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Resumo:

A tuberculose (TB) € a mais devastadora das doencas infecci-
osas, ent todo o mundo. O seu ressurgimento, em muitos paises
industrializados, agravado pelo aparecimento de cepas de
Mycobacterium tuberculosis multirresistentes as drogas usadas
em sua terapia, despertou um grande interesse pelo entendimento
dos mecanismos desta resisténcia. Por causa de uma relativa ne-
gligéncia nas pesquisas sobre a TB, no passado, e do lento de-
senvolvimento de técnicas genséticas para estudar as infecces
por micobactérias, os mecanismos macromoleculares de resistén-
cia as drogas em M. fuberculosis eram desconhecidos até bem
pouco tempo. Neste trabalho, nés discutimos os mais recentes
avangos nos estudos sobre os mecanismos de resisténcia as trés
principais drogas anti-TB: isoniazida, rifampicina e estreptomicina.
Enquanto os mecanismos de resisténcia 4 rifampicina e a
estreptomicina sdo semelhantes aqueles encontrados em outras
bactérias, a sensibilidade e a resisténcia a isoniazida sdo especifi-
cas da M. tuberculosis. Até agora, foi demonstrado o
envolvimento de mutacdes em dois sitios cromossomiais: ka!G e
inhA, comaresisténcia da M. tuberculosis 3 isoniazida. A identi-
ficacdo e a caracterizagio de mutagdes responsaveis por resistén-
cia abrem novas possibilidades para a rapida deteccio de cepas
de M. tuberculosis resistentes aos quimioterapicos. Além disto, o
entendimento dos mecanismos moleculares desta resisténcia e da
acdo destas drogas pode, eventualmente, contribuir para uma
modelagem, mais racional, de novos compostos anti-TB.

Plavras chaves: antibioticoterapia, AIDS, HIV. Mycobacterium
tuberculosis, tuberculose.

Summary

Tuberculosis (TB), one of the most harmful infectious diseases,
has resurged during the past decade in many industrialized
countries and strains of Mycobacterium tuberculosis (its
etiological agent) that are resistant to one or more of the main
antituberculous drugs are emerging. The recent resurgence of TB
together with outbreakes of multidrug-resistant tuberculosis has
focused attention on understanding the mechanisms of such drug
resistance. Because of the relative neglet of TB research in the

past and late arrival of mycobacterial genetic tools, the molecular
mechamisms of drug resistance in TB remained largely unknown
until very recently. In this paper, we review recent progress on the
mechanism of resistance to three major anti-TB drugs: isoniazid,
rifampicin, and streptomycin. While the resistance mechanisms
for rifampicin and streptomycin are similar to those found in other
bacteria, isoniazid susceptibility and resistance are unique to .
tuberculosis. So far, mutations in two chromosomal loci, katG
and inh4 have been found to be involved in isoniazid resistance
in TB. Identification and characterization of mutations responsible
for resistance open up new possibilities for rapid detection of
drug-resistant strains. Molecular understangind of drug resistance
and drug action in M. fuberculosis may eventually lead to rational
design of new anti-TB drugs. This is how Ying Zhang and Douglas
Young summarize their report: Molecular genetics of drug
resistance in Mycobacterium tuerculosis (J. Antimicrob.
Chemother., 34: 313-319, 1994).

Key words: antibiotic therapy, AIDS, HIV, Mycobacterium
tuberculosis, tuberculosis.

