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Resumo

A tuberculose (TB) ¢ uma enfermidade que afeta a populagdo mundial hd séculos.
Porém, com o surgimento da resisténcia aos farmacos utilizados para seu tratamento e a co-
infeccdo de pacientes com AIDS, ha a preocupacao da ocorréncia de uma pandemia mundial.
Hé necessidade de novos farmacos, novos mecanismos de acdo e alternativas terap€uticas
para combater essa doenca. Desde que o genoma do M.th foi seqiienciado, estudos estdo
sendo realizados a fim de compreender o metabolismo desse microorganismo para, entdo,
identificar potenciais alvos para o desenho de novos farmacos. A fase latente da doenga ¢ um
outro problema relacionado a ressurgéncia da doenca. Agora ja se tem conhecimento de
varios pontos chaves na fisiologia desse evento, abrindo caminho para a sintese de novos
compostos que atuem sobre essa fase. Além disso, ja se conhece algumas vias metabolicas
essenciais para o M.th. como, por exemplo, a biossintese de proteinas, da parede celular, de
aminodcidos para os quais existem pesquisas com a finalidade de desenvolver inibidores para
as enzimas que atuam nessas vias. Atualmente, alguns compostos estdo em ensaios clinicos e
mostram resultados promissores como, por exemplo, o TMC-207 ¢ o PA-824. Uma
alternativa terapéutica ¢ considerar a utilizacdo de medicamentos que, antes, eram especificos
para outras doencas e, agora, conhece-se sua acao no tratamento da TB. Nesse contexto estao
as fluorquinolonas MFX e GTX que mostram-se efetivas, principalmente quando associadas a
outros farmacos. As rifamicinas s3o outra classe de farmacos, que para as cepas sensiveis a
elas, mostram ser bem efetivas no tratamento da TB. Derivados da rifampcina estdo sendo
sintetizados para otimizar algumas caracteristicas das moléculas e diminuir o tempo de
tratamento. Entre elas destaca-se a rifapentina, rifabutina e o rifalazil. Para que essa doenca
seja erradicada € necessario que, cada vez mais, governos e industrias farmacéuticas invistam

na busca de novos mecanismos de agdo e no desenvolvimento de novos farmacos.
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1. Introducao

A tuberculose (TB) ¢ uma doenca causada pelo microorganismo Mycobacterium
tuberculosis (M.th), um bacilo aerdbico obrigatério que na sua forma ativa afeta
principalmente os pulmdes, mas em 25% dos casos, maioria criancas € pacientes

imunodeprimidos, acaba invadindo o sistema circulatério e infectando outros 6rgaos.

Aproximadamente um ter¢o da populacdo mundial ¢ contaminada pelo M.7b, a cada
ano, 8,8 milhdes de pacientes sdo diagnosticados com a forma ativa da doenga' e cerca de 1,7
milhdes de pessoas morrem por ano devido a essa enfermidade®. O Brasil ocupa o 13° lugar
no ranking dos 22 paises que concentram 80% dos casos de TB no mundo, possuindo,
atualmente, em torno de 50 milhdes de pessoas infectadas, mas que ndo desenvolveram a

doenga. No pais surgem 111 mil novos casos anualmente e 6 mil mortes sdo registradas’.

Um dos principais fatores que sustentam a atual epidemia mundial de TB ¢ a expansdo
da imunodeficiéncia (HIV). Em torno de 9% dos novos casos de TB sdo em pacientes
portadores do HIV. Pessoas infectadas somente com M.tbh na forma latente possuem em torno
de 10% a 20% de chances de desenvolver a doenca durante toda a vida. No entanto, co-
infectados com HIV apresentam 10% de chance de desenvolver a doenga anualmente®. Esta
infec¢do suprime o sistema imune e aumenta o risco de desenvolvimento da tuberculose
ativa®, pois o baixo niimero de linfocitos CD4 leva a formagdo inadequada do granuloma. A
ativacao das células mononucleares durante a resposta imune do hospedeiro ocasiona a
replicacdo acelerada do HIV, aumentando a carga viral nos tecidos onde, inicialmente, estava
0 M.tb, além de invadir a corrente sanguinea®’. O maior problema dos pacientes co-infectados
¢ a descontinuagdo do uso dos medicamentos antiretrovirais (ART) e anti-tuberculose em

virtude das intera¢des medicamentosas e da toxicidade associada a esses medicamentos”.

O sistema imune do hospedeiro infectado com M.tb reage formando um granuloma
que para a multiplicagdo do bacilo, suprimindo a ameaga da doen¢a ativa. O granuloma
isolado adapta o metabolismo para um estado dormente, ndo multiplicativo, que acredita-se
ser restrito de oxigénio, de nutrientes e de resposta imune. Entre esses, a deplecao de oxigénio
¢ o que tem sido mais abrangentemente estudado®. Dessa forma, a TB latente persiste por

anos, podendo passar para a forma ativa caso o sistema imune do individuo infectado falhe
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(pacientes imunodeprimidos)®. As necessidades metabolicas do M.tb durante a fase de laténcia
ndo sdo totalmente conhecidas. Muitos estudos tém sido desenvolvidos para simular mais
adequadamente o microambiente dentro do granuloma®. Porém, a maioria dos modelos
animais utilizados atualmente sdo incapazes de simular adequadamente todas as

caracteristicas patologicas das fases ativa e latente da TB humana’.

A acdo dos farmacos na fase de laténcia ndo ¢ muito bem explicada, mas acredita-se
que bacilos latentes devem possuir uma pequena demanda metabolica de precursores para
manutengdo e reparo da parece celular ou, entdo, as populagdes de bactérias possuem um

intervalo entre as fases replicante e latente quando ocorre a agdo dos farmacos’.

O tratamento dos individuos infectados por M.th é realizado com os farmacos de
primeira linha que incluem a isoniazida, a rifampicina, a pirazinamida e o etambutol ou
estreptomicina’ (figura 1). Esses farmacos fazem parte da DOTS (directly observed therapy
short-course), estratégia desenvolvida pela Organizagdo Mundial da Satde (OMS) para
otimizar a resposta ¢ aderéncia ao tratamento, que dura em torno de 6 meses'. Isoniazida,
rifampcina, etambutol e pirazinamida sdo administrados, inicialmente, por dois meses a fim
de eliminar as bactérias em todos os estadgios de crescimento. O tratamento continua com a
utilizagao de rifampicina e isoniazida por mais quatro meses para eliminar qualquer forma

latente residual.
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Figura 1. Estruturas quimicas dos farmacos de primeira linha anti-TB

A estreptomicina (ESM), descoberta em 1944, foi o primeiro antibiotico capaz de
agir de maneira eficaz contra o M.th*. Pertencente a classe dos aminoglicosideos, interfere na
sintese protéica, pois se liga a uma proteina ribossomal, causando a leitura errada do RNAm
levando, assim, a sintese de uma proteina defeituosa''. Apos cinco anos do inicio da utilizagdo

dessa monoterapia, um teste clinico mostrou que o numero de pacientes que respondiam



efetivamente ao tratamento estava diminuindo e a taxa de resisténcia a esse farmaco
aumentando. Em virtude desse achado, introduziu-se o 4cido p-aminosalicilico (PAS), um
farmaco de segunda linha, e da isoniazida ao tratamento concomitante a estreptomicina. Essa
combinacdo de farmacos foi o tratamento base para a tuberculose por uma década. Porém, em
1961, o 4cido p-aminosalicilico foi substituido pelo etambutol (EMB), um farmaco melhor
tolerado € com tempo de tratamento menor’. O EMB age de forma especifica sobre as
enzimas chave na biossintese e polimerizacdo de componentes da parede celular tais como o
arabinano, arabinogalactano e o lipoarabinomanano. O PAS ndo tem seu mecanismo de a¢ao
totalmente elucidado, no entanto, atribui-se o seu efeito a inibi¢do da sintese de acido folico,

do metabolismo do 4cido salicilico e do transporte de ferro no microorganismo'.

