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Abreviaturas.

Abreviatura Significado Abreviatura Significado
Mtb Mycobacterium oL Capsula
tuberculosis
OMS Organizacion MM Micomembrana
mundial de la salud
MDR Tuberculosis AG Arabinogalactano
multiresistente
XDR Tuberculosis PG Peptidoglicano
extremadamente
resistente
B Tuberculosis PM Bicapa lipidica
MTBc Mycobacterium CIM Concentracion minina
tuberculosis complex inhibitoria
BCG Bacilo de Calmette- EIS proteinas de
Guérin supervivencia
intracelular mejorada
PCR Reaccion en cadena AMG Aminoglucosidos
de la polimerasa.
VIH Virus de CAP Capreomicina
inmunodeficiencia
humana.
ROS Especies reactivas de ABC Casette de union a
oxigeno ATP
CENAPRECE Centro Nacional de SMR pequefia resistencia a
Programas multiples farmacos
Preventivos y Control
de Enfermedades
RR Resistencia a RND nodulacion de
rifampicina resistencia
RNA Acido ribonucleico MFS superfamilia de
facilitadores
principales
PZA Pirazinamida MATE extrusion de
compuestos toxicos de
multiples fArmacos
FASI sintasa de &cidos DMT superfamilia de
grasos tipo | transportadores de
metabolitos de
farmacos
DNA Acido ATP Adenosin Trifosfato
desoxirribonucleico
FDA Food and drug

administration




Indice

de figuras

Figura 1. “Estructura y constituyentes celulares del granuloma tuberculoSo™ ..........cccccvvveiiiiiiieneiinnnnens 14
Figura 2. “Mapa de la incidencia esperada de la tuberculosis para el afio 2020 ..........cccceeveerienieiieennnn. 16
Figura 3. “Incidencia de todas las formas de tuberculosis en la repiblica mexicana en el afio 2017 ......17
Figura 4. “Incidencia para la tuberculosis pulmonar segun cada estado™ .........cccocevvverereiiinenieneieeinens 17
Figura 5. “Mecanismo de accion de la rifampicina” .........cccocecveerieiiiieiesie e 25
Figura 6. “Mecanismo de accion de la Pirazinamida” ............ccooueiieriiene i 27
Figura 7. “Mecanismo de accion de 12 iSoniazida” ............ccooeiieriiieieiicie e 29
Figura 8. “Mecanismo de accion de Etambutol y estreptomicing”...........cccceveiiiieniiniiiieieiese e 31
Figura 9. “Mecanismo de accion del 4cido P-aminosaliciliCo™ ........cciviviiieiiiiiniieiiee e 32
Figura 10. “Mecanismo de acCion de 1a D-CIClOSErina™ ...........cueveirererenieieneee s 34
Figura 11. “Mecanismo de accion de 1as fluoroquinolonas” ............cevererieieiieeniesieenie e 35
Figura 12. “Resumen de los mecanismos de los fArmacos de primera y segunda linea”............cccccccevenene 35
Figura 13. “Modelo de la envoltura celular de Mycobacterium tuberculosis™..........ccooevvviiniiieneiinnnens 38
Figura 14. Difusion de medicamentos en Mycobacterium tuberculosis ..........cccoceviveviviiieeriee e, 41
Figura 15. Mecanismos de modificacidn estructural del ObJetivo ..........cccevveiiiiiiciii e, 43
Figura 16. Diagrama de cinta del dimero MfpA de Mycobacterium tuberculosis............ccccovvveiieiiiinnnnns 45
Figura 17. Mecanismos generales de las Detalactamasas ..........ccooveviiiiiiiiiiiie e 47
Figura 18. 6'-N-acetilacion de CapreOMICING ........ceeivieiieiieeieeieeste e se st esbe e rbe et e e e aeesreesnreenaeenees 49
Figura 19. Estructuras representativas de las bombas de eflujo............ccccooeviiiiiiii i, 51
Figura 20. Mecanismo propuesto de RVIBLIC ......cceeviiiiiiiiiiiieie ettt 53
Figura 21. Cambio conformacional de la bomba RVI258C ...........ccceeiiiiiiiiiiiieicieeceee e 54
Figura 22. Esquema resumen de los mecanismos de resistencia intrinSECoS..........coevvvevieereeiiesivecieennn, 56
Figura 23. Mecanismos de resistencia adqUIridOS. ........coueiueiiieiie i 62
Figura 24. Mecanismo de accion de la BedaquUiling...........ccooeiieiiiiiiiiiiiiie e 66



Introduccion

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa cuyo principal agente etiol6gico es el
bacilo Mycobacterium tuberculosis (Mtb) el cual resulta ser resistente a gran variedad de
antibioticos. Segun la organizacion mundial de la salud (OMS) es considerada la primera
causa de muerte por un solo agente infeccioso; tan solo en el afio 2020 la tuberculosis
causo 1.3 millones de muertes y presentd una incidencia mundial de 9.9 millones de casos,
presentandose entre estos de 2.1 a 3 millones de casos de resistencia a la rifampicina, de
los cuales 132, 000 fueron multirresistentes y 25, 681 extremadamente resistentes.

(OMS, 2021)

Por lo tanto, es importante tener en cuenta que la resistencia bacteriana se esta
volviendo una epidemia silenciosa cobrando un excesivo numero de victimas por afio. La
organizacién mundial de la salud reporta que se producen mas de 700 mil muertes anuales,
estimandose podria causar mas de 10 millones de muertes al afio, durante los proximos

25 afos, dejando ademas una pérdida de 100 billones de dolares para 2050. (OMS, 2022).

Las causas de la resistencia bacteriana son variadas y en muchas ocasiones

multifactoriales, pero podemos destacar las principales:

1) La prescripcion errénea de tratamientos, ademas de la cultura de automedicacion. En
diversos estudios se ha demostrado una relacion directa entre dichas précticas y la
generacion y diseminacion de cepas resistentes (Read y Woods, 2014). De hecho,

estudios también han demostrado que la indicacion del tratamiento, eleccion del



antibiotico o duracion del tratamiento son correctos Unicamente en el 30-50% de los

casos. (CDC, 2013; Luyt et al., 2014).

2)  Laexplotacion de los antibioticos a nivel industrial. Se sabe que cerca del 80% de
los antibioticos vendidos son para uso en la agricultura/ganaderia, cuyo uso principal es
potenciar el crecimiento y evitar las infecciones. (Spellberg et al., 2014; Gross, 2014).

Esto afecta de dos formas distintas; directa e indirectamente.

A) Directamente: El uso inadecuado de los antibioticos, ayuda a la seleccion artificial
de las cepas resistentes, las cuales son transmitidas a través de la comida
(principalmente productos carnicos) a los seres humanos, causando asi

enfermedades. (Bartlett et al., 2013)

B) Indirectamente: Cerca del 90% de los antibidticos empleados son segregados
mediante la orina u otros desechos al medio ambiente, luego se dispersan
ampliamente a través de los fertilizantes, la escorrentia superficial y las aguas
subterraneas, causando un gran impacto a nivel del microbioma ambiental.

(Wright, 2010).

En cuanto al caso particular de Mycobacterium tuberculosis, es importante mencionar;
antiguamente solo se consideraban dos tipos de cepas resistentes, las cuales son;
multirresistente a los antibioticos (MDR, por sus siglas en inglés) y extremadamente

resistentes a los antibidticos (XDR, por sus siglas en inglés). Sin embargo, en la ultima



década, se han encontrado las primeras cepas totalmente resistentes a los antibioticos

(TDR) en India e Israel (Udwadia, 2012)

Los mecanismos por los cuales Mth presenta resistencia se dividen clasicamente en
intrinsecos y adquiridos. En relacion con mecanismos intrinsecos, los ejemplos mas
relevantes resultan ser la pared celular inusualmente gruesa y las bombas de eflujo, por
otra parte, en los mecanismos los adquiridos, el ejemplo més relevante y frecuente resulta

ser la modificacion de los blancos de los antibidticos.

Objetivo general.

e Describir, integrar e ilustrar los mecanismos de resistencia a los
antibioticos que presenta Mycobacterium tuberculosis (intrinsecos y

adquiridos).
Obijetivos particulares.

e Recopilar una actualizacion e integracion de los mecanismos de
resistencia  intrinsecos y  adquiridos que  presenta

Mycobacterium tuberculosis.

e Reunir la informacién actual sobre los mecanismos de los

farmacos antituberculosos.

e Compilar informacion sobre el futuro del tratamiento de la

tuberculosis.



1. La tuberculosis.

La tuberculosis (TB) es una antigua enfermedad con presentacion principalmente
pulmonar, la cual representa la novena causa de muerte y la primera por un sélo agente
infeccioso a nivel mundial (OMS, 2019). Esta importante patologia es causada por las
especies de micobacterias miembros del Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC),
entre las que encontramos a: Mycobacterium tuberculosis (Mtb), el agente etioldgico de
la TB en humanos; M. africanum, el cual causa tuberculosis en humanos sélo en ciertas
regiones de Africa; M. bovis, M. caprae y M. pinnipedii, causantes de TB en mamiferos
salvajes y domesticados, finalmente se encuentra M. microti, agente causal de TB solo en

campafoles (Delogu et al., 2013).

