Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

FACULTAD DE FARMACIA

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE

TRABAJO FIN DE GRADO

MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
RESISTENTE: UN RETO ACTUAL

Autor: Alfredo Maldonado Barrueco
Tutor: Maria Isabel Rodriguez

Escudero Convocatoria: Junio 2018



Mpycobacterium tuberculosis resistente: un reto actual

1.

2.

6

7

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la informacion contenida en el mismo.

Indice
RESUMEN 3
INTRODUCCION Y ANTECEDENTES 3
2.1 Breve reseiia historica 3
2.2 Epidemiologia 4
2.3 Descripcion del agente patéogeno: Mycobacterium tuberculosis 4
2.4 Inmunogenicidad: la importancia de los glucoconjugados 6
2.5 Clinica y sintomatologia 7
2.6 Diagnéstico 8
2.7 Tratamiento 9
2.7.1 Tuberculosis multirresistente 9
2.7.2 Tuberculosis en Espaiia 10
OBJETIVOS 11
MATERIALES Y METODOS 11
RESULTADOS Y DISCUSION 12
5.1 Mecanismo de accion y resistencias a isoniazida 12
5.3 Mecanismo de accion y resistencias a rifamicinas: rifampicina 14
5.4 Mecanismo de accion y resistencias a pirazinamida 15
5.5 Mecanismo de accion y resistencias a etambutol 16
5.6 Inhibidores de metaloproteinasas: ;una opcion de futuro? 16
5.6.1 Metaloproteinasas 16
5.5.2 Inhibidores de metaloproteinasas 17
CONCLUSION 19
BIBLIOGRAFIA 19




~
Q
S
%
-3
S
N
s
D
S
~
S
=
NJ
-
N
=
S
)
S
Q

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Farmacia no se hace responsable de la inform

Mpycobacterium tuberculosis resistente: un reto actual

1. RESUMEN

La tuberculosis representa una de las 10 principales causas de mortalidad en el mundo,
suponiendo mas del 95% de las muertes totales en paises de ingresos medios y bajos.
Cabe destacar que el 40% de los fallecimientos por VIH estan relacionados con la
tuberculosis como factor desencadenante. Estos datos se sostienen debido a la aparicion
en los ultimos afios de cepas de Mycobacterium tuberculosis multirresistentes (TB-MDR)
o ultrarresistentes (TB-XDR) a los tratamientos de primera linea frente a una epidemia
que se espera erradicada en 2030. Debido a la mala utilizacion de los medicamentos
antituberculosos; ya sea por su prescripcion incorrecta en casos falsos positivos, su uso
inadecuado o la interrupcioén prematura del tratamiento se ha dado lugar a una creciente
aparicion de casos de cepas resistentes que pone de manifiesto la necesidad del estudio
de estas resistencias asi como la busqueda de nuevas dianas farmacologicas menos
toxicas. En este contexto los estudios mas recientes van orientados a la futura utilizacion
de inhibidores de metaloproteinasas como posibles dianas clinicas con el fin de mejorar
los resultados de los tratamientos clasicos asi como el tiempo de administracion y, con

ello, reducir la aparicion de resistencias.

2. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

2.1 Breve reseia historica

29 ¢

Términos como “tisis”, “consuncion” o “plaga” han sido acufiados en el pasado para
referirse a una de las enfermedades infecciosas mas antiguas: la tuberculosis. Esta
enfermedad, causada por una bateria de bacterias pertenecientes al denominado
“complejo Mycobacterium tuberculosis” (CMTB), fue un paradigma durante la mayor
parte de la historia. Dentro de este complejo de bacterias, el agente causal mas conocido
y considerado el mas importante dentro de la tuberculosis humana lo constituye aquel que
da nombre al grupo, Mycobacterium tuberculosis [1]. No obstante dentro de este grupo
se incluyen especies y subespecies con significancia humana y veterinaria como
Mycobacterium canetti, Mycobacterium africanum subtipo 1, Mycobacterium pinnipedii,
Mycobacterium microti, Mycobacterium bovis subsp. Caprae comb, nov, y

Mycobacterium bovis [1].
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Historicamente, se han recogido datos sobre la tuberculosis desde la figura de
Hipocrates (460-377 a.C), sin embargo, la gran revolucion de esta enfermedad mortal se
produciria en 1882 bajo la figura de Robert Koch cuando presentd sus estudios a la
comunidad cientifica de la época describiendo el aislamiento, cultivo y tincion del
microorganismo causante asi como la reproduccién de la enfermedad en animales de

forma experimental [1].

Posteriormente al renacimiento esta enfermedad quedaria relegada a los sanatorios,
donde se agrupaban a los enfermos que presentaban la sintomatologia propia de la

enfermedad [2].

2.2 Epidemiologia

De acuerdo con datos de la OMS recogidos en 2017 la tuberculosis es una de las
10 principales causas de mortalidad a nivel mundial encontrandose en un 95% de los
casos en paises en vias de desarrollo destacando la mayoria de casos en el continente
asiatico. Se calcula que, aproximadamente, una cuarta parte de la poblacién mundial
presenta tuberculosis pero aun no ha enfermado ni pueden transmitir la infeccion.