A isoniazida (INH), introduzida em 1952, ¢ um pro-farmaco que origina um
metabolito potente, que liga-se a proteina ACP redutase NADH-especifica, capaz de oxidar os
grupos protéicos que iriam atuar na sintese de acido micélico'. Assim, a deplegio desse acido
causa a morte da bactéria''. A monoterapia de INH tem sido indicada para o tratamento da
tuberculose latente®. A pirazinamida (PZA), descoberta em 1954, ¢ um pro-farmaco,
derivado sintético da nicotinamida. E efetiva contra as formas latentes em ambientes acidos
como nos macrofagos. O fdrmaco ¢ transformado pela enzima pirazinamidase em &acido

pirazindico que, em pHs baixos, inativa a biossintese de um 4cido graxo vital''.

A rifampcina (RIF), introduzida na terapéutica em 1967, representa a ultima nova
classe de antibidticos de primeira linha. Liga-se a subunidade B da RNA polimerase-DNA
dependente, inibindo a transcricdo do RNAm e, consequentemente, a sintese de proteinas do
M. A RIF é um indutor das enzimas do citocromo P450, sobretudo a CYP3A4,
ocasionando, portanto, interacdes com outros medicamentos que também sdo metabolizados
por essas enzimas, principalmente os utilizados por portadores de HIV como os inibidores da
protease e da transcriptase reversa. Essa interacdo faz com que a indugdo dessas enzimas
aumente a metabolizag¢do dos inibidores da protease e da transcriptase reversa e, dessa forma,
diminui a concentragdo e o efeito desses farmacos. Isso diminui a aderéncia ao tratamento,
aumenta o avango da doenca e predispde pacientes imunodeprimidos a um relapso da doenga,

além do desenvolvimento de resisténcia®”.

Como os farmacos usados no tratamento da TB estdo sendo utilizados hd mais de
quarenta anos, ocorreu o desenvolvimento de cepas resistentes, devido ao uso descontinuado

e/ou inadequado. A resisténcia ¢ causada por mutagdes cromossOmicas nos genes que



codificam os alvos dos farmacos. Resisténcia primaria ocorre quando uma cepa de M.tb ¢
transmitida a um hospedeiro e, essa ja ¢ resistente aos farmacos indicados. Entretanto,
resisténcia adquirida ocorre quando as cepas tornam-se resistentes apds exposi¢ao continua ou
inadequada aos farmacos. A resisténcia ocorre principalmente com a isoniazida e a

rifampcina''.

A emergéncia da multi-resisténcia aos tuberculostaticos (multidrug—resistant MDR-
TB) e também da resisténcia extensiva aos tuberculostaticos (extensively drug resistant
XDR-TB) ¢ uma ameaca a saude publica global. Estatisticas mostram que em torno de 69%
dos pacientes curados da doenca ativa e que foram submetidos a tratamentos assistidos por 18
meses apresentam tuberculose MDR. No entanto, apenas 1% dos casos de tuberculose MDR
recebeu tratamentos adequados a essa condicdo. Combinagdes de farmacos de primeira e
segunda linha sdo utilizadas para o tratamento da tuberculose MDR e XDR, de acordo com os
testes de sensibilidade aos farmacos. Os farmacos de segunda linha geralmente sdo mais
caros, menos efetivos, apresentam mais efeitos adversos, sdo mais toxicos e sdo usados por
periodos mais longos em comparacao aos de primeira linha, além de ndo estarem disponiveis
em todas as localidades®. Nessa classificagdo incluem-se os aminoglicosideos (canamicina e
amicacina), cicloserina, terizidona, etionamida, protionamida, capreomicina, &cido p-
aminosalicilico e as fluorquinolonas (ofloxacino, levofloxacino, gatifloxacino e
moxifloxacino). Na tabela 1 estdo indicados os mecanismos de ag¢do dos farmacos

tuberculostaticos*’.

Tabela 1. Farmacos utilizados no tratamento da TB e seus mecanismos de acao.

Farmaco Descrigdo Quimica Classe Mec. de Agdo Processo Bioldgico Inibido
INH Acido nicotinico hidrazida 12 linha Bactericida Sintese de acido micdlico
RIF Derivado rifamicina 12 linha Bactericida Sintese de proteinas
PZA Derivado nicotinamida 12 linha Bactericida Desconhecido
EMB Etileno diimino di-1- 12 linha Bacteriostatico Sintese de lipidio e parede

butanol celular
RBU Derivado rifamicina 22 linha Bactericida Sintese de proteinas
ESM Aminoglicosideo 22 linha Bactericida Sintese de proteinas

KAN/AMI Aminoglicosideo 22 linha Bactericida Sintese de proteinas

CAP/VIO Peptideo ciclico 22 linha Bactericida Sintese de proteinas

CIP/OFX Fluorquinolona 22 linha Bacteriostatico Replicagdo do DNA
LFX Fluorquinolona 22 linha Provavelmente Replicagdo do DNA

Bactericida
MFX/GFX Novas fluorquinolonas 22 linha Bactericida Replicagdo do DNA
ETH/PTH Derivados acido 22 linha Bacteriostatico Sintese de acido micdlico
nicotinico
PAS Acido p-aminosalicilico 22 linha Bacteriostatico Desconhecido
CS D-cicloserina 22 linha Bacteriostatico Sintese parede celular



TAC Tiacetazona 22 linha Bacteriostatico Sintese de acido micélico

CLR Derivado eritromicina 32 linha Bactericida Sintese de proteinas
AMX/CLA B-lactamico + inibidor B- 32 linha Bactericida Sintese parede celular
lactamase
CFZ Clofazimina 32 linha Bacteriostatico Fungdo da membrana
celular
LZD Derivado oxazolidinona 32linha Bactericida Sintese de proteinas

Adaptado de referéncia 4

Uma dificuldade adicional no tratamento da tuberculose é a resisténcia encontrada
também aos farmacos de segunda linha, principalmente as fluorquinolonas, canamicina,

amicacina e capreomicina’.

Atualmente ja se tem conhecimento dos genes envolvidos no desenvolvimento de
resisténcia a esses medicamentos. Sabe-se que mutagdes envolvendo o gene que codifica a
subunidade f da RNA polimerase-DNA dependente (rpoB) ¢ o responsavel pela resisténcia as
rifamicinas'?. A resisténcia & PZA ocorre em mutagdes no gene pncA que codifica a
pirazinamidase, enzima responsavel pela ativagdo da PZA". Os genes responsaveis pela
resisténcia a ESM sdo os que codificam a proteina ribossomal a qual liga-se o farmaco (psL)
e o que codifica a subunidade 16S rRNA do ribossomo (7ss). Mutagdes nesses genes levam a
resisténcia ao farmaco, que ndo interage adequadamente com seus sitios de ligacdo. A
resisténcia a INH ¢ resultado de mutacdes em varios genes da M.th. Um desses genes € o
katG que codifica a catalase-peroxidase, enzima responsavel pela ativagdo da INH. Essas
mutacdes fazem com que a enzima perca sua atividade. Outro gene indutor da resisténcia da
INH ¢ o inhA que codifica a proteina ACP redutase NADH-especifica'’. Mutagdes no gene

embB que codifica uma arabinosiltransferase sdo responsaveis pela resisténcia ao etambutol .