Introducio

O tratamento efetivo da tuberculose (TB), somente alcancado
nos idos das décadas de 50 e 60, fez nascer a esperanga de que
esta doencga seria logo controlada ou mesmo erradicada. Entre-
tanto, embora uma dramatica redugio em sua incidéncia tenha
sido conseguida na maioria dos paises industrializados, a tuber-
culose continua sendo uma das doengas infecciosas com mais
altos indices de mortalidade no mundo, matando, estimadamente,
de 2 a3 milhdes de pacientes, a cada ano'. O recente resurgimento
daTB, associado, parcialmente, 4 pandemia do HIV, voltou a ser
uma das maiores preocupagdes da saiide publica. Apesar daexis-
téncia, na literatura, de relatos sobre cepas de M. tuberculosis
multirresistentes a drogas (TB-MRDs)?, a atual transmissdo ativa
destas cdepas, nos Estados Unidos, ndo tem precedentes e repre-
senta um novo desafio a quimioterapia destes pacientes®. Apos
anos de relativo descaso, um esforgo cientifico concentrado vem
sendo feito, no sentido de aplicar os métodos modernos da gené-
tica bacteriana na analise de micobactérias patogénicas. Neste
artigo, nos revisamos 0s recentes progressos no entendimento
das bases genéticas da resisténcia a drogas em M. tuberculosis e
discutimos o potencial da aplicagio desses achados no desen-
volvimento de meios que permitam o aprimoramento do controle
da doenga.

Com esta introdugdo, Ying Zhange Douglas Young convenceram-
nos da importancia de levarmos aos leitores do JBDST o contetido de
seu Trabalho: Molecular genetics of drug resistance in Mycobacterium
tuberculosis (J. Antimicrob. Chemother,, 34: 313-319, 1994).
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Tratamento da tuberculose (TB)

A estreptomicina, descoberta por Selman Wakman em 1944,
foi a primeira droga efetiva no tratamento da TB. Tedawvia, logo foi
demonstrado que a terapia com um unico antibiotico levava a
selecdo de cepas resistentes da bactéria e, portanto, uma série de
tratamentos com associagoes de novas drogas foi posta em prati-
ca. Os chamados régimes de tratamento otimo, usados corrente-
mente, empregam a combinagfo de isoniazida, rifampicina e
pirazinamida; enquanto algumas drogas secundarias, tais como:
estreptomicina, etambutol e etionamida sio utilizadas como tera-
pia alternativa. A fim de eliminar as bactérias persistentes, o trata-
mento deve ser mantido por um perioido de pelo menos 6 meses.
Embora o regime completo de tratamento com as trés drogas ini-
ba, efetivamente, o crescimento das variantes resistentes, trata-
mento parcial ou incompleto pode resultar na sele¢do de cepas da
M. tuberculosis multirresistentes a drogas (TB-MRDs). Esta ocor-
réncia foi demonstrada, de forma incontestavel, em surtos epidé-
micos de TB, nos Estados Unidos, frequentemente associados
com infeccdo fatal de pacientes HIV positivos>**. Com o objeti-
vo de criar condigdes de diagndstico e controle de TB-MRDs, um
grande esforgo esta sendo feito, para o entendimento das bases
genéticas da resisténcia a drogas em M. iuberculosis.

Genética molecular das micobactérias

As micobactérias patogénicas, principalmente Mycobacterium
tuberculosis, Mycobacterium leprae e Mcobacterium avium-
intracelular, dificultam, bastante, os estudos dos geneticistas,
devido a baixa velocidade de crescimento, a espessa parede celu-
lar e a tendéncia a formagdo de agregados celulares. O uso das
técnicas da genética molecular, nos estudos das micobactérias,
foi muito estimulado, na metade da década de 80, com os esforcos
realizados para produzir antigenos proteicos de M. leprae. A téc-
nica do ADN-recombinante trouxe a solugdo para o problema do
cultivo, in vitro, da M. leprae. Estes estudos evoluiram e permiti-
ram tentativas para expressr os genes codificadores de antigenos
na regido daqueles da vacina BCG®. Hoje, ja dispomes de uma
consideravel massa de informagdes sobre as estruturas dos
genomas das M. fuberculosis e M. leprae, com determinacoes de
suas sequéncias de nucleotidios sendo o maior desafio atual para
os estudiosos da genética dessas espécies. Uma variedade de
técnicas permite a introdugfo de genes em micobactérias’; contu-
do, ainda ndo foi desenvolvida aquela que possibilite a separacdo
dos genes dos cromossomos dessas células. As técnicas geneti-
cas ja disponiveis, entretanto, tém contribuido para o progresso
dos estudos sobre mecanismos de ac¢io e de resisténcia para as
drogas usadas no combate as infec¢des provocadas por sssas
bactérias.

