida
adenina dinucleétido hidreto) formando um inibidompetitivo para, de seguida inibir

a enzima enoil-acil redutase (Zhang eYew, 2009).

Middlebrook, na década de 1950, verificou que atrpes resistentes a
isoniazida tinham perdido a atividade da enzimalasé-peroxidase. No entanto, a
associacdo desta enzima com a ativacdo da isamiaaifbi comprovada na década de
1990, quando o geni€atG foi clonado e sequenciado (Rouseal, 1996). Estudos
revelam que 50-95% das estirpes resistentes aai@daiapresentam mutacdes no gene
KatG, tratando-se de mutacdes missense em que ha tusighsti de um unico
aminoacido (Zhang e Yew, 2009). Existem diverspsestide mutacdes neste gene, no
entanto, realga-se a mutacdo Ser315Thr, presentd0émdas estirpes resistentes a
isoniazida (Marttilaet al, 1998). Esta mutagdo consiste na incapacidadezim& em
ativar a isoniazida. No entanto, a enzima catgb@sexidase ainda consegue obter 50%
da sua atividade. Assim, a alteracdo da catalaseddase impde um elevado nivel de
resisténcia a isoniazida, permitindo também, pémtezpntra o stress oxidativo, sendo
este suficiente para o organismo permanecer liaragdo das espécies reativas (Zhang
e Yew, 2009, Rouse et al., 1996).
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A isoniazida inibe, também, outra enzima envolvita sintese de acidos
micolicos, a enzim@-cetoacil-ACP sintase codificada pelo géfesa Esta enzima é
responsavel pela elongacdo das cadeias dos aciddlicos fazendo parte do conjunto
de enzimas da fase Il da sintese de acidos misoliBavansonet al, 2009). As
mutacfes ocorrem mais frequentemente na regidogbooandos genes que codificam

estas proteinas.

A enzima alquilo hidroperoxidase redutasdgO também desempenha um
papel importante na resisténciaMtb a isoniazida, uma vez que se encontra envolvida
na regulacédo celular do stress oxidativo (Dallat&€esal, 2009). Esta mutacédo leva a

um aumento da expressao da respectiva enzima (£h¥eg, 2009).
1.3Pirazinamida

A pirazinamida € um derivado do acido nicotinicmnouma estrutura molecular
similar a da isoniazida. A pirazinamida foi sirdatia em 1936 e é utilizada como
tuberculostético desde 1952 (Arbex et al., 2010a) .

A pirazinamida possui atividade bactericida, cugcamismo molecular de acao
nao se encontra bem esclarecido (Arbex et al., @020pirazinamida possui atividade
contra populacdes bacteriana em estado de semgEdoran que persistem num
ambiente com pH relativamente baixo (pH=5), comamerior dos fagossomas dos
macrofagos infetados e nas lesbes caseoas, owapej@s possui atividade bactericida
em meio acido (Scorpiet al, 1997). A pirazinamida possui uma maior atividade
esterilizante contra microrganismos intracelulayes contra os extracelulares (Arbex et
al., 2010a).

Tal como a isoniazida, a pirazinamida também néeeds ser convertida na sua
forma ativa, o acido pirazinéico, através da acaoedzima bacilar pirazinamidase,

codificada pelo genencA.

Como referido anteriormente, o mecanismo de ag@ se encontra bem
esclarecido, no entanto, pensa-se que a convergapirdzinamida em ambiente
citoplasmatico neutro origina acido pirazindico tneu que ndo possui atividade
antibacteriana. De seguida, esta molécula é exiaettnavés de bombas de efluxo para
o exterior da célula e, em condi¢cdes acidas, oodgithzindico € convertido na sua
forma protonada. De seguida, esta molécula entrantasior da célula e atinge
concentracdes intracelulares elevadas devido a umeficAcia em excretar este

35



Tuberculose, Novos Desafios

metabolito ativo para o exterior da célula (Zhargitehison, 2003). A acumulacdo do

acido pirazindico faz com que haja uma diminuic&o piH intracelular, inativando
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Figura 10- Mecanismo acgio da pirazinamida. Legenda: POld\pirazindico; HPOA-Acido pirazindici
protonado; NAIL- Nicotinamida adenina dinucleétido (Zhang eMitcmisa003).

assim algumas enzimas essenciais a producdo desguddos e consequentemente, a
biossintese do acido micdlico (Arbex et al.,, 20104) figura 10 demonstra o

mecanismo de acdo da pirazinamida.

A resisténcia a pirazinamida deve-se essencialnmentatacdes no gemacA.
Diversos estudos tem demonstrado que a perdavidadie da enzima pirazinamidase
se encontra associada com a resisténcia a piradimakigumas estirpes de MtbM.
bovis resistentes a pirazinamida ainda apresentam alguseetibilidade ao acido
pirazinoico, sugerindo que a resisténcia a piramida deve-se a alteracdes da atividade
da pirazinamidase devido a mutacfes no gam=d ou também do respetivo gene
regulador. As mutacdes sdo na maioria das vezesensis, havendo substituicdo de
aminoacidos. No entanto, podem surgir casos derecmsercdes, delecdes de
nucledtidos ou mutagcées nonsense no gene estrphgAl As mutacdes encontram-se
dispersas ao longo do gepacA No entanto, realcam-se trés regibes com maior
namero de mutacdes: 3-17pb, 61-85pb e 132-142hs Esgides correspondem a trés
dos quatro loops existentes que codificam o lotab aa enzima (Zhang e Mitchison,

2003).
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Os inumeros tipos de mutagfes sugerem que opyerendo € essencial a vida
da micobactéria. Ndo havendo pressdo seletivarsdisetipos de mutacdes podem
surgir. De acordo com esta possibilidade, a pieamidase é dispensavel, nao

interferindo com a viruléncia da micobactéria (ZparMitchison, 2003).

1.4 Etambutol

O etambutol foi sintetizado em 1961 e é utilizadotnatamento da tuberculose
desde 1966 (Arbex et al., 2010a).

Possui atividade bacteriostatica, sendo apenas atontra bactérias em
crescimento. O etambutol interfere na sintese dabiragalactano, principal
polissacarideo da parede celularMitb. O etambutol atua inibindo a enzima arabinosil
transferase codificada pelo gezrah responsavel pela polimerizacdo de arabinose para

arabinogalactano (Arbex et al., 2010a). Estudosamierevelar a existéncia de trés
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Figura 11- Gene embCAB (Hazbenal, 2005).

genes presentes no operimh o geneembA embBe embC surgindo assim o gene
embCAB(figura 11) (Hazbon et al., 2005).