Pode-se concluir, pelo exposto, que a terapia atual apresenta falhas, sendo necessarias
novas alternativas terapéuticas. Neste contexto, a busca de novos farmacos com novos
mecanismos de agdo, a fim de se contornar o problema de cepas resistentes, além de permitir
tratamentos mais curtos, mais efetivos, menos toxicos e com menos efeitos adversos, tem sido
objeto de investigacdo'. Na tabela 2 estdo indicadas as propriedades requeridas para os novos

farmacos tuberculostaticos.
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Tabela 2. Caracteristicas requeridas para o desenvolvimento de novos farmacos.

Caracteristicas requeridas para novos farmacos anti-TB

Simplificar ou reduzir duragdo do tratamento Forte a¢do bactericida e atividade esterilizante

Toxicidade aceitdvel Baixa incidéncia de efeitos adversos

Ativo contra MDR/XDR - TB Sem resisténcia cruzada com farmacos de
primeira linha

Poder ser utilizado em pacientes co-infectados InteragGes minimas com anti-retrovirais

com HIV

Ativo contra a TB latente Atividade contra bacilos latentes
N3o apresentar efeito toxico com outros farmacos
anti-TB
N3o apresentar efeito téxico com farmacos anti-
HIV

Adaptado de referéncia 1.

O rapido desenvolvimento de novos fairmacos antituberculose, no entanto, apresenta
obstaculos. O primeiro estd relacionado a dificuldade na identificacdo de varios compostos
com agao frente ao M.th, visto que devem possuir atividade bactericida e esterilizante. O
segundo, ¢ que o mercado para esses farmacos ¢ associado a lucros insuficientes, ndo atraindo
o investimento das empresas farmacéuticas. O custo médio do desenvolvimento de um novo
farmaco ¢ de aproximadamente 115 a 240 milhdes de dolares e as empresas farmacéuticas
alegam que o tempo para retorno financeiro ¢ muito grande para os antimicrobianos em geral.
A fim de contornar a relutdncia das empresas farmacéuticas, organizagdes governamentais e
ndo-governamentais tém investido na pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. O
governo dos Estados Unidos, em 2000, criou um consoércio firmando parcerias entre o setor
publico e privado resultando na Global Alliance for TB Drug Development (GATB), para

financiar pesquisas na area'*,

Quando os candidatos a fairmacos anti-TB chegam aos testes clinicos, surge outro
empecilho: a falta da capacidade de conduzir esses testes com grande niimero de pacientes.
Esses testes deveriam ser conduzidos em paises onde ha altos indices da doenca, ou seja, os
paises em desenvolvimento. No entanto, a falta de infra-estrutura e pessoas adequadamente

treinadas impede o bom andamento dos ensaios clinicos de fase IIT"~.

Diante do exposto, o objetivo desse trabalho ¢ realizar uma revisdo da literatura
contemplando os conhecimentos mais atuais sobre o microorganismo Mycobaterium
tuberculosis enfocando, principalmente, os novos e potenciais mecanismos de agdo para o

desenvolvimento de farmacos, alternativas terapéuticas para contornar o problema da
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resisténcia aos medicamentos atualmente disponiveis e as novas moléculas que estdo em

ensaios clinicos.
2. Metodologia

A revisdo da literatura foi realizada no ISI Web of Science utilizando as seguintes
palavras-chaves: tuberculosis, tuberculosis new mechanism of action, novel mechanism of
action, new targets to drugs, latent tuberculosis infection, tuberculosis new drugs. Foram
selecionados artigos a partir de 2005 de livre acesso. A selegdo dos artigos baseou-se,
inicialmente, na andlise dos titulos. Foi dado preferéncia aos textos que abordavam a
descoberta de novos compostos com atividade sobre o M.tb, de novos mecanismos de acao ou
novas abordagens para desenvolvimento de fdrmacos. Artigos caracterizando a sintese de
novos compostos distanciavam-se do objetivo do trabalho e, portanto, foram excluidos. A

busca na literatura foi realizada no periodo de fevereiro a maio de 2010.
3. Novos alvos terapéuticos para o tratamento da TB

A determinacdo da seqiiéncia gendmica do M.tb foi publicada somente em 1998.
Desde entdo estdo sendo estudadas as rotas metabolicas, enzimas, padrao de expressao de
genes essenciais para a sobrevivéncia do microorganismo, etc. A partir dessas informagdes
pode-se identificar alvos para o desenvolvimento de novos medicamentos, assim como a

avaliagdo da regulacdo desses genes essenciais'®.
3.1 Potenciais alvos na fase de laténcia

Muitos estudos estdo sendo realizados a fim de avaliar os padroes de expressdo dos
genes essenciais para o crescimento e poder de infeccdo do M.th em condigdes especificas em

diferentes modelos de dorméncia.
3.1.1 Acéao sobre o0 DevR regulon (dosR regulon)

Sabe-se que o M.tb pode adaptar seu metabolismo diante de variacdes ambientais
como, por exemplo, a passagem da fase replicante do bacilo para a fase de laténcia. O
mecanismo pelo qual essa adaptacdo ocorre parece ser explicado pela regulagdo de 53 genes
pertencentes a um sistema de transdu¢ao de sinal conhecido como DevR regulon. Esses genes
sdao induzidos quando o DevR ¢ ativado. Entre esse genes, encontram-se oito envolvidos no
transporte de elétrons e onze que estdo envolvidos na sintese de trigliceridios e no

metabolismo de carboidratos, sendo de extrema importancia, visto que grande parte da
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adaptacdo do M.tb para a fase de laténcia envolve a troca da fonte de carbono a partir da

glicose para os acidos graxos.

A 1identificacdo dos genes foi feita através da expressdo diferencial desse genes em
cepas virulentas e nao virulentas de M.tb sob condigdes de hipoxia, que simula ambiente do
granuloma, e de elevada concentracdo de o6xido nitrico (NO), que simula o ambiente
produzido pelos mecanismos de resposta imune do hospedeiro. Essas condi¢des mostraram

ativar o sistema DevR e adaptar o metabolismo do M.tb a fase de laténcia (figura 2).

Um mecanismo de acgdo a ser considerado leva em conta a importancia que o sistema
regulatorio DevR possui sobre o metabolismo latente. Caso o DevR fosse interrompido,
poderia, entdo, ocorrer um problema metabolico. A célula poderia sofrer expressao
desregulada, aumento da demanda metabolica e insuficiéncia de nutrientes pelos quais
poderia ndo se recuperar, levando a morte do microorganismo, um resultado conveniente para

o tratamento da TB'’.