Existe um niimero bem definido de mecanismos, através dos
quais as bactérias se tornam resistentes as drogas. A inativagao
da droga, pela acfo de uma enzima inativadora especifica, € um
mecanismo comum, no caso dos antibidticos do grupo dos beta-
lactamicos (penicilinas e cefalosporinas), por exemplo, com genes
codificadores de enzimas relevantes sendo frequentemente dis-
semminados por meio de elementos genéticos (ADNs) moveis:
pliasmidios e transposons. Alternativamente, a resisténcia pode

ser gerada por alteragdes bioquimicas que resultem na modifica-
¢do do alvo (receptor) da droga. Diminui¢do da concentragido
intracelular da droga, como decorréncia da diminuicfo a sua
permeabilidade ou de um aumento no seu efluxo (processo celular
ativo de eliminagdo da droga do citoplasma), € outro mecanismo
de resisténcia. Apesar de muitos estudos bioquimicos terem in-
vestigado acdo de drogas em micobactérias (ver referéncia §,
para revisao), as bases genéticas da resisténcia as drogas nestes
microrganismos eram completamente desconhecidas até bem re-
centemente, quando Martin et al., 1990° deram a primeira contri-
buigao neste sentido, ao identificarem as bases genéticas da re-
sisténcia a drogas em Mycobacterium fortuitum. A resisténcia a
ulfonamida, em M. fortuitum, foi mostrado ser provocada por
inativagdo atraves de uma enzima codificada em um transposon.
Este é apenas um exemplo de mecanismo de resisténcia em
micobactérias. Os estudos genéticos posteriores, descritos a se-
guir, enfocam todas as mutagdes que afetam as regides do
cromossoma, nas cepas resistentes, em vez de tratar das aquisi-
¢oes (via plasmidios e transposons) das enzimas inativadoras.

Resisténcia a isoniazida

A isoniazida tem uma marcante especificidade para a M.
Tuberculosis, com uma concentragdo minima inibitoria (CMI) de
0,2mg/ml. As CMIs para as outras espécies de micobactérias va-
riam de 1a 10mg/ml, enquanto para os outros géneros de bactéri-
as, so superiores a 500mg/ml. As explicagdes possiveis para esta
especificidade incluem: a) a presencga de um alvo sensivel, na M.
tuberculosis; b) a potencializagdo da acdo da droga, nesta espé-
cie, pelo aumento da captacdo ou por inativagdo intracelular da
droga; e c) a presenga de antagonistas, nas outras bactérias (ver
Zhang & Young, 1993, para revisdo)'’, Evidéncias bioquimicas
sugerem que a isoniazida pode, preferencialmente, inibir a sintese
de acidos graxos com cadeiras ramificadas, que sdo incorporados
na estrutura da parede celular de micobactérias®. Ha, também,
indicacdes de que a toxicidade da isoniazida possa ser mediada
por radicais oxidativos. A transformacdo com um gene. que codi-
fica para o complexo enzimatico catalase-peroxidase, na M:
tuberculosis, confers uma limitada susceptibilidade a osoniazida,
em cepas mutantes de E. coli ndo portadoras de atividade
endogena de catalase’'; mais inferessante, ainda: cepasde E. coli,
mutadas no sitio de regulagio dos mecanismos de defesa por via
oxidativa (mutantes oxyR), também perdem a sua resisténcia in-
trinseca a osiniazida'®. Ainda nfo se sabe se a inibi¢do da sintese
da acido micolico e a toxicidade oxidativa em E. coli sdo fenome-
nos interligados ou se representam modos distintos de agdo da
isoniazida. Estudos recentes identificaram dois genes de
micobactérias, que estiio alterados nos isolados resistentes a
isoniazida.