La tuberculosis era y muy posiblemente vuelva a ser una de las grandes calamidades
que ha atormentado al ser humano. De hecho, se sospecha su coevolucion con el ser
humano tras la aparicion de este Gltimo. (Gutiérrez et al, 2005). Entre los registros mas
antiguos de la enfermedad, se encuentra la existencia de momias egipcias del afio 5000 a.
C con deformidades caracteristicas de la tuberculosis espinal (Zimmerman, 1979),
posteriormente en la antigua Grecia y mucho después en la época medieval las diversas
presentaciones de la tuberculosis fueron conocidas como “ftisis” (tuberculosis ocular),
“escrofula” o “mal del rey” (lifoadenitis tuberculosa), creyéndose que solo seria curada
con el toque del algin monarca, un dato interesante sobre este contexto es que Sdcrates
fue el primero en pensar en el posible origen infeccioso de la enfermedad. Es fascinante
mencionar la presencia de la tuberculosis en la biblia, especificamente en los pasajes de

Deuteronomio y Levitico (Sharma, 1981).
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Mucho tiempo después, en el afio 1839 J. Schonbein bautiz6 a esta enfermedad como
tuberculosis, esto debido a los conocidos “tubérculos”, lesiones pulmonares
caracteristicas de la enfermedad. Fue hasta el afio 1882 cuando Robert Koch presento los
primeros resultados identificando al agente causal de la tuberculosis, aislandolo y
cultivandolo en suero animal, ademas de inocular el agente causal en animales de

laboratorio, siguiendo los postulados de Koch. (Riccardi et al, 2020; Barberis et al, 2017).

Durante un largo periodo de tiempo la tuberculosis causé pérdidas de innumerables
vidas, esto empez0 a controlarse en 1921 cuando Albert Calmette y Jean-Marie Camille
Guérin crearon la vacuna BCG (utilizando cepas atenuadas de Mycobacterium bovis) la
cual disminuy6 considerablemente la mortalidad de esta enfermedad; sin embargo, este
padecimiento recuperd importancia con la epidemia de VIH ocurrida entre los afios 80-
90’s, adicionalmente el movimiento antivacunas y la resistencia a antibioticos, han
potenciado el peligro que implica Mycobacterium tuberculosis para el ser humano y la

sociedad en general.

El diagnostico actual de esta enfermedad se basa en el seguimiento de tres estrategias:
1) la evaluacion de los sintomas y su evolucidn, 2) el estudio de baciloscopia (frotis y
crecimiento en agar) y 3) la evaluacidn de imagenologia. estrategias adicionales usadas
son: la microscopia de fluorescencia, la prueba de la tuberculina y la PCR (esta ultima

solo es solicitada con una baciloscopia positiva). (Cudahy y Shenois et al., 2016)
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1.1 Patogenia general.

La tuberculosis en humanos es causada principalmente por M. tuberculosis, un
patdgeno condicional/oportunista, ya que en la mayoria de los casos se presenta la
enfermedad cuando existe un cuadro de inmunodeficiencia, teniéndose un control
esporadico en cerca del 90% de los casos; esto podria estar relacionado directamente con

las campafias de vacunacion a nivel nacional e internacional. (Cambier et al., 2014)

Este bacilo utiliza como método de entrada las vias aéreas superiores en forma de
aerosoles, estableciéndose en primer lugar en el parénquima pulmonar en donde es
fagocitado por los macréfagos alveolares (Delogu et al., 2013), sin embargo, si logra
sobrevivir se replicard dentro del macrdéfago, para posteriormente causar una invasion
generalizada a los tejidos cercanos (incluyendo tejido epitelial y endotelial) y se difundira
a diversos organos por via linfatica o hematica (Delogu et al., 2013). Estudios recientes
han demostrado que M. tuberculosis no limita su invasion a las células inmunes, sino
también a una amplia gama de lineas celulares tales como los fibroblastos, adipocitos y
celulas neuronales, este gran espectro de invasividad de células blanco, justificaria la gran

variedad de presentaciones de la tuberculosis. (Randall et al., 2015)

Posterior a la invasion de los tejidos cercanos, ocurre la llegada de células inmunes
(neutrdfilos, linfocitos y otras lineas celulares), las cuales intentan encapsular a los bacilos
invasores formando el conocido granuloma, un agregado compacto y organizado de
células compuesto principalmente por: macréfagos que transformaron sus membranas

celulares los cuales son capaces de unirse a células adyacentes, como células epiteliales
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que poseen gran capacidad fagocitica, macrofagos que se han fusionado convirtiéndose
en células gigantes o células espumosas (también llamados macréfagos altamente
cargados de lipidos), estos dos tipos de celulas suelen contener bajas cantidades de
bacterias fagocitadas. Los bacilos por su parte suelen encontrarse mayoritariamente
presentes en las areas necréticas centrales, en las cuales se encuentran poblaciones
celulares muertas, macrofagos en apoptosis y macréfagos en necrosis (figura 1). Otras
lineas celulares también presentes son; neutrdfilos, células dendriticas, linfocitos T y B,
células NK, fibroblastos y células que secretan componentes de la matriz extracelular. Es
importante mencionar que la estructura del granuloma se encuentra rodeado de células

epiteliales (Ramakrishnan, 2012).

Dentro del granuloma (en las areas necrdticas centrales) se encuentran los bacilos en
estado de latencia a largo plazo (estado de baja actividad metabdlica), sin causar dafio o
permitir la transmision, siendo capaces de activarse en situaciones de inmunosupresion,
por ejemplo, infeccién con VIH. (Chai et al., 2018). Se sabe que el estado de latencia en
el cual permanece M. tuberculosis es debido a una gran gama de proteinas efectoras las
cuales utilizan una variedad de estrategias para permitir la supervivencia intracelular, un
ejemplo de esto es la proteina ESX1, la cual por una parte puede causar la inhibicion de
la proton-ATPasa encargada de la acidificacion del fagolisosoma, o bien causa

directamente la ruptura de la membrana del fagosoma. (Groschel, et al, 2016).

El microambiente del granuloma es regulado principalmente por dos poblaciones de
macrdfagos; por una parte, los M1 (que promueve la eliminacion bacteriana mediante

produccion de ROS vy citocinas proinflamatorias tales como TNF, IL- 1B e IL-6) y por

13



otra los M2 (que se cree promueve la supervivencia intracelular de los bacilos) (Chai et

al., 2018).

Posterior a la formacion del granuloma, si el sistema inmune funciona adecuadamente,

los componentes fibrosos del granuloma se calcifican formando una estructura llamada

complejo de Ghon (Ghon, 1923)

P S
Epithelioid  Apoptotic infected
macrophage epithelioid

macrophage

@)

5 D > &)
(S A & S

e D) 7
Macrophage Apoptotic
infected

macrophage

infected

Giant cell Foam cell
o

Mycobacterium
tuberculosis

Figura 1. Estructura y constituyentes celulares del granuloma tuberculoso. Se observa la distribucion de las

lineas celulares. (Tomado de Ramakrishnan, 2012)
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1.2 Epidemiologia de la tuberculosis.

Una idea comun es pensar que la tuberculosis es una enfermedad antigua y sin impacto
en el mundo actual, sin embargo, resulta errénea, tan solo en 2020 hubo un estimado de
9.9 millones de casos de tuberculosis activa y 1.3 millones de muertes por tuberculosis,
dicho de otra forma, habia un caso nuevo de tuberculosis cada 3.18 segundos y una muerte
por tuberculosis cada 2 minutos. (OMS, 2021). La mayoria de los casos de tuberculosis
se distribuyen entre 22 paises cubriendo asi el 80% de la incidencia mundial,
encontrandose la mayor incidencia entre medio oriente y Africa, esto se puede visualizar
en la figura 2. (OMS, 2021; MacNeil et al., 2019). Es importante mencionar; debido a la
emergencia sanitaria de COVID-19, disminuyd la notificacion de casos de tuberculosis
por parte de los gobiernos mundiales, es por esto por lo que a pesar de que la cifra podria
considerarse mejor con respecto a otros afos, realmente no hay certeza para confirmarlo.

(OMS, 2021)

En los entornos con una alta carga de tuberculosis es normal observar una mayor
presencia de la enfermedad entre los grupos de edad econdmicamente mas productivos
(adultos y adultos jovenes), mientras que en los paises con una baja carga y un mejor
sistema de salud se presenta frecuentemente entre los grupos mas vulnerables; adultos

mayores, inmigrantes y poblacion socialmente desfavorecida. Es relevante mencionar
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que a pesar de esto, se considera que existe una proporcion 2:1 de infeccion de hombres

con respecto a las mujeres. (MacNeil et al., 2019)

Estimated TB incidence rates, 2020

Incidence per 100 000
poputation per year

[ o-99 \
[ 10-49
[ s0-99
I 100299 Z l}
B 300-499 o /
Hl >0
[ nocata
Not applicable

Figura 2. Mapa de la incidencia esperada de la tuberculosis para el afio 2020, se muestra la incidencia con
un codigo de colores de tono azul, siendo la incidencia por cada 100.000 personas. (Tomado del reporte

mundial de tuberculosis OMS, 2021)

Centrandonos en territorio mexicano, se suele presentar una incidencia intermedia. En el
afio 2017 se registraron 21,696 nuevos casos de tuberculosis (en todas sus presentaciones)
a nivel nacional siendo Veracruz, Baja California Norte, Guerrero, Chiapas y Nuevo Leon
los estados que contabilizaron los numeros mas altos: 2,327; 2,094; 1,196; 1,365y 1,459,
respectivamente (CENAPRECE, S.F). Por otra parte en el afio 2019 se reportaron 19 mil
nuevos casos, siendo mas frecuente entre los 25 y 44 afos, ademas se registraron 1982
defunciones asociadas en su mayoria a la forma pulmonar de la tuberculosis (Secretaria

de Salud, 2020). En la figura 3 y 4 se muestra la incidencia reportada de todas las formas
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de tuberculosis y la tuberculosis pulmonar durante el afio 2017, ademas de la distribucion

segun los estados de la Republica.