Além desses genes, existem outros que influenciam de diversas formas o metabolismo
durante essa fase adaptativa. Entre eles destacam-se os genes devS e devl que codificam
proteinas quinases sensoras pertencentes aos sistemas regulatorios de resposta no M.tb. Esses
sistemas sdo constituidos por uma proteina sensora: uma quinase ou histidina quinase (HPK)
e por uma proteina reguladora de resposta (RR). As HPK sao auto-fosforiladas em resposta a
um sinal especifico e entdo regulam a atividade da proteina RR e do DevR. Na falta ou na
inibicdo dessas HPK, o sistema DevR ndo ¢ ativado. Nesse contexto, um inibidor bifuncional
ou uma combinag¢do de compostos poderia atacar as proteinas quinases sensoras, bloqueando
o sitio de ligagdo da devR ao seu local de ligagdo ao DNA, evitando a expressao desses genes,
levando o microorganismo a voltar para sua forma ativa, tornando-se alvo para os farmacos

anti-TB comumente utilizados'”'®.
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Figura 2. Influéncia do O, e NO na ativacdo do sistema DevR.
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Além disso, durante a fase de laténcia, o NO liga-se de 150 a 500 vezes melhor as
proteinas sensoras do que o oxigénio, explicando porqué baixos niveis de NO desencadeia, no
microorganismo, um mecanismo de protecdo em resposta aos intermedidrios reativos de
nitrogénio que sdo gerados durante a resposta imune do hospedeiro. Nesse contexto, um alvo
para o desenvolvimento de farmacos ¢ a inibi¢ao da dihidrolipoamida acetiltransferase (Dlat),
uma enzima que protege o bacilo desses intermedidrios reativos. Assim, farmacos inibidores
da Dlat matariam seletivamente as formas latentes do M.th em modelos de hipoxia e privagao

de nutrientes.

Um screening de compostos foi realizado e aqueles que se mostraram mais potentes na
inibicdo da enzima foram as rodaninas (2-tioxo-tiazolidi-4-onas). A partir desses compostos,
mais inibidores seletivos foram sintetizados e tiveram sua relacao estrutura-atividade avaliada.
O composto D157070 (figura 3) foi o que apresentou os resultados mais promissores,
seguindo em testes especificos posteriores. Além disso, acredita-se que esse composto atinja
mais de um alvo no M.th, pois concentragdes elevadas do composto foi encontrada no

microorganismo.

S
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Figura 3. Estrutura quimica do composto D157070.
3.1.2 Inibicao da Isocitrato liase

Como acredita-se que a fase de laténcia do M.tb estd relacionada a um ambiente
hipdxico, vias alternativas ndo oxidativas para producao de energia devem ser ativadas para a
sobrevivéncia do microorganismo. Nesse contexto, aparece a isocitrato liase (ICL), uma
enzima crucial no desvio do glioxilato para a producdo de energia e da biossintese
micolipidica®. Em condi¢des anaerdbicas, o nivel dessa enzima, no M.th, eleva-se. Essa
enzima converte o acetilCoA originado pela oxidacdo dos acidos graxos em succinato e
posteriormente em glicose. Esse processo desvia os passos da oxidagcdo do Ciclo de Krebs
para a producdo de energia na forma de NAD (nicotinamida adenina dinucleotideo) a partir de

acidos graxos®.
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Um screening inicial de compostos levando em consideragdo, primeiramente,
atividade inibitoria sobre a ICL e posteriormente o efeito sobre o crescimento e sobrevivéncia
da micobactéria foi realizado por um grupo de pesquisadores. Dois compostos destacaram-se
por apresentar atividade inibitdria: o 3-nitropropionato e o 3-bromopiruvato. A partir de
entdo, essas duas moléculas sdo candidatas para o desenho de estruturas derivadas para o

desenvolvimento de novos farmacos anti-TB¥.
3.1.3 Biossintese de NAD

Manter o balanco REDOX entre NAD/NADH dentro das células ¢ de extrema
importancia para a sobrevivéncia do M.tb, principalmente em estado hipdxico, no qual
aceptores de elétrons alternativos devem ser utilizados. Uma intervencao terapéutica que visa

atingir esse balango ¢ a utilizagdo de inibidores para as enzimas das duas rotas de sintese de

NAD®.

Algumas moléculas inibidoras da NAD sintetase, enzima importante para a biossintese
de NAD, foram testadas e mostraram atividade bactericida at¢é mesmo em M.tb latentes,
entretanto testes posteriores ndo puderam ser conduzidos por causa da toxicidade dessas
moléculas (figura 4). Em sintese, as rotas de biossintese de NAD sdo um atrativo para o

desenvolvimento de novos farmacos anti-TB?..

BnO BrO. s BO. - B0 =y s i NP
0 o0 Ceome O Oy
g @,l_ Ay = N \-f-my Ole
() | (e i Y () —\ @/ “a 2R N
D\(ll\,éﬂ DY_é'—\_ ,-P"/— 4 J! /Ilp D\"/—\/\_q,;\—h.\- o] —/®
. ; X o p=
I X =/ @A \g -~ I I

Figura 4. Estrutura de algumas moléculas promissoras com acdo inibitdria sobre a NAD

sintetase.
3.2 Potenciais alvos no M.tb in vitro
3.2.1 Serina/treonina quinases como alvos terapéuticos

Proteinas quinases (PK) s3o uma ampla familia de proteinas que catalizam a
fosforilacdo de outras proteinas. A fosforilacdo dessas proteinas € responsavel pela regulacao
celular, assim como a transducao de sinais na célula. Devido as suas fun¢des de extrema
importancia, as PKs tém sido alvos de estudos para o desenvolvimento de novos fairmacos que

modulem suas fungdes™.
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Nesse contexto, destacam-se as proteinas serina/treonina quinases que estdo presentes
em alta proporcdo no M.th, comparadas com o sistema de histidinas quinases (HK) de
resposta aos estimulos ambientais. Onze proteinas quinases dessa familia foram identificadas

no M.tb e nomeadas de PknA ao PknL.

Fernandez e colaboradores (2006) testaram o efeito de dezoito inibidores competitivos
da ATP sobre a fosforilagio da PKnB, uma proteina essencial para o crescimento do
microorganismo®. Dois desse compostos, K-252a ¢ K252b, derivados da staurosporina
apresentaram ICs, em torno de 0,1 uM. O K-252a inibiu o crescimento celular do M.th com
concentracdo inibitéria minima (CIM) de 20 puM. Além disso, Wehenkel e colaboradores
mostraram que a mitoxantrona, um antineoplasico pertencente a familia das antracenodionas,
também ¢ um inibidor competitivo da ATP, portanto possui atividade inibitoria sobre o PknB

capaz de inibir o crescimento celular do M.tb com CIM de 400 uM?.

A PknG ¢ considerada a responsavel pelo controle da infeccdo micobacteriana. Ela
ndo possui um dominio transmembrana, portanto acredita-se que ela estd presente dentro dos
macrofagos. A proteina exerce papel fundamental em manter os fagossomas intactos dentro
dos macrdfagos. Além disso, foi demonstrado que a inibi¢do da enzima leva a degradagdo da
micobactéria pela indugdo da fusdo do fagossomo e do lisossomo no interior do macrofago,
portanto, elimina a bactéria de dentro do macrofago. Um screening de compostos inibidores
da PknG indicou que o composto tetrahidrobenzotiofeno (AX20017) mostrou agir
especificamente na enzima com ICsy de 0,39 uM (figura 5). Além disso, o AX20017 nao
apresentou atividade sobre as proteinas quinases humanas. Acredita-se que essa
especificidade ocorre pois ha uma combinacdo de residuos hidrofobicos proximos ao sitio de
ligagdo do composto a enzima que ndo estdo presentes nas outras proteinas quinases

humanas®+°,
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Figura 5. Estrutura quimica do AX20017.