GeneKatG

Ha muito, é sabido que o desenvolvimento da resisténcia a
isoniazida esta frequentemente associado a perda das atividades
de catalase e de peroxidase'?. Experiéncia genética recente permi-
tiu demonstrar uma ligagdo entre a isoniazida e o complexo
enzimatico catalase-peroxidase. Por outro lado, foi mostrado que
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cepas clinicas de M. tuberculosis, resistentes a altas concentra-
¢des de osiniazida (CMI>50mg/ml)"!, no apresentavam o gene
KatG, codificador daquele complexo, e que a transformagio des-
sas cepas, com KatG funcional, restaurava a sensibilidade a dro-
ga'. Testes das cepas resistentes a isoniazida, com o uso da
técnica “Southern blot”, indicam que a delegdo do gene KatG é
um fato relativamente raro, observado em epanas 10 a 20% dos
isolados catalase-peroxidase negativos; estudos posteriores, en-
tretanto, revelaram pequenas delegGes e pontos de mutagdes como
as causas mais frequentes da mutaggio do KatG". O papel do KatG
na agdo da isoniazida ainda ndo foi definido: a conversdio da dro-
gaaum intermedidrio ativo (mediada pela perxidase), no citoplasma
da célula bacteriana, ¢ uma hipotese levantada, que carece de
comprovagao®™ °. Isolados de M. tuberculosis, resistentes a con-
centragoes intermedidrias de isoniazida, frequentemente apresen-
tam alguma atividade de catalase e sdo, portanto, motivo de inte-
resse de estudos de transformages com o gene KatG da cepa
selvagem. Nos temos observado uma cepa catalase positiva, na
qual a transformagfo com KatG restabeleceu a sensibilidade a
droga, sugerindo a presenga de um alelo do KatG, que retém a
atividade enzimatica, embora tendo perdido a habilidade para
potencializar a agdo da isoniazida; entretanto, em uma segunda
cepa, a transformagdo com KatG ndo induziu resisténcia 3 droga
(Zang & Young, dados ndo publicados). Esta tltima observagdo
sugere que mutagdes fora do gene KatG podem, também, conferir
resisténcia a isoniazida.

Gene inhA

O papel do gene KatG, na agio da isoniazida, foi inicialmente
demonstrado em experiéncias nas quais foram usados clones de
M. tuberculosis, obtidos pela técnica do ADN-recombinante, para
transferir sensibilidade a um mutante de Mycobacterium smegmatis
resistente aquela droga'!. Em trabalho equivalente e reciproco,
Banerjee et al., 1994' empregaram clones para transferir resistén-
cias. Um unico'gene (o inhA, que codifica para uma proteina de
32kd, homologa a uma enzima bacteriana envolvida na biossintese
de acido graxo) foi capaz de promover aumento de resisténcia 3
isoniazida, através de plasmidio, em cepas de M. smegmatis e de
Mycobacterium bovis. A andlise da sequéncia do gene inhA, em
isolados dessas duas micobactérias resistentes a isoniazida, re-
velou um tnico ponto de mutagdo: substituigdo de uma serina por
uma alanina, na posi¢do 94; uma experiéncia com troca de alelo,
em M. smegmatis, levou & comprovagio de que esta mutacio foi
a responsavel pela resisténcia & droga. Estas observagbes suge-
rem, muito fortemente, que o gene inhA codifica para a sintese da
enzima alvo da ioniazida e que resisténcia a esta substancia pode
ser desenvolvida por amplificagdo do alvo ou por mutagio ponto
especifica’®. Um dado experimental posterior e muito interessan-
te, relacionado ao gene inhA, é que: a resisténcia a isoniazida é
acompanhada de resisténcia a etionamida (uma droga anti-
micobactéria, estruturalmente relacionada aquela), cuja atividade
bactericida ¢ atribuida, também, 4 sua aco inibitdria sobre a sin-
tese de acido micolico®. A enzima codificada pelo gene inhA pode
representar o alvo comum para as duas drogas, embora resistén-
cia cruzada entre estes dois agentes tenha sido observada em

uma minoria de cepas; enquanto o gene KatG parece nfo exercer
qualquer papel no caso da resisténcia a etionamida.