El perfil del paciente mas habitual se relaciona con individuos adultos en edad
productiva; sin embargo los pacientes inmunodeprimidos, desnutridos, diabéticos o
incluso fumadores son mas propensos a desarrollar la enfermedad desde un estado latente
previo a una forma activa. Dentro de este grupo de pacientes representan especial interés
los pacientes VIH positivos los cuales presentan entre 20 y 30 veces mas probabilidades

de desarrollar tuberculosis activa y por ello una tasa de fallecimiento mucho mayor [3].

2.3 Descripcion del agente patogeno: Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis es un bacilo, ligeramente curvado, con un tamano
entre 0,2-0,7 x 1-10 micras (um) que no presenta capsula ni esporas. Aunque presenta la
estructura propia de microrganismos Gram positivos (+) las micobacterias practicamente
no se tifien con Gram, por ello se engloban como “Gram positivos atipicos”, pues estos
se tifien con fucsina fenicada alcalina en caliente (tincion de Ziehl Neelsen). Esta
particularidad las define como microorganismos acido alcohol resistentes (AAR) lo cual
se debe al elevado contenido lipidico de su pared celular [4]. Es un microorganismo

inmovil, aerobio estricto y de crecimiento lento. Es resistente al dcido, a los dlcalis y a la
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mayoria de desinfectantes. No obstante, se inactiva con formaldehido, glutaraldehido,
fenol y etanol al 70%. También es resistente a la desecacion y sensible a la luz solar [5].

Mycobacterium tuberculosis presenta una estructura diferente a la gran mayoria de
microorganismos Gram positivos pues presenta una pared celular que puede dividirse en
tres zonas. Desde el exterior hacia el interior de la bacteria su estructura presentara
(Figura 1):

e La zona mas externa, que lleva a cabo interaccion directa con los distintos
elementos que forman la respuesta inmune. La composicion sera muy variada
destacando la presencia de dcidos micolicos y glicolipicos [6].

e Por debajo, separada por un espacio periplasmico, la composicidon presenta en su
totalidad més de un 60% de contenido en lipidos lo que aporta al microorganismo
un entorno hidrofobo idéneo para evitar reacciones de hidrolisis enzimatica.
Dicho entorno supone, ademds, una barrera frente a numerosos agentes
antimicrobianos convencionales. Ademas del elevado contenido en lipidos se da
un complejo macromolecular formado por 4cidos, arabinogalactano y
peptidoglucano (mAGP) de entre 70 y 80 carbonos, lo que refuerza el caracter

lipotilo de su estructura [6].
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Figura 1. Representacion de la pared celular de Mycobacterium tuberculosis

e Por ultimo, y como capa mads interna, se da la membrana celular. Aunque las
caracteristicas de dicha membrana son similares a las de cualquier
microorganismo Gram positivo cabe destacar que en las micobacterias los
derivados de fosfolipidos se presentan altamente glicosilados dando lugar a
moléculas como el lipoarabinomanano, de especial relevancia en la patogénesis

de la tuberculosis [6].
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2.4 Inmunogenicidad: la importancia de los glucoconjugados

Para hablar de la inmunogenicidad de Mycobacterium tuberculosis es necesario

destacar la presencia de cuatro azucares: trehalosa, manosa, arabinosa y galactosa

Trehalosa

La trehalosa, formada por residuos de a-D-glucopiranosil (1-1)- a-glucopiranosa,

constituye un antigeno comun en una gran variedad de moléculas y se divide en dos

grandes grupos:

- Micolatos de trehalosa: union de la trehalosa con un acido micdlico. Cuando estos

micolatos se encuentran acetilados constituyen el denominado “factor cuerda”.

Este factor, en condiciones normales, estimula la NADasa en el hospedador lo que

provoca la disminuciéon de los niveles de NAD. Al disminuir su nivel, el

rendimiento de la cadena respiratoria se ve afectado provocando incluso la muerte

mitocondrial. Ademas, la naturaleza quimica de estos micolatos esta relacionada

con el proceso fisiopatolégico mas comun de la tuberculosis, la formacion de

granulomas [6].

- Sulfolipidos de trehalosa: en este caso los grupos micolicos se encuentran

sulfatados. Su principal accidon es la actuacion como evasinas facilitando a la

bacteria la evasion de los macrofagos y, por tanto, impidiendo su destruccion en

el interior. Ademas se unen a los receptores scavenger (implicados en procesos

de eliminacion de compuestos celulares previo marcaje), lo que favorece la

entrada de la bacteria a las células del hospedador [6].

Los glucolipidos con trehalosas acetiladas son muy frecuentes en la zona mas externa

clasificandose en fenoglicolipidos (PGL) presentes en las cepas patogenas,

glicopeptidolipidos (GLP) relacionados con la supervivencia intracelular y

lipooligosacaridos (LOS) con variaciones que presentan valor taxondémico [6].