A utilizacdo de compostos inibidores da PknG, no entanto, exige a associagdo de

farmaco com mecanismo de agdo adicional apos as bactérias serem liberadas de dentro do
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macrofago, para que as mesmas sejam erradicadas. Para isso, deve-se atingir proteinas
essenciais ao crescimento do microorganismo fora do macréfago. Nesse sentido, o screening
de compostos capaz de inibir a PknG dentro do macrofago e, ao mesmo tempo, de inibir a
PknB fora do macréfago, indicou que o0 AX20017 mostra esse perfil inibitério. Desse modo, o
AX20017 ¢ um protdtipo para a sintese desse tipo de farmaco, sendo que até o momento o

AX35510 e 0 AX14585 mostraram-se com propriedades satisfatorias®~°.

3.2.2 Biossintese da parede celular

A parede celular das micobactérias ¢ composta de trés tipos de macromoléculas: os
peptideoglicanos, os arabinogalactanos e os acidos micolicos. As enzimas responsaveis pela
biossintese desses compostos ndo sdo encontradas nos mamiferos, por isso, pode-se investigar
a parede celular como alvo para o desenvolvimento de novos farmacos. Nesse contexto,
inibidores das enzimas fundamentais para a biossintese de peptideoglicano estdo sendo

desenvolvidos.

A alanina racemase (Alr) ¢ um piridoxal 5’-fosfato (PLP) responsavel pela primeira
reacdo da biossintese dos arabinogalactanos: a catalizacdo da racemizagdo da L-alanina em
D-alanina, componente de alta prevaléncia na biossintese de peptideoglicanos. A D-
cicloserina, um farmaco de segunda linha no tratamento da TB é um potente inibidor da
alanina racemase. Entretanto, seu uso ¢ restrito em virtude de seus graves efeitos adversos

como a toxicidade do sistema nervoso central®>*"-%,

Nesse contexto, inibidores da Alr s3o uma estratégia terapéutica para inibir a sintese
dos arabinogalactanos, causando a morte do microorganismo. Alguns analogos da D-alanina
foram testados e apresentaram atividade inibitoria, entretanto, esses compostos nao mostraram
ser especificos para essa enzima, pois agiram sobre outras PLPs, algumas até mesmo

encontradas em humanos®.
3.2.3 Biossintese de acidos graxos

Metiltransferases sdo enzimas que introduzem modificagdes nas cadeias de
meromicolatos para producdo de acido micolico. No M.th foram identificadas quatro dessas
enzimas. Uma delas, a Hma codificada pelo gene mmaA4, ¢ a unica enzima responsavel pela
producdo de micolatos oxigenados no microorganismo. Em um modelo de roedores
infectados, constatou-se que uma mutacdo nesse gene atenuava a expressaio da Hma

restringindo o crescimento celular do M.tb. Nesse sentido, surge um alvo terapéutico para a
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inibicdo do crescimento do M.th: o desenvolvimento de inibidores de um co-fator comum a
todas essas metiltransferases, o S- adenosil metionina, a fim de bloquear a atividade das
metiltransferases bacterianas e, consequentemente, a producdo de acido micdlico. Alguns
analogos desse co-fator, como o A9145c e a sinefungina, mostraram ser inibidores efetivos
das metiltransferases de bactérias in vitro, mostrando a possibilidade de utilizagdo dessa via

metabolica como alvo terapéutico para o desenvolvimento de novos farmacos '¢*-°.

3.2.4. Biossintese de aminoacidos

A sintese de aminoacidos tem sido uma boa alternativa para o desenvolvimento de
novos farmacos para doengas em que o microorganismo nao seja capaz de utilizar
aminoacidos do organismo hospedeiro. Nesse sentido, inibidores da enzima dihidropicolinato
redutase (DHDP redutase), responsavel pela obtencdo do aminodcido lisina a partir do
aspartato, no M.th, tem sido identificados e representam uma alvo alternativo para o
tratamento da TB. Essa via ¢ importante pois, além de fornecer precursores para a sintese de
proteinas, o produto resultante dessa via, o acido diaminopimélico, ¢ incorporado aos

1031 Dessa forma, duas vias metabdlicas do microorganismo ficariam

peptideoglicanos
afetadas dificultando a multiplicagdo do M.tb. Num screening por inibidores da DHDP
redutase, compostos derivados da familia das sulfonamidas mostraram ser os mais potentes
entre as moléculas testadas (figura 6). Entretanto, devido a sua disponibilidade limitada, esses

compostos foram abandonados®'.
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Figura 6. Estrutura geral dos inibidores derivados das sulfonamidas.

Uma outra abordagem a ser considerada para o desenvolvimento de novos farmacos ¢
a patogénese da doenca. A liquefagdo do tecido pulmonar necrosado para a formagdo de
cavidades € um passo importante para a propagacio da doenga para outros individuos. Nesse

contexto, a interrupcao dos processos de liquefagdo desse tecido e a formacao de cavidades,
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seria uma forma de intervencao terapéutica para conter o bacilo que, dessa forma, ndo iria se

propagar quando o individuo doente tossisse™.
4. Novas drogas para o tratamento de TB

Conforme dados publicados pela STOP TB Partnership Working Group on New
Drugs (STPTB), o cenario mundial para o desenvolvimento e pesquisas de novos agentes
anti-TB tem aumentado significativamente. Atualmente, existem fdrmacos promissores em
avaliagdo clinica para o tratamento da TB. Alguns desses fairmacos ja eram utilizados para
tratamento de outras doengas, mas agora se verifica a utilizacdo deles como tuberculostaticos.
Também ha os farmacos que foram especificamente desenvolvidos para essa finalidade’. No
portfolio global organizado pelo STPTB que contabiliza os estudos nessa area, estdo
registrados 15 compostos em desenvolvimento, sendo 9 em fase clinica e 6 em fase pré-

clinica, tendo mais 28 projetos em outros estagios de desenvolvimento™ (figura 7).

Desenvolvimento Desenvolvimento
Descoberta Pré-clinico Clinico
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Metabolismo Inibidor LeuRS Riminofenazina SQ-641 Linezolida PA-824
energético Menaquinona Dipiperidinas SQ73 Rifapentina
RNA polimerase Inibidor da quinase multifuncionais 50609
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Figura 7. Panorama geral de compostos em pesquisa € em desenvolvimento a partir de

informacdes compiladas pela STPTB. Adaptado de referéncia 4.