Resisténcia a rifampicina

A rifampicina (inicialmente isolada de Streptomyces
mediterranei, em 1993) € um antibiético de largo espectro, que,
juntamente com a isoniazida, é fundamental no combate a tuber-
culose. Esta bem definida, a nivel de outras bactérias, que a
rifampicinainibe a sintese de ARN, ao se ligar 4 subunidade beta
da molécula da enzima ARN-polimerase. Mutagdes no gene rpoB
da M. tuberculosis, que codifica para a subunidade beta, confere
resisténcia a rifampicina. Recentemente, os genes rpoB da M.
tuberculosis, e da M. leprae foram clonados e analisados, em ce-
pas sensiveis e resistentes a rifampicina'”-'8, De 66 isolados clini-
cos de M. tuberculosis resistentes a rifampicina, 64 apresentaram
pontos de mutagdo para um conjunto de 23 aminodcidos (corres-
pondentes aos residuos 511 a 533 do rpoB de E. coli), previamente
reconhecidos como uma regido proeminente para mutacgoes que
conferem resisténcia a rifampicina em E. coli. Quase 50% dos iso-
lados tinham uma tinica mutag3o (serina para leucina, na posigio
531), com a troca de histidina por tirosina (na posicio 526) tendo
sido identificada em 8 cepas independentes’. Semelhantemente,
8 de cada 9 isolados de M. tuberculosis resistentes  rifampicina
tinham mutagGes que afetavam a serina da posi¢io 531 (posigio
425, na M. leprae)"". MutagGes em uma segunda regido do gene
RpoB (aminoacidos 563 a 572) est3o associados com resisténcia a
rifampicina em E. coli’; fato que ressalta a importancia do
mapeamento desta regido, em mutantes de M. tuberculosis.

Resisténcia a estreptomicina

A estreptomicina €, também, um antibidtico de largo espectro,
com o seu modo de a¢do bem estabelecido e envolvendo a inibi-
¢do da sintese de proteinas, através de sua interagio com a
subunidade ribossomal de 30S. Mutagdes que afetam 2 genes tém
sido identificadas em isolados de M. tuberculosis resistentes a
estreptomicina20, 21. De um total de 38 isolados, 20 (52,6%) exibi-
am pontos de mutacéo que resuitaram na substituigdo de um tni-
co aminoacido (lisina-43 para argina ou treonina, ou lisina-88 para
arginina), na proteina ribossomal $12, codificada pelo gene rpsL
(ou StrA). Nove outros isolados resistentes apresentaram muta-
¢oes no gene codificador do ARN ribossomal de 16S; destes, 6
tinham sofrido a conversdo de A para C, na posi¢do 513, enquan-
to nos outros 3, a conversdo havia sido de C para T, na posi¢do
518.