Incidencia tuberculosis de todas las formas, México, 2017

Casos nuevos
2327

36

Con tecnologha de Bing
es, Microsoft, TomTom

Figura 3. Incidencia de todas las formas de tuberculosis en la Republica Mexicana en el afio 2017,
mostrandose como los estados con mayor incidencia, se muestra que los estados con mayor incidencia son
Baja California Norte, Veracruz, Chiapas, Nuevo Ledn y Guerrero. (Imagen propia creada en Excel con

datos de CENAPRECE, SF).
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Incidencia tuberculosis pulmonar, México, 2017

25

Figura 4. Incidencia para la tuberculosis pulmonar segin cada estado, se muestran los estados con mayor
incidencia: Veracruz, Baja California Norte, Nuevo Ledn, Chiapas y Guerrero. (Imagen propia creada en

Excel con datos de CENAPRECE, SF).

2. Generalidades de Mycobacterium tuberculosis.

M. tuberculosis es una bacteria acido-alcohol resistente intracelular no formadora de
esporas, inmdvil, aerdbica obligada, catalasa negativa, con un crecimiento significativo

en aproximadamente 6 semanas (Adigun, 2022).

Este bacilo presenta dos tipos de morfologia, en los tejidos se muestran como finas
estructuras rectas cilindricas que miden aproximadamente 0.4 x 3 um; mientras que, en
medios de cultivo presentan una morfologia cocoide y filamentosa. (Brooks et al., 2014).

Entre los medios de cultivo utilizados para su aislamiento se encuentra el medio
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Lowenstein-Jensen y medio Middlebrook, para los cuales se utiliza preferentemente una

muestra de esputo o sangre. (Brooks et al., 2014).

Entre las caracteristicas mas distintivas que presenta se encuentran: la complicacion
del tratamiento debido a su pared celular Gnica y su gran capacidad de adquirir resistencia
a los antituberculosos clésicos. Los recientes descubrimientos sobre Mtb indican que
ademas de causar las multiples presentaciones de la enfermedad pulmonar y
extrapulmonar (pleural, ocular, esquelética y gastrointestinal) (Shah y Chida, 2017), tiene
participacion en otras patologias tales como: complicaciones pulmonares, enfermedades

autoinmunes y sindromes metabdlicos (Chai et al., 2018)

3. Tuberculosis farmacorresistente.

La tuberculosis farmacorresistente, como su nombre lo indica es una variante de la
enfermedad en la cual los antituberculosos resultan menos eficientes, la OMS clasifica el

rango resistencia de la siguiente manera (OMS, SF):

1. Monoresistente: Una cepa Unicamente resistente a un solo farmaco

antituberculoso de primera linea.

2. Poliresistencia: Resistencia a mas de un farmaco de primera linea, ademas de la

isoniazida y la rifampicina.

3. MDR (multi drug resistance): Resistencia al menos a rifampicina e isoniazida.
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4.

XDR (Extensive drug resistance): Resistencia a rifampicina, isoniazida,
cualquiera de las fluoroquinolonas y cuando menos uno de los medicamentos

inyectables de segunda linea (capreomicina, kanamicina y amikacina).

RR (Rifampicin resistance): Resistencia a la rifampicina, puede entrar en

cualquiera de las clasificaciones antes mencionadas.

Las cepas pertenecientes a esta clasificacion tienen una distribucion mundial, se considera

han conseguido esta propagacion debido a varias razones, destacandose las siguientes:

1

2)

3)

Tratamiento cadtico: Debido a que a mediados de los afios 80 's, muchos paises
no utilizaban los regimenes establecidos y la terapia contra la tuberculosis era de
dificil acceso para los pacientes. Esto causo el incumplimiento de los regimenes

adecuados en la mayoria de los casos. (Seung et al., 2015)

Terapia de corta duracion. En los casos de poliresistencia, utilizar tratamientos
cortos se ha relacionado con la adquisicion de nuevas formas de resistencia, de tal
forma que en cierto nimero de casos, se sumaron las rasgos de resistencia hasta
gue se presento resistencia a todos los medicamentos de primera linea. (Seung et

al., 2015)

Transmision comunitaria: Anteriormente se creia que las mutaciones que se
relacionaban con la resistencia causaban deficiencias, siendo asi que las

infecciones resultarian autolimitadas, sin embargo en la practica real, contrario a
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lo que se pensaba muchos pacientes han sido infectados con tuberculosis MDR,
en lugar de adquirir lentamente la resistencia debido al incumplimiento de los

regimenes. (Seung etal., 2015)

4) Transmision nosocomial: Al igual que muchas otras infecciones resistentes a
medicamentos, los hospitales resultan lugares ideales para contraer cepas
resistentes de tuberculosis, esto es un riesgo principal para los pacientes de VIH
0 bien los que estan siendo tratados por tuberculosis susceptible a medicamentos.

(Seung et al., 2015)

Es importante recalcar la tasa de éxito presente en el tratamiento de estas cepas,
encontrandose una tasa de éxito bajo, 54% para las cepas MDR (multi drug resistance) y
28% para las cepas XDR (extremadamente resistentes a medicamentos) comparandolos
claro esta con el 83% de respuesta en las cepas susceptibles a medicamentos. (Gygli et al,

2017).

Otro de los problemas que causa la farmacorresistencia es en términos del crecimiento
econémico (Reid et al., 2019), principalmente para los paises en vias de desarrollo,
particularmente la tuberculosis multirresistente (TB MDR), la cual se estima produce un
gasto de aproximadamente 10 veces el costo del tratamiento para tuberculosis susceptible
a medicamentos, esto implica grandes problemas en regiones tales como Africa, ya que
el dinero empleado en los tratamientos es un gran costo para el sector salud y las personas

en particular. (Ayles et al., 2013), aunque los casos de TB MDR implican el 3% de los
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detectados anualmente, estos consumen cerca del 35% del presupuesto anual dedicado al

sector salud. (Pooran et al., 2013)

Ahora bien, centrandonos en particular en las estrategias de resistencia de Mycobacterium
tuberculosis, se pueden dividir las mismas en dos grupos: las adquiridas, es decir
ocasionadas mediante la presion selectiva de la exposicion a un medicamento y las

intrinsecas, caracteristicas de resistencia propias de la especie.

4. Tratamiento de la tuberculosis; farmacos de primera y segunda linea.

El tratamiento de la tuberculosis activa, ademas de costoso incluye regimenes largos
y complicados de seguir, los cuales presentan un considerable grado de toxicidad para el
paciente debido a la aparicion de efectos secundarios como son: cambio en el color de la
orina (ocurre universalmente), intolerancia gastrica (en el 40% de los pacientes), cambios
en la piel (en el 20%), ictericia (en el 15%) y dolor en las articulaciones (en 4%). (Rabahi

etal., 2017).

Los pacientes diagnosticados con tuberculosis pulmonar activa (sensible a los
medicamentos) son prescritos con un régimen farmacoldgico de seis meses de duracion,

el cual se divide en dos instancias, una fase intensiva y una de continuacion.

En la fase intensiva el tratamiento incluye: etambutol, isoniazida, pirazinamida y

rifampicina por dos meses, todos ellos administrados por via oral diariamente. En la fase
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de continuacion (los siguientes 4 meses) se reduce a isoniazida y rifampicina, dichos
medicamentos deben ser administrados a diario para mantener niveles estables
plasmaticos de los principios activos, y asi poder presentar una mejoria clinica progresiva.
(Sotgiu et al., 2015) Es por esto por lo que resulta indispensable el desarrollo de nuevos

medicamentos con regimenes mas cortos y una menor toxicidad.

Por otra parte, a los pacientes con tuberculosis latente (sensible a los medicamentos) se
les administra un tratamiento con isoniazida por 9 meses, este puede ser seguido por un
tratamiento combinado de isoniazida y rifampicina, 0 una monoterapia con rifampicina
por 4 meses, es importante recalcar que presenta una eficiencia del 90% siempre y cuando

sea administrado una vez terminados los 9 meses iniciales. (Parekh y Schluger, 2013).

Finalmente, para el tratamiento de la tuberculosis MDR o0 XDR, es necesario en primera
instancia identificar a qué farmacos resulta resistente el bacilo, para esto es recomendado
utilizar Kits comerciales de PCR, que permiten amplificar selectivamente los genes de
resistencia mas comunes, o bien, el método tradicional del antibiograma, una vez
determinado el tipo de resistencia se prescribira el tratamiento y la posologia adecuados.

(Sotgiu et al., 2015)

Los farmacos utilizados se pueden dividir en 2 tipos: farmacos de primera linea y

farmacos de segunda linea.
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4.1 Farmacos de primera linea.

Son los farmacos que presentan un grado maximo de eficiencia, con un grado aceptable
de toxicidad, este tipo de farmacos permite el tratamiento de la mayoria de los casos de
tuberculosis activa; se incluyen en este grupo: rifampicina, pirazinamida, isoniazida,
etambutol y estreptomicina. (Lozano, 2002) Los mecanismos de accion se presentan

resumidos en la fig. 10.

4.1.1 Rifampicina.

La rifampicina es un medicamento antituberculoso ampliamente utilizado, el cual
actua uniéndose a la unidad p de la RNA polimerasa, bloqueando directamente la
elongacion de RNA cuando la transcripcion Gnicamente ha alcanzado 2-3 nucledtidos,
también puede disminuir la afinidad de la RNA polimerasa por los transcritos cortos de
RNA (figura 5) (Campbell et al., 2001). Es importante mencionar que la rifampicina actla
igualmente sobre los bacilos en estado de latencia como en los metabdlicamente activos,
esta caracteristica ayuda entre otras cosas a disminuir el tiempo del tratamiento a 6 meses.