Um estudo desenvolvido por Hazbon, permitiu difer@n as fungcées dos
diversos genes presentes no opendb utilizado o Mycobacterium smegmatis (figura
12). A inibicdo do geneembB permitiu verificar alteracbes na morfologia (mais
pequeno, distorcido) e na acumulacado de inclusé@slasmaticas. A inibicdo do gene
embBpermitiu verificar uma redugédo do tamanho maisiativo. A inativacdo do
embCpermitiu verificar, também, uma diminuicdo do tama Neste estudo, verificou-
se também que a inibicdo do operdao bem resultowparda de resisténcia da
micobactéria ao acido e aumento da sensibilidadef@@macos hidrofébicos, como a
rifampicina (Hazbon et al., 2005).
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Figura 12- Aspeto morfolégico do M. smegmatis. Legenddvlaymegmatis; b) com embA inibidg; M.
smegmatis com embB inibida;d) M. smegmatis com énibi@a. Barra: 0,5um (Hazbon et al., 2005).

Quanto a resisténcia, diversos estudos sugeremoqoeerdaoembCAB se
encontra envolvido na resisténcia ao etambutolmiidéacdes no coédao 306 do gene
embB(emB30§ surgem em cerca de 30 a 68% de todos o0s cassigees resistentes
ao etambutol. Como tal, o gene bem tem sido uiitzaomo marcador para a
identificacdo de estirpes resistentes ao etambiNtolentanto, tém surgido estirpes de
Mtb com mutacdes no ger@amB306 sensiveis ao etambutol, representando cerca de
46% do total de estirpes com mutacdes no gem@306 Safi, no seu estudo, refere que
uma mutacdo no gerembB306ndo é suficiente para produzir estirpes com elevad
nivel de resisténcia ao etambutol, uma vez quescerd@penas um pequeno aumento na
MIC, havendo necessidade diversos passos paragatovarias mutacées de forma a
adquirir um elevado nivel de resisténcia. No emtagsta Unica mutacdo pode afetar a
suscetibilidade a varios antibioticos (isoniazidé@ampicina), contribuindo assim para
a formacéo de estirpes MDR (Safial, 2008).
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2. Antibioticos de segunda linha

Os antibidticos de segunda linha sdo apenas uliizaguando se esta perante
uma estirpe resistente a um ou a varios antib®tim primeira linha. Sendo assim, a
tuberculose multirresistente é aquela que apreseesisténcia a isoniazida e
rifampicina, ou a rifampicina, isoniazida e a pelenos outro farmaco de primeira linha
(Arbex et al, 2010Db).

2.1Etionamida

7

A etionamida é um antibidtico bacteriostatico eaatws bacilos intra e
extracelulares (Arbex et al., 2010b). Esta é @ilez no tratamento da tuberculose desde

1956 como droga de segunda linha.

Trata-se de um pré-farmaco com estrutura semelléageniazida, no entanto
sem resisténcia cruzada com a mesma, uma vez gueegscontenddvitb com
resisténcia a isoniazida por alteracbes do gkasS permanecem suscetiveis a
etionamida, confirmando assim, que as enzimas megpeis pela ativacdo da
isoniazida e da etionamida sdo diferentes. Estrgladaram a existéncia de dois genes
responsaveis pela ativacdo da etionamida, os ggh8s ethR A expresséo do gene
ethAresulta na formagao de uma enzima monoxigenage déthtendo um FAD, sendo
este importante para a ativagcdo da etionamida. pkesgdo do genethR resulta na
formacdo da enzima repressora EthR que regularessgo do genethA Esta enzima
apresenta semelhancas a familia de reguladoreartericdo TetR e é responsavel pela
regulacéo da expressao do gene ethA (Deval, 2004, Morlocket al, 2003). Um
aumento da expressao do getieRleva a resisténcia da etionamida. Por sua vez, uma
inibicdo da sua expresséao leva a sensibilidade idabiactéria a etionamida (Dover et

al., 2004).

Como referido anteriormente, a ativagdo da isod&aproduz um radical acilo
isonicotinico que reage com NADH, formando um iddlsi competitivo da InhA. Em
contraste com o0 mecanismo de acdo da isoniazidajezsnismos moleculares que
conduzem a inibicdo da enzima por parte da eticterativada ainda se encontram
pouco esclarecidos. No entanto, pensa-se que @bolieds provenientes da ativacao
da etionamida inibem a enzima InhA (Hanoulle et 2006). Vanelli, no seu estudo,
verificou que a enzima EthA € uma enzima bi-funalogue converte (com pouca

eficiéncia) a etionamida no seu derivado S-0xidOHESO) e hidroxilo (ETH-OH),
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concentrando-se no exterior da célula (figura M@ngelli et al, 2002). O ETH-SO
possui toxicidade para as bactérias e a sua Mli@ daracordo com os niveis de EthA
na micobactéria (Hanoulle et al., 2006). Ainda aesstudo, Verificou-se, in-vitro, que
a enzima EthA possui ainda capacidade para comwerteetabolito ETH-SO em outro

metabolito ETH*, possuindo igualmente toxicidadauelli et al., 2002).

Mycobacterium smegmatis Culture medium
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Figura 13- Mecanismo de a¢do da Etionamida (Hanoatlal, 2006).

A resisténcia a etionamida ocorrem geralmente desidnutagbes na enzima
EthA. No entanto podem ocorrer mutacdes que levassténcia cruzada com a
isoniazida, nomeadamente, mutacdes na enzima lohraeegido promotora que causa
aumento da expressdo do gémeA, levando a uma maior quantidade da enzima InhA
no interior da célula. Mutagées no gene reguladogxpressaethRleva a resisténcia a
etionamida (Brossiest al, 2011).

2.2PAS

O PAS ou &cido para-aminossalicilico € utilizadomoatuberculostatico desde
1946, tendo sido descontinuado pouco depois comlal@os diversos efeitos adversos
e a introducédo da rifampicina e pirazinamida naeatreento da tuberculose. Com o
aparecimento de elevado numero de casos de tubsecaiultirresistente, o PAS foi

novamente introduzido na terapéutica em 1992 (Maghgl, 2009).