Miiltipla resisténcia as drogas

A emergéncia de cepas multirresistentes as drogas (CMRDs)
€ um dos maiores desafios no tratamento e controle da TB e impde
a urgente necessidade de que entendamos os mecanismos por
meio dos quais as cepas de M. tuberculosis adquirem esta
multirresisténcia. A principio, as CMRDs poderiam surgir pela
aquisicdo sequencial de resisténcias individualizadas, ou por meio
de troca inica, que confira resisténcia pleiotrépica: um sistema de
efluxo ativo, comparavel ao locus mar nas enterobactérias, por
exemplo™. Experiéncia clinica, documentado o desenvolvimento
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saucessivo de resisténcia isolada as drogas, durante terapia ina-
dequada, vem ao encontro da hipotese de que este processo
sequencial de aquisicio de resisténcia é o mais provavel mecanis-
mo para o aparecimento de CMRDs; fato reforgado pelas desco-
bertas das mutagdes individuais KatG, rpoB e rpsL em uma cepa
multirresistente’. Em andlise separada, entretanto, Morris et al 2!,
trabalhando com 5 isolados de M. tuberculosis multirresistentes,
colcluiram que a resisténcia a estreptomicina ndo poderia ser
explicada por mutagdes no gene rpsL, nem no gene codificador
do ARN ribossomal de 16S; deste modo, portanto, a possivel
existéncia de novos mecanismos de resisténcia em CMRDs, é
perfeitamente concebivel. Um aspecto importante das CMRDs,
levantado em recente surto nos Estados Unidos, é que essas
cepas parecem ser altamente infecciosas e completamente vir-
lentas®*. Os primeiros estudos com isolados monor-resistentes a
isoniazida mostraram uma tendéncia para a diminuicfo davirulén-
cia, em modelos animais de infecgdes, talvez associada a perda do
gene KatG**. A fim de melhor entender a disseminagdo de
CMRDs de M. tuberculosis, é importante verificar se as diferen-
tes mutagdes, que podem induzir resisténcia a drogas, diferem em
seus efeitos sobre a viruléncia bacteriana. Diferentes mecanis-
mos de desenvolvimento de resisténcia, tais como mutagdo do
gene inhA, no caso da isoniazida, deveriam ter consequéncias
bastante diferentes, em relagfo aos seus efeitos sobre a fisiologia
e a viruléncia das cepas resistentes originadas.

Rapida Identificacio de Cepas de M. tuberculosis Resisten-
tes

Por causa da baixa velocidade de crescimento da M.
tuberculosis, os testes convencionais, usados pelos laboratdrio
de Microbiologia Clinica, levam de 3 a 12 semanas, para determi-
nar a sensibilidade desta bactéria as drogas. Em surtos recentes
de TB, provocadas por CMRDs, o tempo médio de sobrevivéncia,
apos o diagnostico, variou de 4 a 16 semanas’. Este dado mos-
trou, claramente, a necessidade do desenvolvimento de técnicas
que permitissem ao clinico contar com um diagndstico laboratorial
da TB resistente em tempo bem baixo dousual (3 a 12 semanas). A
identificacdo das bases genéticas da resisténcia as drogas possi-
bilitou a criagdo de novos sistemas de detecgfo das cepas de M.
tuberculosis resistentes, tendo como base o0 ADN da bactéria. No
caso da resisténcia a rifampicina, a amplificagio de uma regio
apropriada do gene rpoB, com a técnica da reagiio em cadeia pela
polimerase, combinada com a procura de polimorfismos
conformacionais de hélice inica (PCR-SSCP), mostrou-se um efi-
ciente e rapido sistema de identificagdo deste resisténcia a
estreptomicina (genes rpsL e ARNr16S), bem assim, na determi-
magdo da resisténcia a isoniazida (genes katG e inhA). O sistema
PCR-SSCP sera particularmante efetivo, quando: a) toda (ou qua-
se loda) resisténcia dos isolados clinicos for mediada por muta-
goes em genes conhecidos; b) as mutagdes estiverem aglutinadas
€m uma regido particular do gene; e ¢) ndo houver mutagdes “silen-
£igsas” gerando polimorfismo natural entre as cepas completa-
miente semsivess. Uma aplicacdo alternativa da genética molecular,
P & SeteogSo rapeda de cepas resistentes de M. tuberculosis,
i ciesemiz por Jacob of 21 = com oemprego deum fago carreador

do gene lux, que codifica para a enzima luciferase. Os genes lux
s4o inseridos em um fato micobacteriano, de modo que, um sinal
quimioluminescente é gerado, quando o fato infecta o bacilo (vi-
avel), da tuberculose. Segue-se uma breve incubagdo, na presen-
ca das drogas a serem testadas. Nestas condigbes, apenas as
cepas resistentes proliferam e, consequentemente, emitem o sinal
luminescente (decorrente da presenca da luciferase). Além de per-
mitir a identificacdo de cepas de M. tuberculosis resistentes, este
sistema é util na procura de novas drogas contra as CMRDs deste
perigoso patogeno®.