(Coll, 2009)

La rifampicina es administrada en dosis de 10 a <600 mg/Kg/dia, no sé recomienda su
administracion con alimento, ya que reduce la absorcion en aproximadamente un 30%.
(FDA, S.F). La mayoria de los efectos secundarios frecuentes no son de importancia
clinica, entre estos encontremos; el aumento de la concentracion sérica de acidos biliares,

coloracion anaranjada de los fluidos corporales (incluyendo lagrimas, sudor, orina y
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heces), sin embargo entre los efectos secundarios de importancia clinica son raros (>1/10
000, <1/1000) o muy raros (<1/10 000), entre los de rara aparicion encontramos:
reacciones alérgicas menores (sindrome cutaneo, gastrointestinal o similar a la influenza)
mientras que entre los de muy rara aparicion encontramos: mayores (anemia hemolitica,
shock o insuficiencia renal aguda), también puede causar hepatitis o enfermedad hepatica

en pacientes con antecedentes.

Finalmente resulta importante mencionar, la presencia de interferencia con varios
medicamentos como son: antirretrovirales inhibidores de la proteasa, anticonceptivos
orales, anticoagulantes orales, digoxina, corticoides, ciclosporina, tacrolimds y

sulfonilurea. (Grosset y Leventis, 1983)

Transcripcion

Transcripcion

RNA B
aprox yuwwe
2-3nt -

p’

RNA polimerasa. &

RNA polimerasa

\(l”

Rifampicina

Figura 5. Mecanismo de accion de la rifampicina. La rifampicina actGa bloqueando a la subunidad beta de

la RNA polimerasa. (Imagen propia creada con Biorender).
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4.1.2 Pirazinamida

La pirazinamida (PZA) es un profarmaco derivado de la nicotinamida, el cual es
convertido por la enzima pirazinamidasa en su forma activa que es el acido pirazinoico.
Esta forma activa presenta un mayor efecto a pH bajo (5.5) como el existente en el interior

del macrofago (Zhang et al, 2003; 2008).

El acido pirazinoico actda de varias formas; en primer lugar, uno de sus objetivos es la
sintasa de acidos grasos tipo I (FASI) implicada en la sintesis de acidos micdlicos, por
una parte, inhibiéndola directamente y por otra disminuyendo el pH por debajo del rango
tolerado por la enzima (Zimhony et al, 2007). Ademas el acido pirazinoico puede
desprenderse de sus protones (H+) para causar una desestabilizacion de la membrana, asi
como una acidificacion citoplasmatica afectando la sintesis de proteinas y RNA (figura

6) (Zhang et al, 2003).

Al igual que la rifampicina, la PZA presenta un mayor efecto sobre los bacilos en
estado de latencia, lo cual le adjudica un excelente efecto esterilizante. (Hu et al, 2006).
De hecho, la concentracién minima inhibitoria para Mycobacterium tuberculosis es de 20

ug/ml, la cual se obtiene después de una dosis oral de un gramo.

Los efectos adversos asociados a pirazinamida son raros (=1/10 000, <1/1000) o muy
raros (<1/10 000.), excepto los gastrointestinales que son poco frecuentes (>1/1000,

<1/100) (Asociacion Espafiola de pediatria, S.F). Entre los reportados encontramos:
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hiperuricemia, hepatotoxicidad y alteraciones gastrointestinales. En casos raros se puede

presentar exantema y fotosensibilidad (Zierski et al., 1980).

Dentro del fagosoma
pH= Igual o inferior a 5.5

Sintesis de acidos
——— micdlicos

[Nji“%/\' [”jjkori/ \ o e
. |

Sintesis de
N/ ’ H+ T i o:g'.dﬁas
Pirazinamida Acido \
pirazinoico
Pirazinamidasa. Sintasa de acidos
grasos tipo | (FASI)

Figura 6. Mecanismo de accion de la Pirazinamida. La Pirazinamida es transformada a su forma activa, el
acido pirazinoico, este acta de diversas formas, por una parte, inhibiendo a FASI, por otra parte, el acido
pirazinoico se puede desprotonar alterando el pH intracelular, lo cual afecta a las enzimas para el resto de

las funciones vitales (Imagen propia creada con Biorender).

4.1.3 Isoniazida.

La isoniazida es un profarmaco cuya activacion es realizada por la enzima catalasa
peroxidasa codificada por el gen KatG. Los metabolitos activos (radicales) acttan
bloqueando la sintesis de los acidos micdlicos, mediante la inhibicién de algunos

objetivos, siendo el mas relevante de estos la reductasa codificada por el gen InhA, cuya
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inactivacion provoca la acumulacion de &cido hexacosanoico, lo cual causa la alteracion
de la morfologia celular y la muerte del bacilo como consecuencia (figura 7) (Vilchéze et
al., 2000). Es importante mencionar que la Isoniazida Unicamente es activa sobre las
poblaciones metabolicamente activas, es decir tiene una baja eficiencia sobre las

poblaciones latentes. (Coll, 2009).

La isoniazida es administrada en regimenes de 5 a 300 mg/Kg/dia en una dosis Unica,
presenta ademas una elevada absorcion oral y gastrointestinal, sin embargo no debe ser
administrada con alimentos ya que reducen considerablemente la absorcion (FDA, 2016)
una distribucion rapida y una excrecion del 75 al 95% por orina. Entre los efectos adversos
reportados, encontramos hepatotoxicidad (en el 10-15% de los pacientes) y polineuropatia
por interferencia con el metabolismo de la vitamina B6. Esto ultimo es debido a que por
una parte inactiva los metabolitos de piridoxina y por otra inhibe a la enzima piridoxina
fosfoquinasa, la cual convierte a la piridoxina en su forma activa. (Badrinath y John et al.,

2021).
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Figura 7. Mecanismo de accién de la isoniazida. La isoniazida es un profdrmaco que requiere activacion
por la enzima catalasa-peroxidasa, formando radicales libres los cuales inhiben la sintesis de acidos
micolicos a través de la inhibicion de la enzima inhA, eso causa acumulacion de &cido hexacosanoico, lo

cual altera la morfologia celular causando la muerte. (Imagen propia creada con Biorender)

4.1.4 Etambutol.

El etambutol (etilen-diamino-dibutanol), es un derivado de la etilendiamina, cuya
actividad necesita de forma indispensable el crecimiento activo de las células
susceptibles, por otra parte presenta una actividad variable sobre las diversas
micobacterias de crecimiento lento; su objetivo principal es la inhibicion especifica de la
biosintesis de la pared micobacteriana, esto a traveés del blogueo de las arabinosil
transferasas (figura 8), las cuales estan relacionadas con la sintesis del arabinogalactano
y el lipoarabinomanano, estas enzimas son codificadas por el operén embCAB, el cual
recibe la mayoria de las mutaciones que generan resistencia a este farmaco. (Alcaide et

al., 1997).

La dosis utilizada en adultos varia en un rango de 100 a 400 mg/Kg/dia, sin embargo
en nifios la dosis recomendada es de 15-20 mg/kg de peso/dia (Donald et al., 2006), la
administracion de este farmaco no se afectada por el consumo de alimentos. (FDA, 2007)
Entre los efectos adversos reportados para este medicamento se encuentra la disminucion
de la agudeza visual, neuropatia dptica, escotoma, daltonismo, neuropatia periférica,

hepatotoxicidad, confusion, alucinaciones y psicosis. (Lee y Nguyen., 2021).
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4.1.5 Estreptomicina.

La estreptomicina es un aminoglucosido, el cual interfiere con la sintesis de proteinas
bloqueando la traduccion del RNAm, mediante la unién al RNA 16S, inhibiendo asi la
formacion de enlaces peptidicos (figura 8) (Waters y Tadi, 2022). Presenta una baja
absorcion gastrointestinal, por lo tanto, su administracion es preferentemente por via
intramuscular o intravenosa. La distribucion se realiza principalmente a través del tejido

magro.

Se describen los efectos adversos frecuentes (1-10%), o de relevancia clinica. Entre
los efectos secundarios frecuentes se encuentran: ototoxicidad vestibular, parestesias en
la cara, fiebre, urticaria, edema angioneurdtico, eosinofilia, reacciones de
hipersensibilidad, hipomagnesemia y convulsiones. (Asociacion Espafiola de Pediatria,
2020). En casos extremos se ha reportado: encefalopatia y anemia hemolitica

inmunoalérgica, no se ha definido la frecuencia. (Waters y Tadi, 2022)
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Figura 8. Mecanismo de accion de etambutol y estreptomicina. El etambutol actla bloqueando a las
arabinosil transferasas, encargadas de la sintesis del arabinogalactano de la pared celular, por su parte la
estreptomicina bloquea al RNA 16s impidiendo la formacion del enlace peptidico durante la sintesis de

proteinas (Imagen propia creada con Biorender).

4.2 Farmacos de segunda linea.

Se clasifican en este grupo a los farmacos cuya relacion toxicidad/ beneficio no es
ideal, y por tanto menos satisfactorios que los de primera linea; sin embargo, suelen ser
utilizados en casos de presentarse resistencia a los farmacos de primera linea, figuran en
este grupo: etionamida, acido paraaminosalicilico, cicloserina, amikacina, capreomicina

y rifabutina. (Lozano, 2002)

4.2.1 Acido paraaminosalicilico.

El &cido paraaminosalicilico, es un profarmaco considerado como tratamiento de
segunda linea para la tuberculosis, es principalmente efectivo contra los bacilos de
crecimiento extracelular (Coll, 2009). Existen varias hipotesis del mecanismo de accion,
encontrdndose entre los mas aceptados su interferencia con el metabolismo del &cido
félico mediante la inhibicion competitiva de la dihidrofolato reductasa. Esto ocurriria de
la siguiente manera, en primer lugar es activado por las enzimas dihidropteroato sintasa
y dihidrofolato sintasa, generando el antimetabolito hidroxilo dihidrofolato (analogo

estructural del &cido P-aminobenzoico), el cual inhibiria la actividad enzimatica de la
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dihidrofolato reductasa (figura 9) (Zheng et al, 2013; Zhang et al, 2019), también se

conoce su participacion en la inhibicion del transporte de hierro.