O PAS possui semelhancas estruturais com as soifdas. Estas sdo analogas
estruturais do acido para-aminobenzoico, substrdéo digidropteorato sintase
(codificado pelo gendolP1folP2), pelo que o PAS é considerado um inibidor

competitivo desta enzima. As enzimas FolP1 e Fof®&lisam a condensacédo do &cido
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para-aminobenzéico e 6-hidroximetil-7,8-dihidroptar a 7,8-dihidropteroato, que é
convertido em dihidrofolato e reduzido para geraofator tetrahidrofolato (THF) pela
enzima tetrahidrofolato redutase (codificada peloeglifrA) na via metabdlica do acido
folico. Esta via permite a sintese de acido fobecilar que € essencial para a sintese e
reparacdo do DNA da micobactéria (figura 14) (Arlexal., 2010b, Mathys et al.,
2009).
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Figura 14- Via metabdlica do acididido e provaveis locais alvo do PAS (Mathys et2009).

O PAS s6 se encontra ativo na presenca da enzinyd, Tpelo que €
considerado, tal como alguns outros antibacterjanosa prodroga (Mathys et al.,
2009).

Quanto ao aparecimento de resisténcias, estaseotoessencialmente devido a
alteracdes de genes que codificam enzimas essepeis a via metabdlica do acido
folico. Estes genes saalwyA, dfrA, folC, folP1, e ofolP2. Estas mutacfes resultam na
alteracao tridimensional das enzimas, impedindigacdo do PAS a estas (Mathys et
al., 2009). Rengarajan, no seu estudo, demonstusu @ maioria dos casos de
resisténcia ao PAS encontra-se associado a mutagdeenethyA que codifica a
enzima timidilato-sintase A. Esta enzima € impddgrara a biossintese de timina pela
via metabdlica do acido folico (com necessidaddidE como cofator) (Rengarajat

al., 2004).
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2.3 Aminoglicosideos
Neste grupo insere-se a estreptomicina, a amicacneanamicina.

A estreptomicina, isolada em 1944, foi o primeidoniaco eficaz utilizado no
tratamento da tuberculose. Mais tarde, foi sirteliza canamicina em 1957 e em 1972,
surge a amicacina, composto semissintético derivdalaanamicina (Arbex et al.,
2010b).

Relativamente ao mecanismo de acdo, os aminogl®osiinibem a sintese
proteica ao ligar-se de forma irreversivel a sutbate 30S do ribossoma bacteriano,

interferindo com a traducéo (Sousa, 2006).

A maioria das resisténcias encontra-se associadatacdo A1401G do gene
rrs, que codifica a subunidade 16S do RNA ribossofst mutacdo também confere
resisténcia a capreomicina. Também surgem mutagdegenerpsL, ocorrendo
mutacédo Lis-43-Arg na proteina ribossomal S12 (Aréteal., 2010b, Alangadest al,
1998). Um estudo desenvolvido por Zaunbrecher oeva existéncia de mais um
mecanismo de resisténcia & canamicina. Este mewawignsiste em mutag¢des pontuais
na regido promotora do geres, sendo este responsavel pela sobrevivéncia ihitace
da micobactéria. Estas mutacdes na regiao promptovaca um aumento da expressao
do geneeis, e consequentemente, um aumento dos niveis deenmima (Eis) que
acetila e inativa a canamicina. Este mesmo estadela que as estirpes com esta
mutacdo sdo suscetiveis a amicacina. A auséncia dessténcia cruzada deve-se a
diferencas estruturais entre os dois farmacos, eenagamicacina possui um grupo
amida L-hidroxiaminobuteriol de substituicdo naip@s N1 do anel desoxistreptamina,
que dificulta a acetilacdo pela enzima Eis (Zauctieeet al, 2009).

2.4Capreomicina

Antibiotico polipeptidico macrociclico obtido a parda bactériaStreptomyces
capreoluse utilizado como tuberculostatico desde 1959. preamicina possui uma
estrutura quimica diferente dos aminoglicosideos. évitanto, existe semelhancas
relativamente a atividade antibacteriana e aostosfeadversos. Nao apresenta
resisténcia cruzada com estreptomicina, contudde p@ontecer com algumas estirpes

resistentes a amicacina e canamicina (Arbex e2@1L0b).
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Quanto ao mecanismo de acdo, este ndo se encarraesclarecido. No
entanto, pensa-se que atua da mesma forma que iosgioosideos. Um estudo
revelou queijn vitro, a capreomicina inibe a sintese de fenilalanmzrfierindo assim
com a traducdo, mas que nao interfere com a ligdga®NA ao ribossoma (Maust
al., 2005).

O aparecimento de resisténcias a capreomicinaskeaemutacdes do gethgA.
Este gene codifica a enzima rRNA metiltransferasemcial para a metilacado da ribose
em rRNA ribossomal. Como ja foi referido anteriontee a mutacdo A1401G do gene
rrs também confere resisténcia a capreomicina, evidieto a existéncia de resisténcia
cruzada entre os aminoglicosideos e a capreom{Maas et al., 2005, Almeida Da
Silva e Palomino, 2011).

2.3Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas tém sido o centro de granderedse cientifico e clinico
desde da descoberta do acido nalidixico na décad®60 (Andersson e MacGowan,
2003).

Data Quinolona

1960-1969 Acido nalidixico

1970-1975 Cinoxacina

1975-1985 Norfloxacina

1985-1990 Ciprofloxacina, ofloxacina
1990-1995 Temafloxacina, sparfloxacina
1995-2000 Grepafloxacina, levofloxacina, trovafloxacina
2000-2005 Moxifloxacina, gemifloxacina, garenoxacina

Tabela 5- Cronologia de entrada das quinolonas nocado do Reino Unido (Andersson eMacGowan, 2003)

O uso de fluoroquinolonas tém sido mencionadas ceraelente alternativa
para o tratamento de estirpesMib resistentes aos antibioticos de primeira linhaa um
vez que, apO0s a sua administracdo, estes distrisgeamplamente no organismo,
incluindo no interior das células, mais especifieate nos macréfagos (apresentam
elevada lipossolubilidade) (Arbex et al., 2010kgtudos recentes demonstraram que as
fluoroquinolonas tem potencial para encurtar atregnto da tuberculose (Rustomgte
al., 2008). Neste grupo, os antibidticos mais efetomstra oMtb sdo a moxifloxacina

e a gatifloxacina, seguindo-se da levofloxacinapfliaxacina e da ciprofloxacina. As
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fluoroquinolonas ndo apresentam resisténcia cruzaadmaoutros antibidticos (Arbex et
al., 2010Db).