Reinfecgiio com M. tuberculosis Multirresistente em Paci-
entes com Avangada Infecgao pelo HIV

Ha cerca de 10 anos atras, a identificacdo de cepas de M.
tuberculosis resistente era um acontecimento raro em clinica, nos
Estados Unidos®. A partir de 1987, entretanto, os surtos de infec-
¢bes multirresistentes tornaram-se preocupantes, nas comunida-
des norteamericanas, com a maioria dos pacientes representada
por pessoas infectadas com o virus da sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (HIV), nas quais a taxa de letalidade
tem sido extremamente alta. A suposigfo de que esses pacientes
haviam contraido a tuberculose ao entrarem em contato com as
cepas de M. tuberculosis resistentes, nas unidades médicas, le-
vou Small et al., 1993* a estudarem os meios através dos quais a
tuberculose era adquirida por aquelas pessoas.

Com o uso da técnica da eletroforese dos fragmentos de res-
trigdo do ADN (RFLPs) - “DNA fingerprinting” - aqueles pesqui-
sadores examinaram a origem das infecgdes pela M. tuberculosis
multirresistente, a fim de verificar se se tratava de infecgfo por
organismo ja resistente aos agentes antimicobacterianos (resis-
téncia primaria) ou de infecgio desenvolvida durante a terapia,
por uma cepa que era originalmente sensivel (resisténcia adquiri-
da). Este ultimo mecanismo ¢ interpretado como sendo devido a
selegdo dos mutantes resistentes, cuja prevaléncia resulta de uma

erapia inadequada. Estes mutantes sio geralmente resistentes a
isoniazida e a rifampicina, as drogas mais eficazes no combate a
tuberculose.

Nesses estudos, Small e colaboradores confirmaram o desen-
volvimento de resisténcia adquiridaem 6 dos 17 pacientes (7 a 12)
estudados. Mais significativo, entretanto, foi o achado de que 4
dos pacientes (14 a 17) exibiam tuberculose resistente, desenvol-
vida por um terceiro mecanismo, denominado reinfecgio exogena,
com uma nova cepa multirresistente de M. tuberculosis, durante
ou depois da terapia contra uma tuberculose droga-sensivel. Es-
tes 4 pacientes estavam infectados com o HI'V.

A observagdo de que pacientes infectados com o HIV, que
foram curados de tuberculose, possam ter subsequentes episodi-
os desta doenca, como resultado de infecgdo exdgena, complica a
avaliagdo clinica dos regimes quimioterapéuticos e
quimioprofilaticos da tuberculose. Normalmente, as reincidéncias
pos-terapicas de um regime terapéutico inadequado ou da
negliéncia dos pacientes. Entretanto, se a reinfecgio exdgena for
uma ocorréncia comum - afirmam os autores - a reincidéncia, na
verdade, pode refletir a reinfec¢do de pessoas corretamente trata-
das. As analises dos RFLPs, nos isilados iniciais e naqueles obti-
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dos durante a reincidéncia da infecgdo, podem detectar uma in-
feccdo exdgena. Do mesmo modo, pacientes com infecco (avan-
cada) por HIV, que tenham completado um regime profilatico efe-
tivo, podem susceptiveis a reinfecgdo, aparentemente atribuida a
uma falha de quimioprofilaxia.

A falta de imunidade protetora contra a M. tuberculosis, apos
terapia em pacientes infectados com o HIV, também compromete o
asforgo para controlar a tuberculose. Pessoas que tenham sido
previamente infectados com M. tuberculosis sdo tidas como re-
sistentes a reinfecgdo e, como tal, nfio sdo instruidas para evitar
futuras exposigdes a bactéria, nem tém uma possivel reinfecgdo
avaliada. Todavia, essa aparente susceptibilidade dos pacientes
infectados com o HIV a reinfecgo exdgena sugere que: aquelas
pessoas com uma histéria de tuberculose ou de tuberculina posi-
tiva devem ser avaliadas quanto a possibilidade do desenvolvi-
mento de um novo episédio de tuberculose, apds contato com
portador de doenca infecciosa. Esta é uma recomendagio dos
Centros para Controle e Prevengao de Doencas dos Estados Uni-
dos, que deve ser obedecida por todos os paises.