Muitos produtos naturais também tém sido investigados para o combate ao M.tb, entre
eles pode se destacar o micotiol (figura 8), um composto promissor, isolado pela primeira
vez na forma de dissulfeto a partir do Streptomyces sp. e sintetizado pela primeira vez em
2004, ¢ um tiol de baixo peso molecular encontrado em actinomicetos. Acredita-se que ele
atue como antioxidante, mantendo o meio intracelular livre de agentes alquilantes e outras
toxinas. Em fun¢do de suas caracteristicas, o micotiol tem sido utilizado como modelo para
sintese racional de novos compostos para o combate a TB. Um analogo simplificado do
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micotiol foi obtido a partir de glicosamina paracetilada e analisado como substrato para o

M.tbh na enzima amidase micotiol S-conjugada demonstrando possuir boa afinidade’.
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Figura 8. Estrutura do micotiol
4.1 Rifamicinas: rifapentina, rifabutina, rifalazil

As rifamicinas sdo provenientes de produtos naturais e foram isoladas em 1957. Sao
seletivos e potentes inibidores da RNA polimerase bacteriana, enzima chave na transcri¢cdo do
DNA. Trés representantes semi-sintéticos dessa classe sdo utilizados no tratamento de varias
doengas microbianas infecciosas. S@o eles a rifapentina (RFP), rifabutina (RFB) e o rifalazil

(RFL) (figura 9).
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Figura 9. Estruturas quimicas da rifabutina e rifapentina e rifalazil respectivamente.
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Um dos principais problemas da rifampicina no tratamento da TB ¢ o longo tempo de
tratamento. Em virtude disso, vem sendo considerada a substituicdo desse composto por
outros da mesma classe que mostraram potencialmente encurtar o tempo de tratamento. A
rifapentina foi descoberta em 1965, mas apenas em 1998 teve seu uso aprovado pelo U.S
Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento de doengas pulmonares. Ela é um
analogo mais potente ¢ de meia-vida mais longa que a RIF. Seu mecanismo de agdo ¢ o
mesmo que as demais rifamicinas, portanto, ndo exerce atividade sobre os microorganismos
resistentes a RIF. Elas inibem a sintese do RNA bacteriano pois se ligam a subunidade  da
RNA polimerase-DNA dependente. Assim como a RIF, esse farmaco ¢ indutor das enzimas
do citocromo P450, porém em menor extensao, causando o inconveniente da interagdo com
outros farmacos®. Em um estudo clinico fase I constatou-se que a RFP causa auto-indugio

enzimatica®.

Estudo realizado em roedores na Johns Hopkins University sugeriu que a substituicao
da RIF pela RFP mantendo a posologia padrao de tratamento poderia encurtar drasticamente o
tempo de tratamento. Outro estudo realizado pelo mesmo grupo, também em roedores,
mostrou que a combinagdo de RFP, MFX e PZA administrado diariamente ou trés vezes por

semana diminuiu o tempo de tratamento de seis para trés meses™.

A RFP também esta sendo considerada para ser utilizada em um regime de tratamento
para TB latente. Um regime de doses semanais de RFP, MFX e INH dado a roedores por trés

meses mostrou ser mais efetivo que o regime de doses diarias de INH por 6 meses™’.

Estudos clinicos estdo sendo conduzidos para assegurar a eficacia de altas doses de
RFP, administradas uma ou duas vezes por semana, associada a MFX e a eficacia de doses
diarias de RFP com o regime padrdo empregado para farmacos de primeira linha em encurtar

o tempo de tratamento’.

A rifabutina, comparada com as demais rifamicinas, ¢ um fraco indutor das enzimas
do citocromo P450, por isso ¢ indicada, principalmente, para regime de tratamento de
pacientes co-infectados com avancada infeccdo de HIV. Entretanto, ndo ha muitos estudos

clinicos avaliando esse grupo de pacientes™.

Outra rifamicina que foi sintetizada com o intuito de melhorar a atividade contra o
M.tb foi o rifalazil (RLZ), também conhecido como KRM1648 ou benzoxazinorifamicina.

Esse farmaco apresenta tempo de meia-vida longo, além de apresentar maior atividade, in
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vitro ¢ in vivo, que a RIF ¢ a RFB. O uso do RLZ ¢ restrito a cepas ndo resistentes as
rifamicinas. Um estudo preliminar fase I em humanos mostrou que doses de 10 mg e 25 mg
sdo seguras e que doses acima de 100 mg podem desencadear sintomas de gripe e diminuir a
contagem de leucocitos e plaquetas no sangue. Além disso, ndo mostrou ser mais eficaz que a
RIF. Até o momento, nenhum estudo clinico fase II foi realizado para avaliar o uso do RLZ

para o tratamento da tuberculose®.

4.2 Fluorquinolonas: gatifloxacino e moxifloxacino

As fluorquinolonas moxifloxacino (MFX) e o gatifloxacino (GFX) (figura 10) estao
sendo investigadas para o tratamento da TB. As fluorquinolonas sdo antimicrobianos de
amplo espectro e que exercem sua atividade terapéutica ao agir sobre a DNA girase, enzima
com atividade sobre a replicagdo, a transcrigdo e o reparo do DNA. Tém ampla distribuicao
por todo organismo e principalmente no interior das células, por isso sua eficacia contra a
micobactéria intracelular. Esses firmacos sdo muito promissores em encurtar o tempo de
duracdo do tratamento anti-TB pois apresentam baixas CIMs, alta atividade bactericida e sdo
mais potentes frente as antigas fluorquinolonas utilizadas como segunda linha no tratamento
da MDR-TB, como o ofloxacino e o ciprofloxacino. Os dois farmacos estdo em fase clinica

I1I para avaliagdo como tuberculostaticos'**4*4,
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Figura 10. Estruturas quimicas do MFX e do GFX.

MFX possui um grupamento metoxi na posicao 8 e possui atividade contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas incluindo as anaerobias. A dose diaria aprovada para o MFX
¢ de 400 mg. Ele age inibindo a DNA girase, uma enzima necessaria para a manuten¢ao do
superespiralamento do DNA, impedindo, assim, a replicacdo cromossomal. Pouco se sabe a

respeito da tolerancia a longo prazo em pacientes com TB. Efeitos adversos hepatologico e
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dermatoldgico raros, porém graves, foram relacionados ao uso de MFX no tratamento de
outras enfermidades. No entanto, nenhum estudo sobre os efeitos adversos em pacientes

infectados com TB foi realizado'.

Estudos realizados in vitro ¢ em roedores evidenciaram o aumento da atividade
bactericida do MFX e da isoniazida quando co-administrados. J& estudos avaliando a
atividade bactericida in vitro mediante a administragdo concomitante do MFX com etambutol

mostrou que esse diminui em 80% a eficacia do MFX **%,

Um estudo clinico recentemente iniciado compara o regime padrdo no tratamento da
tuberculose frente a um regime de dois meses de RIF, INH, PZA ¢ MFX seguido de mais 2
meses de RIF , INH e MFX e a outro regime de dois meses de RIF, MFX, PZA e EMB
seguido de mais 2 meses de RIF e MFX. J4 a associagdo de dois farmacos de elevada meia-
vida, MFX com rifapentina, um composto pertencente a classe das rifamicinas, esta sendo
investigada no estudo nomeado RIFAQUIN***446 A associa¢do desses dois fArmacos estd
sendo usada no tratamento da TB latente. Resultados de um estudo em roedores com TB
latente mostram que combinacao de MFX e rifapentina em doses semanais por 3 meses foi tdo

efetiva quanto a monoterapia de INH por 6 meses”’.

O GFX também possui as caracteristicas favoraveis do MFX para a utilizagdo no
tratamento da TB. Entretanto, esses dois farmacos apresentam resisténcia cruzada. Essa
resisténcia estd relacionada a mutagdes graduais nos genes gyr4 e gyrB da M.th que determina

a resisténcia a quinolona****-

Estudos in vitro e em roedores mostrou o aumento da atividade da isoniazida e da
rifampcina quando adicionada de GFX. Esse aumento foi ainda maior quando a PZA foi
adicionada a esse regime de tratamento®™"*>. O GFX demonstrou ter atividade bactericida
semelhante in vitro e in vivo contra o M.tb comparada a atividade bactericida da RIF ao

mesmo microorganismo>.