O mecanismo de agao das fluoroquinolonas consssirilnicdo da atividade da
enzima DNA girase ou da topoisomerase |l bacterianarferindo com a replicacao,
transcricdo e reparacdo do DNA. Esta enzima é itwidst por duas subunidades, a
subunidade A e B, importantes para o funcionamdatenzima. A primeira possui 0
centro ativo para o desdobramento, rutura e judgA®NA e a segunda promove a
hidrolise de ATP. As subunidades A e B sao codifisapelos genegyrA e gyrB,
respetivamente (Von Grodit al, 2009).

Grande parte das mutagdes ocorrem no ggn&, principalmente nos codoes
90, 91 e 94. Esta regido € denominada de regiddetlgminacdo de resisténcia as
quinolonas (QRDR, do inglés, quinolone resistareertnining region) (Devaskt al,
2012, Lauet al, 2011). Menos frequentemente surgem mutacfesmeggeB, sendo a
mais importante a mutagdo Asn-533-thr. Esta mutacéaofere resisténcia a
moxifloxacina e gatifloxacina mas néo a ofloxacigate facto deve-se, provavelmente,
a diferencas estruturais das moléculas, em quexdlaxacina e gatifloxacina possuem
o derivado metoxi na posicdo C-8 ou metil na pasi€a7 do anel de piperazina,

ausentes na molécula de ofloxacina (Von Groll e28i09).
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3. DOTS

A OMS declarou a tuberculose como uma emergéncsadiée publica mundial, em

1993. Como tal, a meio da década de noventa, a @dd&nvolveu uma estratégia que

visa reduzir o niUmero de casos infetados em toosmmdo. Para tal, desenvolveram a

estratégia DOTS, sigla proveniente do inglés (Biyedbserved treatment short-curse)

que significa tratamento diretamente observadaud@a duracéo. Esta estratégia baseia-

se em cinco pilares:

1.
2.
3.

Compromisso politico e financeiro;

Detecdo dos casos e sua confirmacao atraves deesxmatieriol0gicos;
Padronizacdo dos tratamentos de curta duracdo dotnoducdo da estratégia
DOT (toma diretamente observada);

Fornecimento regular dos farmacos;

5. Um sistema padronizado de recolha de dados queitpeamavaliagcdo dos

doentes, quanto aos seus desempenhos no tratamento.

Com a aplicacdo desta estratégia, a OMS pretendebater eficazmente a

tuberculose, tratando a infecdo, impedindo o apamto de casos de resisténcia e de

propagacdo. Em apenas uma década, quase todoses ipgplementaram a estratégia

DOTS, resultando num enorme progresso relativament@etas globais estabelecidas

para 2005: Detecédo de 70% do numero de casos dssneasucesso no tratamento em
85% dos casos (WHO, 2010).
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V. Novos farmacos

Com a problemética das resisténcias, surge a ngadssde delinear novas
estratégias de forma a combater mais eficazmetiteeaculose. Como se pode verificar
na figura 6, tem surgido um esforgo para a destablernovas moléculas, manipulacéo
dos farmacos ja existentes no sentido de aumerdgan &ficacia e na diminuicdo da

toxicidade no tratamento da tuberculose. Também hawido grande esforco na

descoberta de novos alvos/recetores para fututisdaitos (tabela 6).

Molécula A G Classe quimica Estado.de Laboratério
descoberta desenvolvimento
Lt gl Fase llI- ensaios
Fluoroquinolonas 1970 Fluoroquinolonas  topoisomerase clinicos Varios
]
T Subunidade ¢ da Fase ll- ensaios J&J Tibotec e
TMC-207 2005 Diarilquinolonas ATP sintase clinicos TB Alliance
o . Biossintese Fase II- ensaios .
PA824 2000 Nitroimidazois Sl mieelies s TB Alliance
. . Biossintese Fase II- ensaios
OPC67683 2006 Nitroimidazois acido micolico  clinicos Otsuka
SQ109 2004 Etilenodiamina  N&o definido Eﬁ‘rflic')’s” ensaios  gequella
. . - Subunidade 50s Fase llI- ensaios .
Linezolida 2005 Oxazolidinonas fibossomal clinicos Pfizer
- Subunidade 50s Fase |- ensaios )
PNU-100480 2010 Oxazolidinonas  —— clinicos Pfizer
- Subunidade 50s Fase I- ensaios
AZD5847 2009 Oxazolidinonas ribossomal clinicos AstraZeneca
. - DprE1l .
Benzotiazinona 2009 Bezotiazinonas epimerase Fase pré-clinica  Alere
. . . . DprEl e
Dinitrobenzamida 2009 Dinitrobenzamidas epimerase Fase pré-clinica nenhum
Nitro- DprEl e .
VI-9376 2010 bromoguinoxalina  epimerase Fase pré-clinica  Vichem

Tabela 6- Principais moléculas em estudo para olmtmda tuberculosgCole e Riccardi, 2011).
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1. Fluoroquinolonas

As fluoroquinolonas tem evoluido muito desde da daacoberta. Como o

passar dos anos, tem-se manipulado a moléculaalrigigura 15) de forma a obter um

Controls Controls potency, adds Essential for gyrase binding and bacterial
gyrase Gram-positive activity transport

and bacterial
potency

F<

Controls potency
spectrum and
pharmacokinetics

-1

R7

Close 1o gyrase
binding site

Controls il{l\

pharmacokinetics
and anaerobe
activity

Controls potency
Some effect on pharmacokinetics

Figura 15- Estrutura basica das quinolonas (Andersson &btacan, 2003).

antibiotico mais eficaz no combate, com uma meoxicidade para o individuo e com
maior comodidade na toma. As modificacdes na esauiasica das quinolonas (figura
8) permitiram a descoberta de novos antibiéticos omior espetro de atividade, maior
poténcia antibacteriana e melhor biodisponibilidg&edersson e MacGowan, 2003).

Deste grupo, os farmacos mais recentes sdo a wxagiha e a gatifloxacina.
Estes, tal como foi referido anteriormente, apriesarelevada eficacia no tratamento da
tuberculose (Arbex et al., 2010b).