El &cido paraaminosalicilico se absorbe de forma incompleta en el tracto digestivo,
por lo tanto la dosis oral resulta elevada (10-12 g/dia), esto aunado a una intolerancia
gastrointestinal se ha relacionado con el incumplimiento del tratamiento (Coll, 2009).
Entre los efectos adversos reportados (frecuencia no definida), encontramos: anorexia,
nauseas, vomitos, acidez y diarrea. También puede presentarse otros efectos (de
frecuencia no conocida) toxicidad renal, hepatica (elevacion de las transaminasas),
tiroidea (hipotiroidismo) y sanguinea (hiperplasia linfoide y sindrome mononucledsico).

(Asociacién Espafiola de Pediatria, 2021)
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Figura 9. Mecanismo de accion del &cido P-aminosalicilico. El 4cido P-aminosalicilico es transformado a
su forma activa (un antimetabolito) por las enzimas dihidropteroato sintasa y dihidrofolato sintasa, el
antimetabolito resultante actlla como un inhibidor competitivo de la dihidrofolato-reductasa. (Imagen

propia creada con Biorender)
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4.2.2 Cicloserina.

La D-cicloserina es un analogo de la D-alanina la cual inhibe de forma competitiva las
enzimas D-alanil-D-alanina sintetasa, alanina racemasa y alanina permeasa, inhibiendo
asi la sintesis de la pared micobacteriana, especificamente la sintesis del peptidoglicano

(Fig. 10). (Li etal., 2019).

La cicloserina es administrada por via oral y presenta una variedad de efectos adversos,
principalmente a nivel del sistema nervioso, incluyendo neuropatia periférica y
alteraciones del sistema nervioso central, como son: confusion, irritabilidad, cefalea,
disartria, vertigo o convulsiones y alteraciones psicéticas que incluyen la depresion grave

con ideas suicidas. (Coll, 2009)
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Figura 10. Mecanismo de accion de la D-cicloserina. La D-cicloserina actda inhibiendo la sintesis del
peptidoglicano a través de la desactivacién enzimas L-Alanina sintetasa, alanina racemasa y alanina

permeasa (Traducido de Willey et al., 2013)

4.2.3 Fluoroquinolonas.

La actividad de las quinolonas ocurre principalmente sobre la DNA-girasa y la
topoisomerasa 1V, estas participan en la transcripcién, traduccion y replicacion del DNA
bacteriano creando microrroturas del DNA; las quinolonas estabilizan los complejos
enzima-DNA, de tal forma que se genera la rotura del cromosoma bacteriano causando

asi la muerte celular (figura 11) (Aldred et al., 2014).

Las quinolonas se suelen administrar por via oral o intravenosa principalmente, suelen
poseer una amplia biodisponibilidad y una alta distribucién entre los tejidos. Entre los
efectos adversos reportados se encuentran principalmente alteraciones gastrointestinales.
En algunos casos se suele presentar hipersensibilidad leve (en forma de un sarpullido
menor o fotosensibilidad), Sindrome de Stevens-Johnson, necrolisis epidérmica toxica
y/o la rotura de tendones, siendo el tendon de Aquiles el principal afectado. (Yan y

Bryant., 2021)
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Figura 11. Mecanismo de accidn de las fluoroquinolonas. Las fluoroquinolonas actGan estabilizando los
complejos de DNA-girasa, volviéndola un téxico intracelular que termina causando la rotura del

cromosoma bacteriano y la muerte celular. (Imagen propia creada con Biorender)

En la siguiente imagen se resumen los mecanismos de los antibioticos de primera y

segunda linea.
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Figura 12. Resumen de los mecanismos de los farmacos de primera y segunda linea. Se muestran un

resumen conjunto de los distintos mecanismos de los antituberculosos de primera y segunda linea, en azul
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se muestran los farmacos de primera linea, mientras que en verde se muestran los farmacos de segunda

linea. (Tomado de Chauhan, 2021)

5. Mecanismos de resistencia de Mycobacterium tuberculosis.

5.1 Mecanismos intrinsecos.

Podemos definir como mecanismo intrinseco, todo aquel rasgo que se comparte dentro
de las caracteristicas propias de la especie, es independiente de la exposicion previa a los
antibidticos y no esta relacionada con la transferencia horizontal de genes (Reygaert,
2018) , entre estos mecanismos se encuentran: La envoltura celular, modificacién de la
estructura del objetivo, mimetismo molecular, degradacion del antibiotico, inactivacién

del antibiotico y expulsion del antibidtico.

5.1.1 La envoltura celular.

Los miembros del género Mycobacterium siempre se han destacado por su envoltura
celular inusualmente gruesa y rica en lipidos (Jarlier y Nikaido, 1994) de hecho, se sabe
dichos lipidos constituyen hasta el 40% del peso seco del bacilo tuberculoso; ademas, la
pared celular micobacteriana, se compone aproximadamente en un 60% de lipidos
comparado con el 20% estimado para las bacterias Gram negativas (Chiaradia et al, 2017).
Entre las caracteristicas que aporta esta distintiva pared celular, se encuentra la elevada
resistencia a antibioticos de amplio espectro, ademas de su considerablemente baja
permeabilidad a los nutrientes (100 a 1000 veces menos permeable que Escherichia coli
0 Pseudomonas aeruginosa) (Wayne, 1986).
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Esta caracteristica de la membrana ha sido tema de estudio por un tiempo considerable,
un hallazgo particularmente interesante es el realizado por Zuber et al en 2008 con el
descubrimiento de una micomembrana (estudio realizado en cepas de Mycobacterium;
bovis, smegmatis y corynebacterium glutamicum), este descubrimiento cambio el modelo

que se tenia de la pared celular. (Zuber et al., 2008)

En el modelo actual se consideran tres capas distintas; una capa externa (también
denominada céapsula en las especies mas patdgenas), una pared celular y una membrana

plasmatica (figura 13).

La cépsula o capa externa se compone principalmente de polisacaridos tales como el
glucano ademas de proteinas y una baja cantidad de lipidos (figura 13), sin embargo, la
disposicion exacta se desconoce. (Daffé y Draper, 1998; Chiaradia et al., 2017). Es
importante recalcar la participacion de los componentes de la capsula en la patogenia de
la enfermedad, por ejemplo entre sus componentes tenemos proteinas inmunoreguladoras
(o-glucano capsular y H37RAM) los cuales impiden la linfoproliferacion de los
macrdfagos, ademas presenta enzimas detoxificadoras que ayudan a la supervivencia

intracelular (catalasa y peroxidasa) (Daffé y Etienne., 1999)

La pared celular estd compuesta de tres biomoléculas principales: 1)acidos micélicos
formando la micomembrana, 2) peptidoglicano y 3) arabinogalactano (figura 13). La
micomembrana presenta una organizacién de bicapa la cual estd formada por acidos
micolicos de cadena larga unidos a arabinogalactano el cual se encuentra unido
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covalentemente al peptidoglicano. Existe un espacio periplasmatico que separa la pared
celular de la membrana plasmatica (Daffé et al, 2017). Es importante recalcar; la
micomembrana forma una barrera cerosa no fluida que restringe el acceso de las
moléculas hidrofdbicas e hidrofilicas. (Liu et al 1995). De hecho, Liu et al en 1995 y
posteriormente Gao et al en 2003, realizaron estudios utilizando mutagénesis dirigida,
para crear cepas deficientes en acidos micélicos, encontrando un marcado aumento en la
susceptibilidad de los antibioticos lipofilicos y las moléculas antimicrobianas del huésped

(defensina y lisozima).
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Figura 13. Modelo de la envoltura celular de Mycobacterium tuberculosis. Se muestra la capsula (OL),
compuesta principalmente por proteinas, pequefias cantidades de carbohidratos y una pequefia cantidad de
lipidos., la pared celular compuesta por la micomenbrana (MM), arabinogalactano (AG) y peptidoglicano
(PG), un espacio periplasmico separa la pared celular de la bicapa lipidica convencional (PM) (Tomado de

Chiaradia et al., 2017)
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Esta composicion complica la entrada de nutrientes y farmacos hacia el interior de las
células, ralentizando enormemente su paso; hablando en particular sobre los mecanismos
de entrada, ocurren a traves de dos medios de transporte principales: el transporte lipidico

o0 hidrofdbico y el transporte hidrofilico.

Con respecto al transporte lipidico, se puede decir que los agentes antimicrobianos
mas lipofilicos tales como las rifamicinas, macrélidos y fluoroguinolonas tienen mas
probabilidad de difundirse a través de la membrana, este transporte pasivo se caracteriza
por la interaccion entre los lipidos estructurales y las moléculas pequefias, sin embargo,
dicha difusion se ve convenientemente ralentizada por la baja fluidez y el grosor de la
pared celular (figura 14) (Sarathy et al, 2012). Estudios variados han demostrado la
exposicion de M. smegmatis (modelo méas utilizado para estudiar a M. tuberculosis) a
concentraciones sub-inhibitorias de etambutol aumentan la fluidez de la membrana,
situacion que sugiere gue la combinacion de farmacos a distintas dosis podria ser de ayuda
para el tratamiento de M tuberculosis, sin embargo, cabe destacar el modelo es una
bacteria ambiental con un genoma 1.5 veces mas grande que M. tuberculosis, por lo que
se debe tener cuidado al extrapolar los resultados de una especie a otra. (Abate y Hoffner

1997; Bosne-David et al, 2000).