A possibilidade da substitui¢dao do etambutol pelo GFX e do etambutol ou isoniazida
pelo MFX para a diminui¢do do tempo de tratamento para quatro meses estdo sendo avaliados

em estudos clinicos de fase 11I>*.
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4.3 Nitroimidazois: PA-824 ¢ OPC-67683

Os nitroimidazois sdo uma classe de compostos que possuem atividade contra a
micobactéria e estdo em estudos clinicos de fase 2. Sdo estruturalmente relacionados ao
metronidazol. Essa classe se subdivide em duas outras: os nitroimidazo-oxazinas € oS
nitroimidazo-oxazdis. Sdo representantes dessas subclasses o PA-824 (figura 11) e o OPC-
67683 (figura 12), respectivamente. Esses compostos mostram atividade em cepas resistentes
e sensiveis, o que indica a existéncia de um novo mecanismo de agdo. Apesar de ainda nao
bem compreendido, parece que essas moléculas exercem atividade antimicobacteriana através
da biorreducdo do farmacoforo nitroimidazol. Acredita-se que os intermedidrios quimicos
originados durante esse processo sdo os responsaveis por essa atividade. Ambas sub-classes
mostram ter atividade tanto em condigdes aerdbicas como em anaerdbicas, cada uma por um

mecanismo diferente®.

Figura 11. Estrutura quimica do PA-824.

O PA-824 ¢ originado de um precursor com potencial mutagénico, o CGI — 17341,
entretanto, ele ndo apresenta esse potencial. Por ser um pro-farmaco necessita da agdo da
glicose-6-fosfato desidrogenase do M.tb e da coenzima Fi, um cofator que fornece elétrons,
para ser transformado em sua forma ativa através de uma reacdo de reducdo do grupo NO,.
Na forma ativa esse composto, através de um mecanismo duplo, inibe a sintese de proteinas e
dos lipidios da parede celular’®. O composto possui longa meia-vida, alta taxa de distribui¢do
nos tecidos e ndo apresenta interagdes significativas com os farmacos metabolizados pelas
enzimas do CYP450”. Além disso, doses tnicas de 50 mg a 1000 mg foram aplicadas em
voluntarios sadios para andlise da seguranca e tolerabilidade e mostraram ser bem toleradas.
Ja na avaliagdo de doses multiplas de 1000 mg foi constatado o aumento moderado, porém

reversivel, do nivel de creatinina. Esse efeito ndo demonstrou ser relevante em estudos
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posteriores (M. Spigelman, apresentado no Ist International Workshop on Clinical

Pharmacology of Tuberculosis Drugs, Toronto, Canada, 2008).

A resisténcia a essa droga esta associada a mutacdes nos genes fbid, fbiB e fbiC,
responsaveis pela sintese da coenzima Fiy e mutagdes no gene Rv3547, que codifica uma

enzima com fun¢do ainda desconhecida®®~>.

Estudos em roedores mostram que PA-824 possui atividade bactericida similar em
doses equipotentes a INH, durante a fase inicial da terapia®. A atividade esterilizante de um
tratamento utilizando PA-824, MFX e PZA foi avaliada em roedores ¢ mostrou ser melhor do
que um regime terapéutico contendo RIF, INH e PZA. Essa analise indica a possibilidade de
incorporagdo desse composto a um regime livre de RIF para o tratamento de microorganismos
MDR®'. Outro estudo em roedores possibilitou demonstrar a alta atividade sobre as formas

latentes do M.tb quando combinado com MFX.

O OPC-67683 ¢ um pro-farmaco inibidor da sintese do dcido micolico por bloquear a
sintese de duas sub-classes: os acidos metoxi e cetomicolico, diferentemente da INH, que
inibe a sintese de todas as subclasses. Ainda ndo se conhece a acdo desse composto sobre a
inibicdo da sintese de proteinas ou outros alvos da M.th. Apresenta atividade sobre cepas de
M.tbh sensiveis e resistentes a firmacos e ndo evidencia o desenvolvimento de resisténcia
cruzada com os farmacos utilizados na terapia de primeira linha contra a TB. Cepas de M.tb
resistentes ao OPC-67683 nao metabolizam o pro-farmaco para sua forma ativa. Apresenta
longa meia-vida ndo sofre metabolizacdo pelas enzimas do CYP. Assim como no PA-824,
mutagdes no gene Rv3547 do M.th, que se acredita ser o responsavel pela codificacdo da
enzima chave para ativagdo do OPC-67683, fazem com que o composto nao seja
metabolizado para sua forma ativa®>. A seguranga e a tolerincia a essa molécula foram
analisadas, no qual se administrou 400 mg do fAirmaco em voluntérios sadios e nenhum efeito

adverso grave foi reportado’.

OO

OCF,

Figura 12. Estrutura quimica do OPC-67683.

25



A atividade do farmaco foi analisada em roedores imunodeprimidos e sugere que ele
possa ser utilizado no regime de tratamento de pacientes co-infectados com TB/HIV. Além
disso, a combinagdo do OPC-67683 com farmacos de primeira linha ndo apresentou
interagdes antagonistas e mostrou ter efeito sinérgico com RIF e EMB in vitro. A agdo
esterilizante e o potencial dessa molécula em encurtar o tempo de tratamento foram testadas
em roedores a partir da combinacdo com RIF e PZA por dois meses, seguida da combinagao
com RIF por mais dois meses. Esse regime terapéutico eliminou totalmente as bactérias
presentes nos pulmdes num periodo de quatro meses®. A droga também mostrou atividade

esterilizante superior a INH e semelhante a RIF em modelos in vitro®.

4.4 Diarilquinolinas: TMC-207

Figura 13. Estrutura quimica do TMC-207.

O desenvolvimento de moléculas pertencentes a classe das diarilquinolinas ocorreu a
partir de um screening com varios compostos ativos contra o M.th. A partir dos resultados, as
moléculas mais promissoras seguiram para estudos in vivo. Entre essas moléculas encontra-se
o TMC-207, também conhecido como R207910, o qual encontra-se em fase II de estudos
clinicos (figura 13). Essa molécula possui agdo inibitoria sobre a enzima ATP sintase da M.zb.
Estudos de modelagem molecular da ATP sintase do M.th sugerem o provavel sitio de ligagdo
do TMC-207 e seu mecanismo de acao. Em condi¢des normais, a cadeia lateral da Arg-168
presente na subunidade a da enzima adota uma conformagao extendida que alcanga o residuo
Glu-161 na subunidade ¢ com a finalidade de realizar a transferéncia de elétrons. A
aproximacdo do TCM-207 ao sitio de ligacao da enzima leva & mudanca de conformacao da
subunidade ¢, fazendo com que o residuo de Arg-186 se compacte e leve a subunidade ¢ da
enzima a rotar 30° (figura 14). Desse modo, essa molécula simula a cadeia lateral da Arg-186,

impedindo a transferéncia de elétrons®.
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Figura 14. Diagrama indicando as interacdes do TMC-207 e o sitio de ligagdo da ATP

sintase.

Tal mecanismo de ac¢do ¢ vantajoso, pois a semelhanga das proteinas resultantes do
gene responsavel pela expressao da subunidade C da ATP sintase (atpE) na micobactéria e em
humanos ¢ pequena. Dessa forma, a molécula ¢ especifico para atingir somente as enzimas da
micobactéria®>*>!%°_ Por isso, resisténcia cruzada com os farmacos utilizados atualmente no
tratamento da TB ndo ¢ esperado, pois o alvo do TMC-207 ¢ diferente dos alvos desses
farmacos. A molécula tem mostrado atividade semelhante com cepas MDR. As bactérias que
se mostram resistentes a molécula, em estudos in vitro, sofrem mutacdes no gene que codifica

a subunidade C da ATP sintase (atpE)®.