Arabinosa v galactosa

El disacarido arabinogalactano (AG) es un antigeno frecuente en distintas moléculas

de bacterias relacionadas taxonomicamente. Este disacdrido es necesario para la

formacion del peptidoglucano (PG) de la pared bacteriana siendo altamente imunogénico

6
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y de especial interés para evitar la lisis del microorganismo. El peptidoglucano esté
constituido por un polimero de aminoazucares de N-acetil-glucosamina (GLcNac) unidos
a residuos de acido murdmico (N-Ac-Mur). A su vez, este polimero se encuentra unido a
un tetrapéptido que se repite, Ala-Glu-PM-Ala, y a moléculas de acido micoélico, dando
lugar al complejo mAG. Para su biosintesis estaran implicadas mas de trece enzimas

autorreguladas siendo importantes para el estudio de nuevos farmacos [6].

2.5 Clinica y sintomatologia

La forma, casi exclusiva, de transmision de la enfermedad es la via aérea. Sin
embargo, esta no es la Unica pues puede darse por via cutdnea, congénita o por
inoculacion. El proceso habitual comienza cuando el bacilo es expulsado por las
secreciones respiratorias de un paciente infectado hasta un paciente sano [7].
Estadisticamente se comprobo en estudios que las microgotas que son capaces de llegar
a los alvedlos pulmonares pueden vehiculizar hasta 5 bacilos, suficientes para desarrollar
la enfermedad [8]. Tras la infeccion comenzara un proceso inflamatorio por parte de los
macrofagos; no obstante aproximadamente un 30% de los bacilos sobreviviran a la accion
del sistema inmune y comenzaran a multiplicarse en los ganglios linfaticos toracicos
produciéndose linfadenitis. El resultado de este proceso inflamatorio es una necrosis
tisular propia y Unica de la tuberculosis a nivel pulmonar que recibe el nombre de foco de
Ghon o chancro de inoculacion primario de Ghon. A la combinacion del complejo de

Ghon y la linfadenitis se la denomina como complejo de Ranke [9].

La evolucion frecuente en el 95% de los casos de las lesiones pulmonares es la fibrosis
y la calcificacion del chancro manteniéndose los bacilos en el interior de las lesiones
pulmonares y originando el estado patologico que se denomina como tuberculosis
pulmonar primaria. No obstante en el 5% restante de los casos existe una reactivacion de
la enfermedad dando lugar a una forma de tuberculosis que se denomina como
tuberculosis pulmonar posprimaria o de reactivacion. En algunos casos, ademads, se
producira la formacion del denominado tuberculoma o granuloma siendo este una lesion
fibrosa de varios centimetros originada en casos de tuberculosis primaria en los que el
foco inicial no se ha resuelto y existe riesgo de reactivacion como es el caso de situaciones
de inmunodepresion por enfermedades subyacentes como el VIH [10].

Respecto a la sintomatologia la tos es el sintoma mas frecuente y caracteristico en los

7
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pacientes con tuberculosis. Sin embargo, no es un sintoma patognomoénico de la
enfermedad. En un primer estadio esta tos suele ser una tos seca, sin esputo, que
evoluciona hacia una tos productiva, mucosa e incluso con hemoptisis. Ademas seran
frecuentes la fiebre, los sudores nocturnos o la pérdida de peso acusada. A pesar de ello
no existe ningin sintoma propio y claramente diferenciador de la infeccion por

Mycobacterium tuberculosis [10].

2.6 Diagnostico

El diagnostico mas simple y rapido se produce con la denominada prueba de la
tuberculina o prueba de Mantoux (TST) consistente en la inyeccion intradérmica en la
zona del antebrazo de 0,1 mL del derivado proteico purificado de la tuberculina de
Mycobacterium tuberculosis [11]. Entre 48 y 72 horas mas tarde se medira la induracion
formada. En funcién de multiples parametros; como si existe una vacunacion previa, la
presencia de enfermedades concomitantes como el VIH o bien si se trata de una
primoinfeccion, el didmetro del halo formando serd diferente (de 5 a 15 milimetros) y con
ello diferenciable entre pacientes para determinar si son “positivos” o “negativos”. Sin
embargo, debido a la baja sensibilidad y especificidad de la prueba, hoy en dia siempre
debe realizarse una confirmacion microbiologica o histopatologica [12].

Para ello el principal método es la tincion del esputo. La muestra se recomienda que
sea recogida por la mafana y durante un minimo de tres dias consecutivos hasta seis ya
que un esputo de forma aislada presenta una rentabilidad baja para el diagnostico. En caso
de que los pacientes no expectoren existe la posibilidad de obtener la muestra por
broncoscopia, aspirado géstrico, o incluso por biopsia. En el caso de la presencia de

tuberculomas ademas sera util la utilizacion de la puncion-aspiracion transtoracica [12].