Por otra parte, se tiene al transporte hidrofilico, donde la difusion hacia el interior de
las bacterias ocurre mediante canales llamados “porinas”, los cuales se encuentran llenos
de agua, estos permiten la penetracion de pequefias moléculas hidrofilicas (figura 14). Se
han estudiado varios tipos de porinas en bacterias Gram negativas y algunas Gram

positivas, no obstante, hasta la fecha Unicamente se han identificado y caracterizado dos
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clases putativas de porinas en micobacterias: porinas similares a MspA y OmpA en M.

smegmatis y M. tuberculosis, respectivamente.

OmpA fue la primera molécula similar a porina identificada en M. tuberculosis, segun
la estructura de la misma funcionaria formando canales similares a porina que permitirian
el paso de iones en la célula, confiriendole ademas un papel clave en la supervivencia de
M. tuberculosis a condiciones &cidas. (Sarathy et al, 2012). Si OmpA formara unidades
de porina funcionales el rango de estos seria de aproximadamente 600-800 Da, esto
implicaria; farmacos tales como rifampicina y macrolidos serian demasiado grandes para

utilizar esta via de acceso. (Sarathy et al, 2012)

En estudios realizados por Stephan et at, en 2004, encontré que M. tuberculosis se
volvié significativamente mas sensible a la isoniazida, etambutol y estreptomicina tras la
expresion de mspA, una porina principal de M. smegmatis; por otra parte la eliminaciénde
la expresion de mspA o mspC aumentd la resistencia de los antibi6ticos hidrofilicos e
hidrofébicos como la rifampicina, vancomicina y eritromicina (aumentando la
concentracion minima inhibitoria 16 veces) (Danilchanka et al., 2008; Stephan et al.,

2004).
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Figura 14. Difusion de medicamentos en Mycobacterium tuberculosis. Los farmacos lipofilicos se difunden
a través de la interaccion entre los lipidos y las moléculas del farmaco, los farmacos hidrofilicos se
transportan a través de canales de agua llamados porinas, en el caso del Mycobacterium tuberculosis el méas

estudiado es el canal OmpA.

5.1. 2 Modificacién enzimatica del objetivo farmacoldgico.

Una de las estrategias usadas por las micobacterias y otras bacterias es la modificacion
enzimatica del blanco, evitando que sea reconocido, un ejemplo de esto ocurre con los
macrélidos y las lincosamidas, dichos antibidticos se unen especificamente y de forma
reversible a los ribosomas (en la subunidad 50S), inhibiendo asi la sintesis de proteinas.

La posible estrategia utilizada por M. tuberculosis es la expresion de una metiltransferasa
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de RNAr, (Erm37), la cual confieren resistencia a los macrolidos-lincosamida-
estreptogramina (MLS) por metilacion del RNAr 23S, mediante la monometilacion en las
posiciones 2057-2059 (fig. 9) (Buriankova et al, 2004). Curiosamente dicha enzima
ademas de conferir resistencia presenta un papel estelar en la supervivencia del bacilo ya
que metila la histona H3 en H3R42 lo que suprime la primera linea de defensa contra las
micobacterias. (Yaseen et al., 2015). Sorprendentemente se ha demostrado que la
exposicion a niveles sub-inhibitorios de claritromicina inducen la expresion de Erm37, lo

que causa el aumento de la CMI de claritromicina de 4 a 8 veces. (Andini y Nash., 2006)

Un mecanismo opuesto (pérdida de una metilacion) ocurre con tlyA una
metiltransferasa cuya mision principal es metilar al RNA ribosomal 16s y 23s, en los
nucledtidos C1409 y C1920 respectivamente (fig. 15), cuya presencia indica el sitio de
accion para la capreomicina y viomicina en la interfaz de la subunidad del ribosoma, de
tal forma que, en las cepas mutantes se encuentra interrumpido el gen para tlyA,
ausentandose asi el sitio de accion. (Maus et al, 2005; Johansen et al 2006). De hecho, en
estudios realizados por Maus et al en 2005 y Johansen et al en 2006, se encontrd la
ausencia (o interrupcion) del gen Rv1694 (tlyA) estaba asociado con una mayor
resistencia a la capreomicina y neomicina, sin embargo, la presencia de este gen se

asociaba a una mayor susceptibilidad.

Como ultimo ejemplo se tiene a la proteina de unién a la RNA polimerasa (RbpA) la
cual Interactia con la subunidad beta de la RNA polimerasa, sitio de accion de la
rifampicina (antibiotico que inhibe la actividad de transcripcion de la polimerasa),

disminuyendo asi la susceptibilidad a dicho antibi6tico (fig. 15). (Dey et al., 2010)
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Figura 15. Mecanismos de modificacion estructural del objetivo. Se ilustra los mecanismos por los cuales

actiian Erm37 (metilando el RNA ribosomal 23 S) tlyA (retirando las metilaciones del RNA ribosomal 16
Sy 23 S) y la proteina de unién a la RNA polimerasa, evitando asi el reconocimiento por parte del

antituberculoso en cuestién. (Imagen propia creada con Biorender)

5.1.3 Mimetismo molecular del objetivo.

El mimetismo molecular es un mecanismo en el cual se produce un objetivo el cual
desvia la accion del antibidtico. En el caso de M. tuberculosis se utiliza para neutralizar
la accion de las fluoroquinolonas, que actian inhibiendo la replicacion, transcripcion y

reparacion del DNA, estos antibidticos tienen como blanco a la DNA girasa en sus
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complejos con el DNA, de tal forma que resulta la degradacion de DNA y la muerte

celular. (Andriole, 2005).

El mecanismo de resistencia por otra parte se atribuye principalmente a un
pentapéptido llamado MfpA. Un estudio en M. smegmatis y M. bovis demostro lo
siguiente: la expresion de dicho péptido se correlaciona con la resistencia de las
fluoroquinolonas, encontrandose considerablemente disminuida al ser suprimida
(Montero, 2001). Se encontrd ademas que la estructura 3D del péptido,(en el cual cada
quinto aminoacido es leucina o fenilalanina) se parece mucho a una doble hélice de DNA
en estructura B (figura 16) (Ferber, 2005; Hegde et al, 2005), el mecanismo propuesto,
mediante el cual genera la resistencia es mediante la union a la DNA girasa, inhibiendo
la capacidad de desenrollar y enrollar el DNA, si bien esto disminuye la eficiencia de la
misma volviéndola mas lenta, también priva a las fluoroquinolonas de su objetivo (Ferber,

2005)
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Figura 16. Diagrama de cinta del dimero MfpA de Mycobacterium tuberculosis. Las cuatro caras del

cuadrilatero B-hélice son de color verde (cara 1), azul (cara 2), amarillo (cara 3) y rojo (cara 4). (Tomado

de Vetting et al, 2006)

5.1.4 Degradacion enzimatica del antibidtico.

Este mecanismo se basa en la escision enzimética para volver ineficaces a los

antibidticos, el principal ejemplo de este mecanismo ocurre con los antibi6ticos
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betalactdmicos los cuales actuan sobre las proteinas de union a penicilina
(transpeptidasas, enzimas clave que participan en la biosintesis del peptidoglicano). La
degradacion de los anillos beta lactdmicos ocurre por unas enzimas denominadas B-
lactamasas, gracias a Chambers y colaboradores (1995) se sabe existen cuando menos
cuatro beta lactamasas presentes en M. tuberculosis blaS, rv0406c y rv3677c (las cuales

presentan baja actividad) y BlaC (enzima principal de este mecanismo de resistencia).

BlaC es una betalactamasa de tipo A la cual se deduce se expresa en el espacio
periplasmico. (Abraham, 1941; Flores et al; 2005). La expresion de BlaC resulta ser
inducible por g-lactamicos, dicha expresion esta regulada por Blal un regulador de héliceel
cual funciona como represor transcripcional, en ausencia de 3-lactdmicos Blal forma un
homodimero que inhibe al promotor del gen para BlaC inhibiendo la transcripcion, sin
embargo, cuando se encuentra en presencia de B-lactdmicos se disocia de su sitio

activando asi la transcripcién (Sala et al, 2009)

En general existen dos mecanismos por los cuales pueden actuar las g-lactamasas: a
través de la accion de un nucledfilo de Ser en el sitio activo, 0 mediante inactivacion
haciendo uso de un centro de Zn. (Wright, 2005). ElI mecanismo usado por BlaC ocurre
través del ataque nucleofilico, por un residuo de serina del sitio activo, causando la rotura
del anillo g-lactamico (figura 17) (Tremblay et al., 2010) Por otra parte, si bien BlaC tiene
un increible parecido a otras betalactamasas, esta presenta un amplio espectro de dianas,
encontrandose entre sus objetivos a los carbapenémicos, esto se podria deber a cambios
de ciertos aminodacidos clave en su estructura tales como N132G, R164A, R244Ay R276E
(cambios principales en el sitio activo) (Wang et al. 2006; Hugonnet y Blanchard

2007 ; Tremblay et al. 2010).
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Por otra parte, es importante mencionar; en general, se considera que las
betalactamasas de las micobacterias presentan accion lenta, sin embargo, esto se
compensan con la baja difusion de la membrana lo que permite la accion de las

betalactamasas. (Jarlier, 1991).

Finalmente vale la pena mencionar la utilidad del acido clavulanico como él Unico
inhibidor estable de BlaC, de tal forma que administrarlo en conjunto con carbapenémicos
podria funcionar como una opcion de tratamiento, de hecho en estudios se ha encontrado

administrados en conjunto disminuyeron la CIM entre 16 a 32 veces. (Hugonnet, 2009)
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Figura 17. Mecanismos generales de las betalactamasas. A) Serina betalactamasas B) metalo

betalactamasas. (tomado de He et al, 2020)
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5.1.5 Inactivacién.

A) Acetilacion.