Essa molécula apresenta uma meia-vida longa de aproximadamente 24h em humanos
e ¢ metabolizado pela citocromo P450. Portanto, ocorre interagdo com a RIF, indutora dessa
enzima, reduzindo em 50% a concentragdo plasmatica do TMC-207, como mostrado num
estudo em roedores. Nesse sentido, o objetivo primario do desenvolvimento de regimes de
tratamento com a utilizagdo TMC- 207 é a exclusdo da RIF'. Contraditoriamente um estudo
recente, também em roedores, demonstrou que a eficicia da molécula, mesmo tendo sua
exposi¢do reduzida pela metade, mostrou significativa atividade, abrindo um questionamento
sobre a relevincia dessa interacdo®. No entanto, intera¢cdes com INH e PZA ndo foram
observadas'. A molécula mostrou-se segura e sem efeitos adversos significativos em um
estudo realizado com voluntarios sadios, aos quais foram administradas dose unica de 700 mg

da droga e doses multiplas de 400 mg®.
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A molécula mostrou-se ativa contra as fases de laténcia e de multiplicagdo do M.tb
indicando que pode ser utilizado para diminuir o tempo de tratamento tanto para as cepas
sensiveis quanto para as MDR®. A interagdo dessa molécula com a rifapentina, que também
possui meia vida longa, deve ser avaliada para a possivel associagdo a fim de diminuir a
freqiiéncia de doses durante o tratamento'. Estudo clinico com a finalidade de avaliar a
seguranca ¢ a eficidcia da combinagdo do TMC-207 com os farmacos de segunda linha

utilizados no regime padrdo para a MDR-TB esta sendo conduzido''.

4.5 Oxazolidinonas: PNU - 100480
D
,
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Figura 15. Estrutura quimica do PNU-100480.

Oxazolidinonas s@o uma nova classe de compostos com atividade antimicrobiana e
exercem essa atividade através da inibi¢do da sintese de proteinas, pois ligam-se a subunidade
70S do ribossomo bacteriano. Pertencem a essa classe a linezolida, o tinico composto com uso
aprovado, que apresenta modesta atividade contra M.th*. Diaz e Royos (2002) descobriram
que a associagdo da linezolida com fluorquinolonas é capaz de combater, in vitro, o M.th

resistente as outras classes de medicamentos de maneira eficaz e em baixas concentragdes®.

O PNU-100480 (figura 15) ¢ um analogo da linezolida e apresenta atividade anti-M. b
in vitro, sutilmente maior e atividade bactericida significativamente aumentada em roedores,

comparada 4 linezolida™.

A eficdcia de um regime contendo PNU-100480, MFX e PZA foi testada e mostrou
ser mais ativa que o regime utilizando a combinagdo de RIF, INH e PZA. Esse resultado
sugere a utilizagdo desse composto para diminuir o tempo de tratamento para combater cepas

suscetiveis e resistentes ao farmacos anti-TB convencionais®.

4.6 Etilenodiaminas: SQ-109
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Figura 16. Estrutura quimica do SQ-109.

A molécula 1,2-etilenodiamina, também conhecida como SQ-109 (figura 16), ¢ um
andlago diamina do farmaco de primeira linha etambutol e possui atividade in vitro contra
cepas de M.tb, incluindo as resistentes a EMB, INH e RIF”'. No entanto, o mecanismo de agio
do SQ-109 parece ser diferente do seu andlago, pois cepas resistentes ao EMB sao sensiveis
ao SQ-109. Sabe-se que o composto inibe a sintese da parede celular da micobactéria, mas
ndo ¢ conhecido o mecanismo especifico pelo qual esse evento ocorre, embora especula-se
que ele age sobre dois alvos distintos no M.th. Além disso, acredita-se que a resisténcia ¢

causada por muta¢des em dois genes e por isso a freqiiéncia dela é baixa™.

A molécula ¢ um pro-farmaco, apresenta atividade bactericida sinérgica com INH e
RIF e ndo apresenta interagdes antagonistas com farmacos de primeira linha. O efeito
sinérgico apresentado entre SQ-109 e a RIF parece ser explicado pela indugdo do citocromo
P450 pela RIF, aumentando a ativagdo do SQ-109 para metabolitos oxidados. Em adigdo, o
composto parece induzir seu proprio metabolismo. EMB e PZA niao mostraram influéncia

sobre a atividade do SQ-109, j4 a estreptomicina apresentou efeito aditivo sobre a atividade.

Atualmente esta molécula estd em fase clinica I e, conforme resultados preliminares,

efeitos adversos ndo foram relatados, e doses multiplas administradas a voluntarios sadios

foram bem toleradas’""%.

4.7 Pirrois: LL-3858
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Figura 17. Estrutura quimica do LL-3858.
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Na busca por compostos com atividade contra a micobactéria, alguns derivados do
pirrol foram desenvolvidos. Entre eles encontra-se o LL-3858, um anédlogo da INH, que esta
em estudos clinicos de fase I (figura 17). Nao se sabe qual o mecanismo de acdo dessa
molécula, entretanto acredita-se que ndo seja nenhum mecanismo utilizado pelos farmacos
dos regimes terapéuticos atuais, pois esse composto apresenta atividade contra as cepas

resistentes a esses farmacos.

O LL-3858, num estudo em roedores, diminuiu a carga de M.tb de maneira mais
extensiva que a INH. Regimes de tratamento de doze semanas da droga administrada junto
com INH, com ou sem PZA, esterilizou os pulmdes e baco de todos ratos administrados. A
tolerancia desse composto estd sendo investigada e dados farmacocinéticos em humanos nao

s30 conhecidos até o momento'.

Abaixo encontra-se um esquema geral com os sitios de acdo dos principais farmacos

em estudos clinicos (figura 18).
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Figura 18. Os principais farmacos em desenvolvimento e seu locais de acdo no M.tb.

Adaptado de referéncia 4.
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5. Conclusao

O surgimento da resisténcia aos farmacos comumente utilizados no tratamento da TB
e o problema da co-infeccdo de pacientes com TB/HIV mostram a necessidade do
desenvolvimento de novos compostos com atividade contra o M.th. Ultimamente, tem
aumentado o numero de drogas que estdo em pesquisas clinicas para o tratamento da TB.
Muitas dessas drogas sdo descobertas buscando atingir alvos especificos como, por exemplo,
inibidores de enzimas e vias metabolicas, as quais passaram a ser melhores compreendidas
apos o sequenciamento do DNA do microorganismo na década passada. Além disso, muitos
farmacos inicialmente utilizados no tratamento de outras enfermidades sdo introduzidos no
tratamento da TB apds estudos demonstrando sua efetividade frente o M.th como, por
exemplo, a linezolida e as fluorquinolonas MFX e GFX. Uma estratégia para sintetizar
compostos com acao sobre o M.tb baseia-se na otimizacao de moléculas ja existentes mas

que, por alguma razdo, ndo sdo utilizadas como, por exemplo, as rifamicinas.

E necessario que empresas farmacéuticas invistam cada vez mais em pesquisas para
que doencas como a tuberculose ndo sejam a causa da morte de milhdes de pessoas
anualmente e a preocupacao dos governos e o6rgaos de saide em pleno século XXI, quando ja

temos tecnologia e conhecimento suficiente para erradicar essas doengas.
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