Desde 2010 la OMS recomienda el uso de la prueba rapida Xpert MTB/RIF®; a través
de esta es posible la deteccion en un plazo maximo de 2 horas la presencia de tuberculosis
asi como la resistencia a rifampicina siendo ademas este el inico método util y fiable para

el diagnostico de la tuberculosis pediatrica [3,13].
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2.7 Tratamiento

De acuerdo con las recomendaciones de la OMS el tratamiento de primera linea
resulta del grupo terapéutico JO4AM correspondiente a la combinacion de rifampicina,
isoniazida, pirazinamida y etambutol [3]. De la combinacion, los dos principales
representantes utilizados seran la isoniazida y la rifampicina. Desde la OMS se
recomienda la combinacidn de isoniazida, rifampicina y pirazinamida durante un periodo
de tiempo de 2 meses, siempre seguida de la combinacion de isoniazida y rifampicina
durante 4 meses mas. La introduccion de etambutol inicamente se reservara para casos
en los que se de resistencia a alguno de los tres fArmacos anteriores [14].

En los casos que se producen en Espafia la resistencia no es comun y por tanto no
seria necesario la utilizacion de etambutol, sin embargo en los ltimos afios la creciente
poblacion inmigrante ha provocado un incremento de la necesidad de utilizacion de un
cuarto farmaco en el tratamiento de primera linea [14,17].

En caso de resistencia a tratamientos clasicos se utilizan los denominados farmacos
de segunda linea que no presentan tanta especificidad frente a Mycobacterium tales como
el p-aminosalicilato (PAS), kinamicina, amikacina, fluorquinolonas, capreomicina,
etionamida o ciloserina. No obstante este tipo de farmacos son limitados por su elevado
precio y requieren quimioterapia durante un periodo de tiempo de hasta dos afios que
implica, ademés, un elevado riesgo de toxicidad para el paciente prestando especial
complicacién en las funciones hepaticas [14].

En los ultimos afios han aparecido otros firmacos de nueva creacion como son
derivados de la rifampicina (rifapentina, rifabutina), bedaquilina, delamanida, o
petromanida cuya accion es mucho mas eficiente y especifica [15]. Sin embargo, estos

no son empleados en paises en vias de desarrollo.

2.7.1 Tuberculosis multirresistente

Los farmacos antituberculosos son utilizados desde hace décadas. Es por ello que en
todos los paises se han dado casos de cepas de Mycobacterium resistentes a alguno de los
cuatro farmacos de primera linea ya comentados. El motivo de estas resistencias se debe
a la utilizacion innecesaria ante casos falsos positivos (normalmente relacionados con un

diagnostico unico a través de la prueba de la tuberculina), la interrupcion prematura del
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tratamiento, el uso de formulaciones ineficaces (utilizacion de un Gnico medicamento en
lugar de las combinaciones necesarias) o bien por el uso de medicamentos alterados (por
ejemplo, durante las condiciones de almacenamiento) [3]. En los ultimos afios se ha
implementado el sistema DOTS, consistente en proporcionar tratamiento individualizado
y el control del correcto tratamiento principalmente en paises en vias de desarrollo [3].

Dentro de las cepas resistentes, de especial interés actual, se dan dos posibles casos [16]:

e Tuberculosis multirresistente (TB-MDR, Multi Drug Resistant): referida a cepas

que no responden al tratamiento con isoniazida y rifampicina. El tratamiento
habitual en estos casos se dard con firmacos de segunda linea bajo un régimen
normalizado de corta duracion. En 2016 se estimaron 600.00 casos de resistencia
a rifampicina de los cuales 490.000 casos presentaban TB-MDR [16].

e Tuberculosis ultrarresistente (TB-XDR. Extensive Drug Resistant): referida a

cepas que no responden a los medicamentos de segunda linea. Representa la forma
mas grave de tuberculosis lo que deja a muchos pacientes sin opciones de

tratamiento [16].

2.7.2 Tuberculosis en Espafia

Los ultimos datos de tuberculosis recogidos por el Centro Nacional de
Epidemiologia Instituto Carlos III en Espana datan del ano 2014. A través de estos se
pone de manifiesto como en el afio 2014 se notificaron 5.018 casos de tuberculosis en
Espana de los cuales 3.933 correspondieron a tuberculosis respiratorias representando un
85,7% casos nuevos. Sin embargo, a lo largo de los afios se ha dado una evolucién

claramente negativa en todas las categorias de las tuberculosis con un descenso respecto
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a 2013 del 10,5% (Figura 2). De entre todas las comunidades autonomas destacan Ceuta
y Melilla por su localizacion dentro del territorio africano [17].

Es importante destacar el numero de casos en nifios siendo de 299 en menores de
15 afios con una incidencia de meningitis tuberculosa mucho mayor en el caso del rango
de edad 0-4 afios. Sin embargo, en muchos casos el origen de procedencia de los padres
correspondia a zonas inmigrantes como la regién de Marruecos. Del mismo modo se ha
observado una disminucion en el caso de enfermos concomitantes de tuberculosis y VIH
representando 237 casos en el afio 2014. Podemos determinar por tanto que el objetivo
de la OMS por el cual se pretende acabar con la epidemia de la tuberculosis en 2030 esta
siendo tratado adecuadamente en el territorio espafiol [17].