La inactivacion es la modificacion de la estructura quimica de los antibiéticos con el
fin de reducir o evitar la funcion del mismo, este mecanismo ocurre principalmente a
través de un grupo de enzimas conocida como “proteinas de supervivencia intracelular
mejorada” (EIS), dichas enzimas son homologas a las acetiltransferasas de
aminoglucosidos presentes en otras especies del género Mycobacterium (Al-Saeedi et al,
2017) ; por lo tanto acetilan a los grupos amino de diversos antibidticos utilizando Acetil-
CoA como donante de grupos acilo, (en la figura 18 se muestra el posible mecanismo de

accion) (Chen et al., 2011).

Entre sus objetivos se encuentran principalmente aminoglucdsidos (AMG) pero también
capreomicina y otros antibidticos con residuos de lisina (Houghton et al, 2013), es
importante mencionar; presenta una gran capacidad para modificar multiples sitios del
AMG, lo cual se deduce seria debido a la presencia de dos sitios de N-acetilacion. (Chen
et al., 2011). Resulta curioso pensar la doble funcion de la proteina de supervivencia
intracelular, ya que por una parte funciona inactivando a los antibiéticos y por otra
permite la supervivencia al sistema inmune. (Zaunbrecher et al., 2009; Chen et al., 2011,

Houghton et al., 2013)

Otra enzima encargada de la acetilacion resulta ser la aminoglucésido-N-

acetiltransferasa (AAC 2'), la cual posee la habilidad de acetilar todos los
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aminoglucosidos conocidos que llevan el grupo amino 2’, incluidos: neomicina,
kanamicina, gentamicina, tobramicina y ribostamicina. (Vetting et al, 2002), es relevante
mencionar dicha enzima fue identificada en M. smegmatis, sin embargo, se cree que

presenta un homaélogo en Mycobacterium tuberculosis el cual actuaria en menor cantidad

que EIS.
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Figura 18. 6'-N-acetilacion de capreomicina (CAP) por Eis. (tomado de Houghton., 2013)

B) Metilacion.

Este resulta ser un mecanismo relativamente novedoso. En estudios realizados por
Warrier et al, se determind Mycobacterium tuberculosis puede metilar farmacos mediante
la N-metilacion, esto se demostro con el farmaco conocido como “14” el cual fue metilado
en la posicion N-5, en dicho estudio se encontr6 M. tuberculosis utiliza una
metiltransferasa codificada por Rv0560c, al ser metilado 14, este no puede reconocer y

por tanto inhibir a su objetivo DprE1 (Warrier et al., 2016)
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5.1.6 Expulsion del antibiotico (bombas de eflujo).

Las bombas de eflujo son un mecanismo de transporte, las cuales participan en la
homeostasis celular y la regulacion del paso de nutrientes; estan presentes en una gran
variedad de células, tanto procariotas como eucariotas, en el caso particular de las
bacterias patdgenas, se sabe tienen una amplia relacion con la resistencia bacteriana

expulsan al medio los antibi6ticos evitando asi el contacto con los objetivos.

Se han encontrado cuando menos 18 bombas de eflujo que confieren resistencia a
antibioticos de bajo nivel en Mtb (Viveirosetal., 2012), dichas bombas presentan algunas
peculiaridades como son; la gran variedad de sustratos que pueden extraer, ademas de
resultar importantes en el crecimiento intracelular dentro de los macréfagos, afiadido a
esto presentan una expresion inducible segin el medio ambiente en el cual se encuentre
(por ejemplo dentro de un macréfago o en un medio con altas concentraciones de
antibiotico). (Lamichhane et al, 2005; Maling et al., 2016). Un ejemplo de esto son las
bombas codificadas por IniBAC (participantes en la resistencia a isoniazida y etambutol)
y efpA (transportador no especifico de la familia MFS), dichas bombas son reguladas
negativamente por el regulador de transcripcion Lsr2, en presencia de isoniazida o

etambutol se induce la expresion de dichas bombas. (Colangeli et al, 2007)

En términos generales se puede decir existen 6 grandes familias de bombas de eflujo
segun la fuente de energia, tamafio de la bomba y sustratos que utiliza, estas familias son:
casette de union a ATP (ABC), pequefia resistencia a multiples farmacos (SMR),

nodulacién de resistencia (RND) , superfamilia de facilitadores principales (MFS),
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extrusion de compuestos toxicos de multiples farmacos (MATE) y la superfamilia de

transportadores de metabolitos de farmacos (DMT) (Al-Saeedi et al, 2017) (figura 19)
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Lipoarabinomannan

Peptidoglycan

Cell membrane

ABC superfamily MFS MATE family SMR family RND superfamily

eg. Rv1819c (BacA) Rv1258c (Tap) Rv2836¢c Rv3065 (Mmr) Rv0676¢ (MmpL5)
Substrates: AG, AP, BL, CHL, CFZ, EMB, ERY, EtBr, AG, SD ACR, EtBr, FQ, INH, BDQ, CFZ, TET
INH, MAC, NOV, RIF, FQ, INH, RIF, SPE, TET MAC
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Inhibitors: CCCP, CPZ, TZ, VER CCCP, PIP, VER None reported QRC, RES, TTD, VER VER
Trends in Microbiology

Figura 19. Estructuras representativas de las bombas de eflujo que pertenecen a la superfamilia del casete
de unién de ATP (ABC), superfamilia de facilitadores principales (MFS), familia de extrusién de
compuestos téxicos y multifarmacos (MATE), familia pequefia de resistencia a multiples farmacos (SMR)
y superfamilia de nodulacién de resistencia (RND) que se encuentra en Mycobacterium tuberculosis, con

ejemplos de cada uno junto con sus sustratos e inhibidores conocidos. (Tomado de Laws et al, 2022)

En el genoma de Mycobacterium tuberculosis se encuentran codificadas una gran
variedad de bombas de eflujo pertenecientes a estas familias, particularmente, un gran
numero de las correspondientes a ABC y MSF se encuentran implicadas en la resistencia
bacteriana (Machado et al, 2018). Se hablara a detalle de dichas familias, ejemplos de

bombas de eflujo y caracteristicas distintivas.
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A) ABC

Se considera aproximadamente el 2.5% del genoma de Mycobacterium tuberculosis,
corresponde a bombas de eflujo de la familia ABC (Braibant et al, 2000), entre algunos
ejemplos encontramos a Rv0194, Rv1819c (BacA) y Rv2936/Rv2937/Rv2938 (DrrABC)
las cuales participan activamente en la resistencia a antibidticos principalmente para

cloranfenicol, macroélidos y tetraciclinas (Danilchanka et al., 2008).

Un caso de particular interés es Rv1819c, la cual funcionaria como una bomba
bidireccional, por una parte permitiendo la entrada de ciertos compuestos hidrofilicos y
por otra expulsando a algunos otros. EI mecanismo propuesto implica la union de ATP
en el lado citoplasmico de la membrana permitiera que la bomba formase una
conformacién de dimero cerrado, y a su vez permite que los sustratos ingresaran a la
cavidad interna desde el lado extracelular mientras se mantiene cerrado el lado
intracelular. La hidrdlisis y desfosforilacion del ATP seria clave, al impulsar un cambio
conformacional que cierra la puerta extracelular y abre la intracelular, lo que permite la
internalizacion del sustrato, un cambio que se invierte con la union de ATP de novo

(figura 20). (Rempel et al, 2020)
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Figura 20. Mecanismo propuesto de Rv1819c. El transportador se encuentra representado de forma
transversal. En gris y rosa se muestran los mondmeros, en gris claro se muestra la membrana. 1) En el
estado unido a ATP, se forma la conformacién de dimero cerrado, posteriormente las puertas extracelulares
se abren en tiempos cortos para permitir la entrada de sustratos. 2) El lado intracelular se mantiene cerrado,
impidiendo asi la entrada de metabolitos. 3) Tras la hidrélisis de ATP y la liberacion de fosfato inorgénico
el dimero se disocia y conduce a la apertura de la puerta intracelular lo que permite que el sustrato ingrese

a la célula. 1)La union posterior de ATP restablece el transportador. (Tomado de Rempel et al., 2020)

B) MSF

En una reciente revision se encontraron 30 transportadores de tipo MSF de los cuales
19 se correlacionan fuertemente a la resistencia. (Li et al, 2017), entre las caracteristicas
distintivas de este grupo se encuentra la conformacién de entre 10 y 16 dominios
transmembranales. Un ejemplo de interés resulta Rv1258c (Tap), una de dichas bombas

es capaz de expulsar una amplia gama de farmacos entre ellos: clofazimina, etambutol,
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eritromicina, bromuro de etidio, fluoroquinolonas, isoniazida, rifampicina,

espectinomicina y tetraciclina. (Machado et al., 2018).

El mecanismo propuesto seria el siguiente: 1) Protonacion inicial de los residuos del
transportador 2) la union al sustrato en el lado citoplasmico de la membrana, impulsando
asi 3) un cambio conformacional desde un estado orientado hacia adentro hacia un estado

orientado hacia afuera lo que permite la expulsion de este. (figura 21) (Huang et al., 2003)

— Periplasm

Ras 269 R4s5 R269,

HA1 H7 H1 H7

Cytoplasm

Figura 21. Cambio conformacional de la bomba Rv1258c, donde se muestran Gnicamente las hélices H1 y

H7 para la facilidad de comprensidn (tomado de Huang et al., 2003)

C) OTROS.