2. Bedaquilina (TMC-207)

Este farmaco foi aprovado pela agéncia americane@icamento FDA (do
inglés, food and drug administration) no dia 31DEzembro de 2012 (Rubinstein e
Keynan, 2013). A bedaquilina destina-se ao tratémnda tuberculose multirresistente
em associagdo com outros farmacos antitubercul&sgativamente ao mecanismo de
acdo, a bedaquilina inibe a enzima micobacteriahR Aintase (Meet al, 2010). A
bedaquilina permite reduzir significativamente onpe@ de conversdo para uma
expetoracdo com exame cultural negativo, diminuiradsim a probabilidade de
transmissao da infecdo (Rubinstein e Keynan, 2013).
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3. Nitroimidazois

Neste grupo inserem-se duas novas drogas, o PA-80OPC-67683 (também
conhecido por delamanida). O Pa-824 necessita de ateada pela enzima
micobacteriana glucose-6-fosfato desidrogenase (DGu pelo seu cofator, a
coenzima kzo. Quanto ao mecanismo de acdo, O PA-824 inibetassiproteica e dos
lipidos da parede celular. A atividade deste faomamcontra-se limitada ao
Mycobacterium complexApesar de ndo existir resisténcia cruzada conrosut
farmacos, mutacfes nos geribiA, fbiB e fhiC (genes responséaveis pela sintese da
coenzima kg, conferem resisténcia ao PA-824. Este farmaco tksmonstrado
elevada eficacia em infe¢cdes no estado latentatiReinente a delamanida, esta inibe a
sintese de acidos micadlicos e apresenta melhddadie esterilizante que a isoniazida
(van den Boogaaret al, 2009, Ma et al., 2010).

4. SQ-109

Trata-se de um derivado do etambutol, no entantesapta diferencas quanto
ao mecanismo de acdo. O SQ-109 liga-se a um traadpo transmembranar MmpL3
(codificado pelo genemmpl) que impede a ligagdo do &cido micdlico com o
arabinogalactano da parede celular, ndo interferauin a sintese de acidos micélicos
(Tahlanet al, 2012). O SQ-109 é mais bem tolerado do que olettoh) pelo que

poderd, futuramente, substituir este ultimo (vamBleogaard et al., 2009).

5. Sudoterb (LL-3858)

O sudoterb apresenta atividade bactericida sentell@aisoniazida e sinergismo
com a rifampicina. Um estudo efetuado com ratodesgiou que uma terapéutica com
sudoterb em combinacédo com rifampicina e pirazidansurou a tuberculose em todos

0s animais ao fim de trés meses (Lee e Krilov, 2006

6. Benzotiazinona (BTZ043)

A benzotiazinona € um novo farmaco que inibe seséntla parede celular. A
benzotiazinona inibe a enzima DprE1 responsavel pahversdo do decaprenilfosforil

ribose a decaprenilfosforil arabinose para incapao na parede celular (Lamichhane,
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2010). A benzotiazinona apresenta um MIC relativ@mdoaixo, apresentando assim,
baixa toxicidade (Batt al, 2012).

7. Oxazolidinonas

Neste grupo encontra-se a linezolida. Este farmaie a sintese proteica
através da sua ligacdo a subunidade 50S ribossamgd, especificamente, no centro
peptidiltransferase, bloqueando assim a ligaca&Né ao ribossoma. A linezolida tem
sido utilizada em combinacdo com outros antibidtipara o tratamento da tuberculose
multi e extensivamente resistente. No entanto, &to descrito diversos efeitos
adversos, nomeadamente, neurotoxicidade e mieless#w. Apesar deste antibibtico
apresentar uma elevada eficécia, tém sido descatass de resisténcia. Estas devem-se
a mutacdo do genplC (que codifica proteinas ribossomais) (Beckeral, 2012, Ma
et al., 2010). Neste grupo, também se encontra O-Fd0480, um analogo da
linezolida. Este farmaco tem demonstrado maioidete contra a tuberculose do que a
linezolida e apresenta um MIC 3,2 vezes inferidfféhaaret al, 2011). Outro farmaco
deste grupo, o AZD-5847, também tem demonstranda boa eficacia e menor
toxicidade (Grossedt al, 2012).

VI. Novos locais alvo

Com a recente preocupacao na descoberta de nawasactds para combater a
tuberculose, torna-se também importante a deseold#t novos locais alvo. A
sequenciacdo do genoma ddtb permitiu identificar novos alvos essenciais a

sobrevivéncia ddtb (figura 16).

Diversos estudos identificaram novos possiveissali@luindo o metabolismo

da parede celular, respiracao celular e a sinteseiga.
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Alvos inibidos pelos farmacos Novos locais alvo
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Figura 16- Novos locais alvo identificados fa®e de estudo (Lamichhane, 2010).

Cell wall

1. Maltosiltransferase

A maltosiltransferase (GIgE) é uma enzima essemm@sh 0 metabolismo da
maltose. A inibicdo desta enzima resulta na acurdolae maltose-1-fosfato no interior
da célula, culminando na inibicdo da respiracaalaele morte da micobactéria
(Lamichhane, 2010).

2. Ciclopropanacéo

A ciclopropanacao consiste numa modificacdo figjma realizada por oito
enzimas S-adenosilmetionina acido micdlico tramsfer(MAMTS) nas moléculas de
acidos micdlicos, através da introducdo de um deeticlopropano, metilacdo das
ramificacbes e oxigenacdo. Estas enzimas tém chgubecide atenuar a proliferacdo e
persisténcia ddvitb nos pulmdes, mas também aumentar a viruléncidMtin Um
estudo revelou que a dioctilamina possui proprieddxhcteriostaticas, uma vez que tém
capacidade de inibir a enzima acido micolico nretilsferase Cma2 e assim inibir a
ciclopropanacdo e metilacdo dos acidos micolicaek@ et al, 2012, Lamichhane,
2010).
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3. MshC

A enzima codificada pelo gemdshC apresenta uma grande importancia para a
crescimento doMth. Esta enzima, a micotiol ligase catalisa a pemdaltietapa da
biossintese de micotiol. Estudos revelaram que aretd de dequalinio possui
capacidade para inibir esta enzima, tornando-se patencial farmaco para o combate

da tuberculose (Lamichhane, 2010).

4. Fosforilribosiltransferase

A histidina é um aminoacido essencial paraMib. A enzima ATP
fosforilribosiltransferase (HisG) é responsavelpgtimeira etapa da biossintese deste
aminoacido. A inibicdo da enzima compromete a lmbdsse da histidina, pelo que é
considerado um excelente local alvo. Um estudoizasd por Cho demonstrou a
existéncia de dois compostos derivados do nitradd&xzol capazes de inibirem a
enzima HisG (Chet al, 2008).
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VIl. Conclusao

Apesar do declinio, a tuberculose continua comaelavtaxa de mortalidade. O

seu controlo baseia-se numa identificacéo e trattomapido e eficaz.