Respecto a las cepas resistentes, de todos los casos positivos, treinta y cinco casos
resultaron ser cepas multirresistentes (TB-MDR) y de estas treinta cinco, inicamente dos,

se consideraron cepas ultrarresistentes (TB-XDR) [17].

3 OBJETIVOS

El objetivo principal de este trabajo consiste en realizar una revision bibliografica
sistematica que permita conocer y exponer los distintos mecanismos de accion de los
principales farmacos de primera linea frente al tratamiento de la tuberculosis primaria
haciendo especial hincapié en las bases moleculares de las resistencias mas habituales

que se desarrollan como consecuencia de su mal uso.

El repunte de una enfermedad condenada, inicialmente, a desaparecer junto con el
incremento del nimero de casos de tuberculosis multirresistente pone de manifiesto la
necesidad de llevar a cabo la busqueda de nuevas terapias farmacologicas ademas del ya
conocido uso de los antibidticos con el fin de mejorar la antibioterapia de primera linea y

evitar la utilizacion de tratamientos que presentan una mayor toxicidad.

4 MATERIALES Y METODOS

La metodologia utilizada consistio en la recopilacion de datos de diversos articulos
procedentes de distintas fuentes como Pubmed, Google académico, ScienceDirect, u
OMS web site asi como de manuales pertenecientes a la biblioteca de Farmacia de la

Universidad Complutense de Madrid. Las palabras claves para realizar esta busqueda han
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sido: “tuberculosis, mycobacterium, metalloproteinase inhibitors, rifampicin, ¢
isoniazid”. Los articulos consultados han sido publicados en la ultima década (a
excepcion de los referidos a los antecedentes). El propdsito es mostrar una vision

actualizada de los avances conseguidos para mejorar el tratamiento de primera linea.

5 RESULTADOS Y DISCUSION

Una de las metas de la OMS incluidas en los Objetivos del Desarrollo Sostenible
adoptados en 2015 consiste en acabar para 2030 con la epidemia de tuberculosis todavia
presente a dia de hoy [3]. De especial interés son los casos de tuberculosis
multirresistente, TB-MDR, y ultrarresistente, TB-XDR. Actualmente diez farmacos han
sido aprobados por la FDA (Food and Drug Administration) para el tratamiento de la
tuberculosis los cuales van dirigidos a dos dianas principales: inhibicion de la sintesis de

la pared e inhibicion de la sintesis de RNA polimerasa en micobacterias.

5.1 Mecanismo de accion y resistencias a isoniazida

La isoniazida (INH) pertenece al grupo de farmacos inhibidores de la sintesis de
acidos micolicos de Mycobacterium, estructura esencial para la integridad de la
membrana. Dicho firmaco resulta especialmente util en los estadios iniciales de la
infeccion ejerciendo una accion bactericida; sin embargo esta accion se reduce mucho
durante la fase latente de la infeccion [18]. La isoniazida como tal no presenta ninguna
accion farmacologica, pues se trata de un profdrmaco, evitando de este modo una mayor
toxicidad en el paciente. La isoniazida ejerce dos acciones frente a Mycobacterium. Una
vez introducida en la célula por difusion pasiva se produce su activacion por parte de una

Isoniacida
(INH)

N Difusion pasiva

Radicales T Radicales
< Activacion 2

oxigeno KatG organicos

reactivos reactivos

Aducto INH*-NAD

Inhibicién InhA

Inhibicién de biosintesis de
Dafio DNA? 4cidos micolicos Metabolismo de NAD

Muerte celular

Figura 3. Mecanismos de accion de la isoniazida (INH)
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enzima propia de Mycobacterium, la KatG catalasa-peroxidasa, generando el

denominado radical isonicotinico (Figura 3).

Dicho radical presentarda capacidad para unirse a una molécula de NAD
covalentemente formando un aducto. Este aducto es capaz de inhibir una enzima concreta,
la FASSI enoil-ACP reductasa (InhA), implicada en la sintesis de acidos micolicos, lo
que provoca la acumulacion de acidos grasos de cadena larga impidiendo la sintesis de la

pared celular de Mycobacteriumy, con ello, su muerte celular [19] (Figura 3).

Ademas, de forma secundaria, el radical isonicotinico originara la formacion de los
denominados intermedios reactivos de oxigeno (ROS) tales como perdxido o superoxido
generando dafos a nivel de los lipidos, proteinas o del DNA potenciando, junto con su

principal mecanismo, la accion bactericida de la isoniazida [20].

La resistencia a isoniazida puede producirse a través de distintos mecanismos. El
mecanismo mas comun se debe a mutaciones concretas que alteran la funcion final de

diferentes proteinas [21]:

e KatG: enzima responsable de la bioactivacion de la isoniazida. Es una proteina
compuesta por 740 aminoécidos. Las principales mutaciones se concentran en una
region que va del codon 300 al 507 siendo las mas frecuentes las sustituciones de
Ser 315 por Thr y Arg 463 por Leu. Representa el 42-58% de los casos clinicos
de resistencia siendo por tanto la mutacién mas comun [23].

e Gen inhA: gen responsable de la biosintesis de acidos micolicos. Esta resistencia
se debe a la sustitucion en la posicion 94 de Ser por la Ala. Representa el 25% de

los casos de resistencia clinica [21].