Small e colaboradores concluiram o trabalho nos termos re-
produzidos a seguir. Ndo é possivel inferir desta pesquisa a
frequéncia com a qual os pacientes sdo infectados com M.
tuberculosis. Futuros estudos sdo necessarios, para definir este
ponto e, também, para estabelecer os fatores de risco, envolvidos
no processo da reinfecgdo exdgena com a M. tuberculosis. Se
estes novos estudos demonstrarem que esta reinfecgfo é comum
na populagdo de pacientes imunocomprometidos, a atual politica
de controle da tuberculose devera ser motivo de reavaliacdo. A
ocorréncia de uma susceptibilidade intensa e persistente a M.
tuberculosis, em pacientes infectados com o HIV, imporia uma
mudanga na maneira atual de identificar e tratar pessoas com in-
fecgho latente e doenga ativa. Uma tal mudanga seria a identifica-

cdo e eliminagio das circunstancias que favorecem a transmissio
da M. tuberculosis.

Conclusoes

Consideravel progresso tem sido feito, no sentido de elucidar
as bases genéticas da resistérncia desenvolvida pela
M.tuberculosis a isoniazida, rifampicina, estreptomicina e
etionamida. Evidéncias bioquimicas indicam uma ligacio entre a
resisténcia a pirazinamida e a perda de uma amidase?’, justifican-
do a necessidade de estudos genéticos para esclarecer os meca-
nismos envolvidos neste fendmeno. Analise genética da resis-
téncia ao etambutol esta em andamento (J. Inamine, comunicagfo
pessoal) e, embora as fluoroquinolonas somente recentemente
tenham sido introduzidas no combate 2 tuberculose, estudos so-
bre os genes da ADN-girase (mais provavel sitio de mutagdes
que levam a resisténcia) ja estdo bem adiantados (H. Takff & WR.
Jacobs, comunicagdo pessoal). E certo que, pelo menos por en-
quanto, ndo se pode associar a resisténcia a drogas em M.
tuberculosis com a aquisigdo de elementos genéticos transferi-
veis (plasmidios e transposons) ou com mecanismos pleiotropicos.
As micobactérias que fazem parte do compelxo M. avium-
intracellulare - uma importante causa de infecgdes em pacientes
imunossuprimidos - sdo resistentes a varias drogas

antimicobacterianas. A diminui¢do da permeabilidade celular a
droga ¢ admitida como o mecanismo prevalente no desenvolvi-
mento de resisténcia pleiotopica em M. avium-intracellulare. A
principio, também parece que este mecanismo prevalece na resis-
téncia desenvolvida pela M. tuberculosis: mutagdes induziriam a
alteragdo da estrutura da parece celular, diminuindo a
permeabilidade a droga. Em complementagfo as investigagGes
sobre os mecanismos da resisténcia especifica para cada agente
antimicrobacteriano, um melhor entendimento das bases genéti-
co-bioquimicas da permeabilidade as drogas, em M. tuberculosis,
deve ser uma das metas principais de futuras pesquisas na mode-
lagem mais racional de novos agentes que possibilitem o comba-
te, com total sucesso, das infecgdes provocadas pela cepas
multirresistentes desta bactéria.

Relacio das Drogas dispeniveis contra a Tuberculose(TB):
1 - Acido p-amino-salicilico
2 - Amicacina

3 - Canamicina

4 - Ciprofloxacina

5 - Esparfloxacina

6 - Estreptomicina

7 - Etambutol

8 - Etionamida

9 - Isoniazida

10 - Piranizamida

11 - Rifampicina

12 - Tiacetazona

13- Viomicina

Fonte: Cole, S5.T. Mycobacterium tuberculosis: drug resistance
mechanisms. Trends in Microbiology, 2: 411-415, 1994,
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