Um método de diagndstico ideal teria de identifi@arpresenca deMtb
diretamente da amostra, evitando assim, o tempded®wra do exame cultural. Nos
altimos anos, a comunidade cientifica tém-se eatlorgpara o desenvolvimento de
novas técnicas de diagndstico da tuberculose coior mensibilidade, especificidade e
rapidez. No entanto, estes novos testes apresamt@nimportante desvantagem: o
custo, inviabilizando a sua utilizacdo nos pais#sgs, onde a taxa de incidéncia ainda

se encontra elevada.

Na viragem do século XX para o XXI, e por culpaHtimem (tratamentos mal
prescritos, deficiente qualidade dos farmacos eadesdo por parte dos doentes, ao
longo dos anos), desenvolveu-se a maior ameacaedprs da tuberculose, a
tuberculose multirresistente. Os farmacos utilizagara o tratamento da tuberculose
multirresistente sdo geralmente menos eficazess maicos e mais dispendiosos do
que os farmacos do esquema terapéutico basica E&stacteristicas tornam o tempo de
tratamento mais longo, com custo superior e conompaibbabilidade de ndo adeséo ao
tratamento por parte do doente. Com esta problemabi arsenal disponivel para o
tratamento da tuberculose multirresistente temrimdo drasticamente, uma vez que

praticamente todos os farmacos aprovados apreseatos de resisténcia.

Embora estimulada pelos governos e organizacdesgod@namentais, o
recente interesse pela industria farmacéutica ésoltado em efeitos muito promissores
com a descoberta de novos farmacos capazes de teoméstirpes deMtb
multirresistentes e de novos locais alvo como Ipasa o desenvolvimento de novas
moléculas. Os novos farmacos apresentam resultadd® positivos, uma vez que
atuam em locais alvo ainda ndo explorados pelosa@ws convencionais. No entanto,
estes novos farmacos terdo de ser utilizados coita wautela de maneira a ndo ocorrer

0 aparecimento de resisténcia a estes novos fasmaco
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Por fim, o maior desafio do combate da tuberculesed ultrapassar os
obstaculos sociais e econémicos de forma a gamrgtesso adequado aos farmacos
antituberculosos para toda a populagdo mundial.

53



Tuberculose, Novos Desafios

VIIl. Bibliografia

Afanas'ev, M. V.et al. (2007). Molecular characteristics of rifampicimdaisoniazid-
resistant Mycobacterium tuberculosis isolates fria Russian Federatiod.
Antimicrob Chemotheg9, pp. 1057-1064.

Alangaden, G. Jet al. (1998). Mechanism of resistance to amikacin armthkaycin in
Mycobacterium tuberculosigntimicrob Agents Chemothet?, pp. 1295-1297.

Alffenaar, J. W.et al. (2011). Susceptibility of clinical Mycobacteriumbierculosis
isolates to a potentially less toxic derivate oéliolid, PNU-100480Antimicrob
Agents Chemotheb5, pp. 1287-1289.

Almeida Da Silva, P. E. e Palomino, J. C. (2011plédular basis and mechanisms of
drug resistance in Mycobacterium tuberculosis:sitad and new drugsournal
of Antimicrobial Chemotherappp. 1417-1430.

Andersson, M. I. e Macgowan, A. P. (2003). Develepmof the quinolonesJ
Antimicrob Chemotheg1 Suppl 1pp. 1-11.

Antunes, A. F. (2011). Ponto da Situacéo Epidengiokbe de Desempenh®rograma
Nacional de Luta Contra a Tuberculogp. 5-7.

Arbex, M. A. et al.(2010a). Drogas antituberculose: interacdes mewotosas, efeitos
adversos e utilizacdo em situacbes especiais e darfarmacos de primeira
linha. Jornal Brasileiro de Pneumologi86, pp. 626-640.

Arbex, M. A. et al.(2010b). Drogas antituberculose: interacbes matkcaosas, efeitos
adversos e utilizagdo em situacdes especiais e Rarfarmacos de segunda
linha. Jornal Brasileiro de Pneumologi&6, pp. 641-656.

Barkan, D. et al. (2012). Mycobacterium tuberculosis lacking all mlyc acid
cyclopropanation is viable but highly attenuated hgperinflammatory in mice.
Infect Immung80, pp. 1958-1968.

Batt, S. M.et al. (2012). Structural basis of inhibition of Mycobagtim tuberculosis
DprE1 by benzothiazinone inhibitoRRroc Natl Acad Sci U S AQ9 pp. 11354-
11359.

Beckert, P.et al. (2012). rplC T460C identified as a dominant matatin linezolid-
resistant Mycobacterium tuberculosis strafstimicrob Agents Chemothes,
pp. 2743-2745.

Bento, Jet al.(2011). Métodos diagndsticos em tuberculds#a Médica Portuguesa,
24, pp. 145-154.

Bombarda, Set al. (2001). Imagem em tuberculose pulmodarnal de Pneumologia,
27, pp. 329-340.

Brennan, P. J. (2003). Structure, function, andgémesis of the cell wall of
Mycobacterium tuberculosi$uberculosis (Edinb)83, pp. 91-97.

Brennan, P. J. e Nikaido, H. (1995). The enveldpaycobacteriaAnnu Rev Biochem,
64, pp. 29-63.

Brossier, F.et al. (2011). Molecular investigation of resistance lie antituberculous
drug ethionamide in multidrug-resistant clinicableges of Mycobacterium
tuberculosisAntimicrob Agents Chemothes5, pp. 355-360.

54



Tuberculose, Novos Desafios

Cantaloube, Set al. (2011). The Mycobacterium Tuberculosis FAS-II Detatases
and Methyltransferases Define the Specificity ad Mycolic Acid Elongation
ComplexesPL0oS ONESG, pp. €29564.

Cho, Y. et al. (2008). Discovery of novel nitrobenzothiazole Mitors for
Mycobacterium tuberculosis ATP phosphoribosyl tfarese (HisG) through
virtual screeningd Med Chem51, pp. 5984-5992.

Cole, S. T. e Riccardi, G. (2011). New tubercula$iags on the horizorCurrent
Opinion in Microbiology,14, pp. 570-576.

Hong Kong Chest Service/British Medical Researchir@d (1991). Controlled trial of
2, 4, and 6 months of pyrazinamide in 6-month,aktimes-weekly regimens for
smear-positive pulmonary tuberculosis, includingagasessment of a combined
preparation of isoniazid, rifampin, and pyrazinamidResults at 30 months.
Hong Kong Chest Service/British Medical Researclur@@éd. Am Rev Respir
Dis. 1991/04/01 ed.