Ambas mutaciones representan practicamente el 80% de los casos de resistencia a
isoniazida pues afectan directamente al mecanismo principal del farmaco. No obstante,
existen otros tres genes relaciones con la resistencia pero de menor interés pues su funcion

afectard a la capacidad de detoxificacion de los diferentes ROS.

¢ Gen oxyR: gen responsable de la respuesta al estrés oxidativo en Mycobacterium.

Codifica para proteinas implicadas en la proteccion frente a ROS. Su inactivacioén
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se produce de forma natural debido a multiples alteraciones genéticas como
cambios, mutaciones puntuales y delecciones [21].

e Gen _ahpC: codifica para la enzima alkil hidroperoxidasa tipo C, capaz de
detoxificar perdxidos orgdnicos. Presenta importancia en niveles posteriores de
infeccion. La mutacion de este gen se produce a nivel de la region promotora [22].

e Gen fur: gen regulador de la captacion de hierro implicado en la detoxificacion

de radicales de oxigeno [22].

5.3 Mecanismo de accion y resistencias a rifamicinas: Rifampicina

Actualmente la FDA mantiene aprobados cuatro farmacos que se engloban dentro de
la categoria de las rifamicinas: rifampicina, rifabutina, rifapentina y rifaximina.

Entre los cuatro farmacos se dan unicamente pequefias variaciones estructurales
siendo el principal representante del tratamiento de la tuberculosis la rifampicina B. La
rifapentina se caracterizara principalmente por tener una mayor potencia acortado los
periodos de tratamiento y la rifabutina por presentar un menor niimero de interacciones
con otros farmacos, lo que es de especial interés en el caso de los pacientes con VIH
donde se combinan otros antirretrovirales [24].

La principal ventaja que presenta este grupo de farmacos respecto a la isoniazida es su
capacidad para actuar frente a la poblacion de Mycobacterium que se encuentra en estado
latente en las células del huésped. Por ello, tal y como se ha comentado, los protocolos
recogen la combinacion necesaria de ambos farmacos como tratamiento inicial y de
primera linea [24].

Este grupo de fAirmacos son inhibidores de la RNA polimerasa bacteriana, constituida
por cuatro subunidades codificadas por los genes rpoA, rpoB, rpoC y rpoD, de forma que
se unen de forma especifica a la subunidad beta de dicha enzima codificada por rpoB. De
este modo se impide el proceso de transcripcion desde el DNA celular al RNA mensajero.
Al no poderse codificar las proteinas bacterianas necesarias, la bacteria muere. Al tratarse
inhibidores especificos de la RNA polimerasa bacteriana no se produce afectacion sobre
la polimerasa de células humanas, lo que presenta una clara ventaja frente a la toxicidad.

La principal resistencia se producira en el caso de la rifampicina. Dentro del gen rpoB
se dan seis regiones altamente conservadas en las cuales se han encontrado la mayoria de

las mutaciones (deleciones, inserciones y sustituciones).
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Estas mutaciones se han encontrado concentradas en una pequeiia region del gen rpoB,
concretamente en un segmento que incluye los codones 507-533 [24]. Las mutaciones

mas frecuentes se dan en los codones para Asp 516, His 526 y Ser 531[24].

5.4 Mecanismo de accion y resistencias a pirazinamida

Al igual que la isoniazida, la pirazinamida (PZA) es un inhibidor de la sintesis de la
pared de micobacterias. Su uso es especialmente importante al inicio del tratamiento por
su actividad concreta frente a bacterias persistentes en los estadios iniciales. Al igual que

la isoniazida, requiere un proceso de bioactivacion pues se trata de un profarmaco [25].

Una vez el farmaco no ionizado se ha introducido en la célula por difusion pasiva se
produce su activacion por una enzima concreta, la pirazinamidasa, codificada por el gen
pncA. Dicha encima, dard lugar al acido

o
. . . , . N
Il
pirazinoico. Este 4cido, en su forma i ( S Vi
ionizada, saldra hacia el exterior a través de N/

POA™ + H'—» HPOA

canales; sin embargo siempre que el medio Passive "
i g preq diffusion b Acia pH
, . . ! + 4+ + ]+
externo sea acido (lo que es complejoenlos ( @O;Q R
I e ——
. , . ., PZase Passive | | Defective
estadios mas tempranos de la infeccion) se conversion | diffusioni 1 efflux
[
producird su protonacién y volverd a rka=29 [POAT] f<—H —— HPOA
introducirse en la célula por difusion / y
. . . ] NAD Acidification ~ Disruption of
pasiva. De nuevo en el interior el farmaco metabolism 2 of cytoplasm ~ membrane
L function )
serd desprotonado de forma que se crea un - /
ambiente 4acido en el interior celular (Figura Figura 4. Mecanismo de accion de la
4). Como consecuencia de la acidificacion pirazinamida (PZA4)

del medio, se producirad una inhibicion de las funciones vitales bacterianas.
Ademas, al producirse un fallo en el equilibrio acido/base la carga en las membranas se

veré alterada provocando una alteracion de la sintesis de proteinas y RNA [25].

La resistencia a pirazinamida se debe a interrupciones en el gen pncA, el cual da
lugar a la pirazinamidasa de forma que la activacion del antibidtico se veria afectada.
Entre las mas importantes se han observado sustituciones como Cys63 por Prol, GIn138
por Prol y Asp 63 por His. Ademaés se ha observado delecion de un nucleotido de guanina

en posiciones 162 y 288 [21].
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5.5 Mecanismo de accion y resistencias a etambutol

Representa el ultimo farmaco dentro del tratamiento de primera linea. Habitualmente
solo es utilizado en caso de que la combinacion de los farmacos anteriores no de lugar a
resultados positivos como consecuencia de la aparicion de alguna de las resistencias
explicadas. Presenta una accidn bacteriostatica. Aunque también inhibe la sintesis de la
pared, en este caso la accion se produce sobre la arabinosil transferasa, enzima que esta
implicada en la sintesis del complejo mucolil-arabinogalactano-peptidoglicano (mAGP)

llevando a cabo la polimerizacion de la arabinosa en el arabinogalactano [26].

La resistencia a etambutol esta directamente relacionada con el operon emcCAB, que
incluye tres genes codificantes para arabinosiltransferasas. La mayoria de las alteraciones
se han encontrado en el codon 306 con sustituciones de Met por Val. Sin embargo,
también se han encontrado sustituciones de Phe por Val en posicion 330 o de Thr por Ile

en posicion 630 [21].
5.6 Inhibidores de metaloproteinasas: ;una opcion de futuro?

Como ya se ha comentado, en el tratamiento de primera linea es frecuente la aparicion
de resistencias, especialmente frente a rifampicina e isoniazida. La combinacion implica
tratamientos largos, de 6 a 9 meses, lo que provoca una elevada falta de adherencia al
tratamiento [3]. Hoy en dia existen tratamientos de segunda linea principalmente para el
caso de tuberculosis multirresistente. Sin embargo, recientes estudios publicados ponen
de manifiesto la posibilidad de mejorar el tratamiento de primera linea mediante la
utilizacion de inhibidores de metaloproteinasas. Las metaloproteinasas desempefian
numerosas funciones en procesos fisioldgicos que implican remodelacion y
mantenimiento tisular; no obstante, en el caso del tratamiento de la tuberculosis, su
funcion principal a estudiar es la degradacion de la matriz extracelular (MEC), es decir,

el conjunto de proteinas que permiten la adhesion celular [27].

5.6.1 Metaloproteinasas

Las metaloproteinasas (MMPs) son enzimas presentes en multiples tejidos. Pertenecen
a la superfamilia de las metzincinas, puesto que en el dominio catalitico se da la presencia

de un atomo de zinc. Se caracterizan porque dependen de Ca?’, actian a ph neutro, se
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sintetizan como zimogenos (precursor enzimatico no activo) y se almacenan en granulos
de macrofagos y neutrofilos [28].

Estas enzimas se pueden encontrar de dos formas: bien se presentan asociadas a la
membrana plasmatica constituyendo una proteina transmembrana con 17 dominios y un
péptido sefial en la zona N-terminal necesario para su desplazamiento desde el nucleo
hasta la membrana o bien de forma soluble [28] (Figura 5).

Dominio de tipo
hemopexina

Péptido Dominio
sefial Propéptido Dominio catalitico transmembrana

Zn2+

Estructura basica: MMP7 y MMP26

Qe >

Estructura con dominio de tipo hemopexina: MMP1, MMP3, MMP2, MMP9...

Dominio
citoplasmatico

Figura 5. Estructura basica de las metaloproteinasas

En el ser humano se han descrito 24 MMPs diferentes las cuales se clasifican en
distintos grupos. De todas ellas, el grupo de las metaloproteinasas que engloban las
MMPs 2 y 9 son el subgrupo de las denominadas gelatinasas, especificas por degradar
colageno tipo IV (colageno desnaturalizado). Bajo condiciones fisioldgicas la actividad
de las MMPs es regulada a nivel transcripcional por zimogenos o por inhibidores
endogenos llamados inhibidores de metaproteinasas (TIMPs), de los que se han descrito
unicamente cuatro en humanos [27,28].

El centro de la infeccion en el caso de Mycobacterium se da a nivel del granuloma
pulmonar tal y como se ha expuesto. Este granuloma, en su curso normal, experimentara
a lo largo de la infeccion modificaciones del tejido que permitan su expansion con
alteraciones en la matriz extracelular y procesos de angiogénesis para aportar nutrientes
y oxigeno al nuevo desarrollo. En todos estos procesos de remodelacion y mantenimiento

tisular estan implicadas las metaloproteinasas [27].