Curry, F. J. (2008)Drug-Resistant Tuberculosis: A Survival Guide fdinCians,
Second Editionpp. 2-122.

Dalla Costa, E. Ret al.(2009). Correlations of mutations in katG, oxyRy@hand inhA
genes and in vitro susceptibility in Mycobacterituberculosis clinical strains
segregated by spoligotype families from tubercslgsievalent countries in
South AmericaBMC Microbiol, 9, pp. 39.

De Chastellier, C. (2009). The many niches andtesiras used by pathogenic
mycobacteria for survival within host macrophagesmunobiology,214, pp.
526-542.

Devasia, Ret al. (2012). High proportion of fluoroquinolone-resistaMycobacterium
tuberculosis isolates with novel gyrase polymomisisand a gyrA region
associated with fluoroquinolone susceptibilidyClin Microbiol, 50, pp. 1390-
1396.

Dover, L. G. et al. (2004). Crystal structure of the TetR/CamR fanmigpressor
Mycobacterium tuberculosis EthR implicated in ett@imide resistancel. Mol
Biol, 34Q pp. 1095-1105.

Duarte, R.et al. (2010a). Abordagem terapéutica da tuberculoss@ugio de alguns
problemas associados a medica¢@®vista Portuguesa de Pneumolodié, pp.
559-572.

Duarte, R. et al. (2010b). Tratamento da tuberculose de infeccdentat As
recomendacgdes actuaievista Portuguesa de Pneumolodié, pp. 809-814.

Esin, S.et al. (2013). Interaction of Mycobacterium tuberculosgl-wall components
with the human natural killer cell receptors NKpddd Toll like receptor 2.
Scand J ImmunoV'7, pp. 460-469.

Ferreira, A. e Avila, S. (2001)Diagnéstico Laboratorial das Principais Doencas
Infecciosas e Auto-Imunedgjo de Janeiro, Guanabara Koogan.

Ferreira, W e Sousa, J (200(licrobiologia, Volume 2,Lisboa, Lidel, edi¢cdes
técnicas,Lda.

55



Tuberculose, Novos Desafios

Frehel, C. e Rastogi, N. (1987). Mycobacteriumadepsurface components intervene in
the early phagosome-lysosome fusion inhibition &veriect Immun,55, pp.
2916-2921.

Goncalves, M. G.et al. (2012). Fast test for assessing the susceptibiity
Mycobacterium tuberculosis to isoniazid and rifampy real-time PCRMem
Inst Oswaldo Cruz1 07, pp. 903-908.

Grosset, J. Het al. (2012). New drugs for the treatment of tuberc@os$iope and
reality. Int J Tuberc Lung Dis]6, pp. 1005-1014.

Hanoulle, X.et al. (2006). Selective intracellular accumulation cé thajor metabolite
issued from the activation of the prodrug ethiordemin mycobacteriaJ
Antimicrob Chemotheg8, pp. 768-772.

Hazbon, M. H.et al. (2005). Role of embB codon 306 mutations in Myatéaum
tuberculosis revisited: a novel association withaar drug resistance and I1IS6110
clustering rather than ethambutol resistaagimicrob Agents Chemothet9,
pp. 3794-3802.

Howard, D. H.et al. (2003). The global impact of drug resistanCén Infect Dis, 36,
pp. S4-10.

Huggett, J. F.et al. (2003). Tuberculosis: amplification-based cliniadibgnostic
techniquesThe International Journal of Biochemistry & CelldBgy, 35, pp.
1407-1412.

Hwang, H. Y.et al. (2003). Characterization of rifampicin-resistanyddbacterium
tuberculosis in Taiwarl Med Microbiol,52, pp. 239-245.

Jankute, M.et al. (2012). Arabinogalactan and lipoarabinomannan yoitbesis:
structure, biogenesis and their potential as dangets.Future Microbiol, 7, pp.
129-147.

Jarlier, V. e Nikaido, H. (1994). Mycobacterial Icefall: structure and role in natural
resistance to antibioticEEMS Microbiol Lett 123 pp. 11-18.

Jou, N. T.et al. (1997). Single-tube, nested, reverse transcrige&3e for detection of
viable Mycobacterium tuberculosis Clin Microbiol, 35, pp. 1161-1165.

Lamichhane, G. (2010). Novel targets in M. tubessid: search for new drugbrends
Mol Med, 17, pp. 25-33.

Lau, R. W.et al. (2011). Molecular characterization of fluoroquioioé resistance in
Mycobacterium tuberculosis: functional analysisggfA mutation at position
74. Antimicrob Agents Chemothd5, pp. 608-614.

Lee, P. J. e Krilov, L. R. (2006). Developing Infeas Disease Strategies for the
Developing World.In: ANTHONY, W. (ed.) Annual Reports in Medicinal
Chemistry, 41pp. 275-285.

Ling, D. I. et al.(2008). Commercial Nucleic-Acid Amplification Tedor Diagnosis of
Pulmonary Tuberculosis in Respiratory SpecimenstaMaalysis and Meta-
RegressionPLoS ONEJ3, pp. €1536.

Loddenkemper, Ret al. (2002). Strategies against multidrug-resistanetailosis Eur
Respir J Suppl36, pp. 66-77.

56



Tuberculose, Novos Desafios

Ma, Z. et al. (2010). Global tuberculosis drug development migelthe need and the
reality. Lancet,375 pp. 2100-2109.

Marttila, H. J. et al. (1998). A Ser315Thr substitution in KatG is predaant in
genetically heterogeneous multidrug-resistant Mypcbddrium tuberculosis
isolates originating from the St. Petersburg are®ussia. Antimicrob Agents
Chemother42, pp. 2443-2445.

Mathys, V.et al. (2009). Molecular genetics of para-aminosalic@®d resistance in
clinical isolates and spontaneous mutants of Myct#aum tuberculosis.
Antimicrob Agents Chemothés3, pp. 2100-2109.

Maus, C. E.et al. (2005). Mutation of tlyA confers capreomycin régige in
Mycobacterium tuberculosigintimicrob Agents Chemothet9, pp. 571-577.

Molle, V. et al. (2010). Phosphorylation of InhA inhibits mycolicia biosynthesis and
growth of Mycobacterium tuberculosislolecular Microbiology,78, pp. 1591-
1605.

Morlock, G. P.et al. (2003). ethA, inhA, and katG loci of ethionamiassistant clinical
Mycobacterium tuberculosis isolateAntimicrob Agents Chemothed?, pp.
3799-3805.