5.5.2 Inhibidores de metaloproteinasas

Desde el afio 2000 se ha dado lugar a publicaciones que abordan la participacion de
las inhibidores de metaloproteinasas asociadas al tratamiento de la tuberculosis, sin
embargo, estas publicaciones presentaban resultados discordantes [29]. El estudio de

Hernandez-Pando [30] concluia que la utilizacion de estos inhibidores mostraban un
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incremento de la respuesta inmunitaria Th2 (respuesta antinflamatoria) asi como una
formacion tardia de granulomas a nivel pulmonar en modelos animales; por el contrario
estudios como el de /zzo [31] concluian que la utilizacién de estos inhibidores daba lugar
a un incremento de la deposicion de coldgeno y con ello se promovia la formacion de
granulomas en etapas tempranas de la infeccion (lo que contribuiria al control de la
progresion de la enfermedad). Por todo ello seria necesario llevar a cabo estudios mas
detallados en el futuro [29].

Recientes estudios analizaron nuevamente la posibilidad de utilizar inhibidores de
estas proteasas en el tratamiento contra Mycobacterium. Entre los inhibidores sintéticos
utilizados se utilizaron marismat, batimastat, o prinomastat; todos ellos inhibidores de
amplio espectro. El interés de estos inhibidores en el tratamiento de la tuberculosis viene

dado por distintos aspectos [29].

1 I
En primer lugar se il o, i
b tilizacic e Eibvwlh s S
comprobdé su utilizacion S IV
. . E hd
respecto a la carga bacteriana; S 0] & L £, ——
[3) v
. . o a
estos estudios pusieron de bl 5 B °o
an & W o8
manifiesto que el uso unico de ol . -
. . P P N ‘\Q‘ R P A
estos inhibidores de TEET & & T FTEFTSTS
& o & & & &S
¥ 8 Qq,‘ & Q‘x@ Q8 s Q&b‘
metaloproteinasas no presenta S & & ~8‘§
R\
N
accion bactericida 0

N . . Figura 6. Relacion de la CFU y las
bacteriostatica por si mismos, sin g

embargo, en su combinacién con distintas combinaciones de inhibidores
farmacos de primera linea como rifampicina e isoniazida se producia una disminucion de
la carga bacteriana hasta 10 veces mayor que el tratamiento convencional unico con los
farmacos clasicos. También se comprobaron otros inhibidores mucho mas especificos
como Sh-3ct (inhibidor especifico de MMP 2 y 9) y MMP 9-inhibitor II demostrando una
disminucién atin mayor de la carga bacteriana (Figura 6) [29].

En segundo lugar, se examind la posibilidad de que los inhibidores de metaproteinasas
estuviesen implicados en un incremento del nimero de vasos sanguineos (angiogénesis)
para lo que se estudiaron las moléculas CD31 o a-SMA debido a su presencia en células

que forman el forro interior de los vasos sanguineos. En resumen, estos estudios muestran

que no se produce un incremento del nimero de vasos totales pero si un incremento del

18



no se hace responsable de la informacion contenida en el mi

Este trabajo tiene una finalidad docente. La Facultad de Fa

Mpycobacterium tuberculosis resistente: un reto actual

numero de pericitos que rodean los vasos sanguineos lo que implica una mayor integridad
de los vasos. Este aumento de pericitos, junto con el aumento de la integridad de los vasos,
podria mejorar la biodisponibilidad de los farmacos de primera linea asi como su
retencion en el tejido infectado lo que justificaria un menor tiempo de tratamiento y con
ello una disminucion de las posibles resistencias para conseguir un mayor ¢€xito
terapéutico [29,32].

Actualmente estos estudios unicamente se reducen a modelos animales in vivo
utilizando para ellos cepas de ratones infectadas. Sin embargo, estos hallazgos podrian
utilizarse en la clinica a corto plazo pues la utilizacion de inhibidores de metaloproteinsas

ya es a dia de hoy empleados en la terapia antineoplésica con excelentes resultados [33].

6 CONCLUSION

A pesar de ser una infeccion conocida desde hace siglos la tuberculosis continua
hoy en dia representando una amenaza para la salud mundial, situandose incluso por
encima de infecciones como el VIH. De especial interés en los tltimos afios ha sido la
aparicion de numerosas y diversas resistencias al tratamiento de primera linea en cepas
de Mycobacterium tuberculosis (TB-MDR y TB-XDR) que suponen una amenaza en el
control de la enfermedad originando problemas tanto a nivel de los sistemas de salud, en
la economia como a nivel social.

Debido a las largas pautas posologias que presenta el tratamiento de primera linea
y la utilizacion errénea en la combinacion de farmacos ha surgido la necesidad de llevar
a cabo la busqueda de nuevas dianas que mejoren la biodisponibilidad de estos farmacos;
reduciendo la duracion del tratamiento, mejorando la potencia de los antibidticos, y
evitando con todo ello la aparicion de resistencias y la utilizacion de farmacos mucho mas
toxicos para el paciente y de mayor coste. En este contexto se engloban los denominados
inhibidores de metaloproteinasas; futuros farmacos que podrian aportar todas estas
ventajas reduciendo la carga bacteriana a nivel sistémico, mejorando la integridad de los

vasos sanguineos sanguineos y favoreciendo la retencion tisular de farmacos clésicos.
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