Nathan, Cet al.(2008). A philosophy of anti-infectives as a guidéhe search for new
drugs for tuberculosig.uberculosis88, Supplement,pp. 25-33.

Ohno, H.et al. (1996). Relationship between rifampin MICs for apdB mutations of
Mycobacterium tuberculosis strains isolated in fdapantimicrob Agents
Chemother40, pp. 1053-1056.

Ojha, A. K. et al. (2008). Growth of Mycobacterium tuberculosis o containing
free mycolic acids and harbouring drug-toleranttiéxaa. Mol Microbiol, 69, pp.
164-174.

Parsons, L. Met al. (1997). DRUG RESISTANCE IN TUBERCULOSI#fectious
disease clinics of North Americal, pp. 905-928.

Portugal, l.et al. (2008). Epidemiologia molecular de Mycobacteriwhdrculosis em
Lisboa.Revista Portuguesa de Pneumologidy , pp. 240-241.

Prabowo, S. Aet al. (2012). Targeting multidrug-resistant tuberculddtOR-TB) by
therapeutic vaccine®ed Microbiol Immunol|, pp. 4-6.

Rastogi, N.et al. (2001). The mycobacteria: an introduction to nooctemre and
pathogenesifkev Sci TeclR0, pp. 21-54.

Rengarajan, Jet al. (2004). The folate pathway is a target for resistato the drug
para-aminosalicylic acid (PAS) in mycobactef&ol Microbiol, 53, pp. 275-
282.

Rouse, D. A.et al. (1996). Site-directed mutagenesis of the katG gefe
Mycobacterium tuberculosis: effects on catalasexidase activities and
isoniazid resistancélol Microbiol, 22, pp. 583-592.

Rubinstein, E. e Keynan, Y. (2013). Quinolones fimycobacterial infectionsint J
Antimicrob Agents42, pp. 2-4.

Russell, D. G. (2007). Who puts the tubercle ireteblosis™Nat Rev Microbiol5, pp.
39-47.

57



Tuberculose, Novos Desafios

Rustomjee, Ret al. (2008). A Phase Il study of the sterilising ad¢ies of ofloxacin,
gatifloxacin and moxifloxacin in pulmonary tuberasis.Int J Tuberc Lung Dis,
12, pp. 128-138.

Safi, H. et al. (2008). Transfer of embB codon 306 mutations immical
Mycobacterium tuberculosis strains alters susc#ipyibo ethambutol, isoniazid,
and rifampin Antimicrob Agents Chemothé&s2, pp. 2027-2034.

Scorpio, A.et al. (1997). Characterization of pncA mutations in gynamide-resistant
Mycobacterium tuberculosigntimicrob Agents Chemothet], pp. 540-543.

Singh, P. e Kant, L. (2002). What is new in the ddiasis of Tuberculosis? Part I
Techniques for diagnosis of Tuberculodigdian Council of Medical Research,
32, pp. 1-8.

Somoskovi, A.et al. (2001). The molecular basis of resistance to &ndj rifampin,
and pyrazinamide in Mycobacterium tuberculoRiespir Res2, pp. 164-168.

Sousa, J. C. (2006Manual de Antibidticos Antibacterianos, 22 edicaedicOes
Universidade Fernando Pessoa.

Swanson, Set al. (2009). KasA, Another Brick in the MycobacteriaklCWall.
Structure, 17, pp. 914-915.

Tahlan, K.et al. (2012). SQ109 targets MmpL3, a membrane transpofté&rehalose
monomycolate involved in mycolic acid donation twe tcell wall core of
Mycobacterium tuberculosigntimicrob Agents Chemothés6, pp. 1797-18009.

Theron, G.et al. (2012). The use of an automated quantitative pehase chain
reaction (Xpert MTB/RIF) to predict the sputum smetatus of tuberculosis
patients Clin Infect Dis,54, pp. 384-388.

Udwadia, Z. Fet al.(2012). Totally drug-resistant tuberculosis initncClin Infect Dis,
54, pp. 579-581.

Van Den Boogaard, Jet al. (2009). New drugs against tuberculosis: problems,
progress, and evaluation of agents in clinical tgraent. Antimicrob Agents
Chemotherb3, pp. 849-862.

Van Rie, A.et al. (2010). Xpert((R)) MTB/RIF for point-of-care diagsis of TB in
high-HIV burden, resource-limited countries: hype hmpe?Expert Rev Mol
Diagn, 10, pp. 937-946.

Vander Beken, Set al. (2011). Molecular structure of the Mycobacteriwrnédrculosis
virulence factor, mycolic acid, determines theitdt inflammatory patterrEur
J Immunol 41, pp. 450-460.

Vannelli, T. A. et al. (2002). The antituberculosis drug ethionamidedsvated by a
flavoprotein monooxygenasé Biol Chem277, pp. 12824-12829.

Vega, A. et al. (2005). Micobacteriasin: CERCENADO R, C. R., EDITORS (ed.)
Recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Enfadeednfecciosas y
Microbiologia.

Von Groll, A. et al. (2009). Fluoroquinolone resistance in Mycobacteriuberculosis
and mutations in gyrA and gyrBntimicrob Agents Chemothes3, pp. 4498-
4500.

58



Tuberculose, Novos Desafios

WHO, World health Organization (2010). Global Tuh#dosis Control: key findings
from the December 2009 WHO repoteekly epidemiological recor@5, pp.
69-80.

Wright, A. et al. (2006). Emergence of Mycobacterium tuberculosigh veixtensive
resistance to second-line drugs--worldwide, 2000420AiMWR Morb Mortal
WKIly Repp55, pp. 301-305.

Zaunbrecher, M. Aet al. (2009). Overexpression of the chromosomally endode
aminoglycoside acetyltransferase eis confers kanmmyresistance in
Mycobacterium tuberculosi®roc Natl Acad Sci U S AQ6 pp. 20004-20009.

Zhang, M.et al. (1998). Growth of virulent and avirulent Mycobaaien tuberculosis
strains in human macrophagésgect Immung6, pp. 794-799.

Zhang, Y. e Mitchison, D. (2003). The curious cleteastics of pyrazinamide: a
review.Int J Tuberc Lung Dis/, pp. 6-21.

Zhang, Y. e Yew, W. W. (2009). Mechanisms of dregistance in Mycobacterium
tuberculosisint J Tuberc Lung Disl3, pp. 1320-1330.

Zhang, Y.et al. (2003). Susceptibility of Mycobacterium tubercuso® weak acids]
Antimicrob Chemotheg2, pp. 56-60.

59