En cuanto a la familia SMR, se conoce unicamente una bomba relacionada con la
resistencia antimicrobiana: Rv3065 (Mmr), entre sus sustratos se encuentra acriflavina,
bromuro de etidio, fluoroquinolonas, isoniazida y macrélidos, ademéas de algunos
farmacos de moléculas pequefias tales como quercetina, reserpina, tetrandrina y
verapamilo (Machado et al, 2018), sin embargo, vale la pena mencionar no se ha

informado acerca de su estructura cristalina o su mecanismo de expulsion.
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Finalmente, en cuanto a la familia MATE, Unicamente se ha encontrado a Rv2836¢
(DinF), de hecho siendo el unico miembro de esta familia codificado por Mycobacterium
tuberculosis, igualmente se desconocen su estructura cristalina o su posible mecanismo

de expulsion.

Teniendo en cuenta la indudable importancia de las bombas de eflujo en la resistencia
bacteriana y la supervivencia intracelular en el macréfago, muchos estudios se han
centrado en evaluar el uso de inhibidores de las bombas de eflujo, en conjunto de los
farmacos como estrategia para combatir su resistencia, algunos ejemplos de dichos
inhibidores son la reserpina, verapamilo, 2,4-dinitrofenol (DNP) y derivados del pirrol
los cuales aumentan la susceptibilidad a la norfloxacina, RIF e INH al inhibir las bombas
de expulsion (Rv1258c y MmpL3), utilizarlos en conjunto con los farmacos ayudara
cuando menos en teoria a acortar y mejorar los tratamientos contra la tuberculosis. (Nasiri

etal, 2017)

En el siguiente esquema (figura 22) se muestra el resumen de los mecanismos de

resistencia intrinsecos en Mycobacterium tuberculosis.
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Figura 22. Esquema resumen de los mecanismos de resistencia intrinsecos. (Tomado de Singh et al, 2019)

5.2 Mecanismos adquiridos.

Podemos definir como mecanismo adquirido todo aquel que debido a mutaciones
recientemente identificadas o bien transferencia horizontal de genes. Curiosamente en
Mycobacterium tuberculosis no se ha encontrado transferencia horizontal de genes
mediante plasmidos, la mayoria de los mecanismos de resistencia adquiridos, que son
clinicamente relevantes estan asociados a mutaciones cromosomicas generadas bajo la
presion selectiva del uso de los antibidticos (Smith et al, 2013). Estudios realizados por
Kohanski et al, en 2010 y 2007 sugieren la causa de aparicion de dichas mutaciones es
debido a las especies reactivas de oxigeno, sin importar el mecanismo del antibiotico.

Esto se puede explicar con el ejemplo de la isoniazida y la etionamida las cuales requiere
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activacion mediante enzimas redox en el citoplasma de las micobacterias para volverse
inhibitorias, dicho proceso termina en la produccion de especies reactivas que ejercen la
actividad antituberculosa, pero cuando miembros de la cepa sobreviven, por una parte se
vuelve resistentes a dichos farmacos y por otra las especies reactivas mejoran la
mutabilidad del DNA consiguiendo asi resistencia adicional a farmacos (Ito et al, 1992;

Wang et al, 1998).

En general resulta dificil clasificar a estos mecanismos de resistencia, debido a que en su
mayoria dependen del farmaco, sin embargo, segun la clasificacion usada por Gygli et al,
2017 el cual los divide en 3 clases principales; 1) Alteracion de la diana farmacoldgica 2)
Derogacién de la activacion del profarmaco y 3) Sobreexpresion de la diana

farmacologica.

5.2.1 Alteracion de la diana farmacoldgica.

El mecanismo mas frecuente identificado es la modificacion de la diana
farmacologica. Las interacciones entre el farmaco y su objetivo son muy especificas, por
tanto, los cambios en los sitios de interaccion pueden reducir o eliminar por completo la
unién de los farmacos. (Figura 22) (Gygli et al., 2017). Entre los mecanismos que

engloban a esta clasificacion encontramos:

A) Laresistencia a la rifampicina.
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B)

C)

La rifampicina es un antituberculoso, el cual se une a la RNA polimerasa,
inhibiéndola y causando asi la muerte del bacilo, sin embargo, en la seccién del
genoma de M. tuberculosis que corresponde a la codificacion de dicha polimerasa,
particularmente en el gen rpoB (el cual codifica a la subunidad B de la RNA
polimerasa), se presentan la mayoria de las mutaciones asociadas a resistencia.

(Campbell et al., 2001)

Resistencia a aminoglucosidos.

El mecanismo méas comun de resistencia se ha asociado fuerte y principalmente a
la mutacion A1401G del gen rrs que codifica para el RNAr 16s (Jugheli et al,
2009). Debido a que el gen rrs presenta una Unica copia en micobacterias, las

mutaciones se asocian a un alto nivel de resistencia. (Nasiri et al, 2017)

Resistencia a fluoroquinolonas.

Los principales mecanismos de resistencia a las fluoroquinolonas estan asociadas
a mutaciones en los genes GyrA y GyrB. Las mutaciones mas comdnmente
aisladas implican sustituciones en los codones 90 (A90V) y 94 (D94G, D94A,
D94Y, D94N y D94H) (Sirgel et al, 2012). Una alta resistencia se suele asociar
con al menos dos mutaciones en GyrA o GyrA y GyrB, cabe destacar las
mutaciones dobles de GyrA expresan el nivel mas alto de resistencia. (Nasiri et

al., 2017)
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D) Resistencia a Etambutol.

El etambutol es un farmaco ampliamente usado para el tratamiento de la
tuberculosis multirresistente, este tiene varios mecanismos incluyendo la
inhibicidn de la pared celular. EI mecanismo principal de resistencia esta mediado
por la mutacion de los genes embB y ubiA, codifican arabinosiltransferasas.

(Lingaraju, 2016)

E) Resistencia a nuevos farmacos.

Increiblemente y por desgracia también se han reportado mecanismos de
resistencia a nuevos antituberculosos, un ejemplo es la bedaquilina, el farmaco
actla inhibiendo la ATP sintasa codificada por el gen atpE (Andries et al, 2005).
El mecanismo de resistencia esta mediado por mutaciones del gen atpE, siendo
las posiciones mas cominmente mutadas la 63 (A63P) y la 66 (166M). (Petrella

et al., 2006)

5.2.2 Derogacién de la activacion del profarmaco.

Cierta cantidad de fArmacos resultan ser profarmacos, que necesitan ser metabolizados

a su forma activa, por tanto, la anulacién o inactivacién del metabolismo de estos conduce
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a la resistencia. Esto ocurre principalmente por mutaciones en las enzimas que activan al
farmaco, dichas mutaciones pueden disminuir la actividad de forma parcial o completa
ya sea modificando la cantidad de enzima expresada, la afinidad de esta por el profarmaco
o inhibiendo la expresion totalmente. (Figura 17) (Gygli et al., 2017) Se han identificado

dos mecanismos principales de resistencia de este tipo:

A) Resistencia a pirazinamida.

La pirazinamida (PZA) es un medicamento clave, en el tratamiento de corta
duracion de la tuberculosis, dicho farmaco es de hecho un profarmaco y la
conversion a su forma activa (&cido pirazinoico), es catalizada por la enzima
pirazinamidasa, codificada por el gen pncA, la pérdida de la actividad de esta
enzima tiene como resultado la aparicion de resistencia (Scorpio, 1997). En un
estudio realizado por Gu et al en 2016 se trataron de identificar a las principales
mutaciones asociadas a la resistencia de PZA, encontrando que el 85.4% de las
cepas resistentes se encontraban mutaciones puntuales unicas, no sinénimas,
ademas de deleciones e inserciones, de tal forma que el cambio del marco de
lectura afecta la estructura de PncA. En otro estudio realizado por Bamaga et al
en 2002, en cambio se encontré la mutacion mas frecuente, resultaba ser un
cambio del nucledtido 381 del coddn 127, de tal forma que se veia afectada la
funcién de la pirazinamidasa, causando ademas una resistencia independiente de

la concentracion de PZA administrada.

B) Resistencia a isoniazida.
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La isoniazida es otro profarmaco requiere activacion, en este caso se requiere
de una enzima catalasa/peroxidasa. La mayoria de las mutaciones asociadas a
resistencia se encuentran en los genes, inhA, ahpC, kasA, ndh y katG, siendo este
altimo, el que presenta una mayor prevalencia en las muestras clinicas. (Pym et
al, 2002). De hecho, el producto de katG resulta ademas una enzima constitutiva
de vital importancia para la supervivencia dentro de los macréfagos, esto debido
a que participa en la detoxificacion del fagolisosoma. (Pym et al, 2002). La
mutacion mas aislada resulta ser S315T que retiene la mayoria de las funciones
catalasa/peroxidasa, confiere un alto nivel de resistencia e increiblemente al
mismo tiempo presenta un nivel de actividad significativo que permite la
supervivencia dentro del macrofago. (Pym et al, 2002) Una posible explicacion
de por qué se encuentran una mayor cantidad de mutaciones en katG seria, porqué
hecho este gen se encuentra en una zona altamente inestable del genoma. (Bergval

et al, 2009)

5.2.3 Sobreexpresion de dianas farmacologicas.

El daltimo mecanismo adquirido de gran relevancia resulta ser la sobreexpresion de

objetivo, en este caso grandes cantidades del objetivo pueden superar la inhibicion del

farmaco en cuestion (figura 17). Este caso si bien podria ser superado simplemente

aumentando la dosis, hay que tener en cuenta el hecho de que usualmente los tratamientos

son largos y con efectos secundarios considerables. Un ejemplo de este tipo son las

mutaciones en el promotor de inhA, las cuales dan como resultado una sobre expresion

de inhA, lo que confiere un bajo nivel de resistencia. (Nasiri et al., 2017). Otro ejemplo
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es el objetivo secundario del &cido pirazinoico, la proteina RpsA, la sobreexpresion de

RpsA da como resultado un mayor nivel de resistencia a la pirazinamida (Shi et al, 2011)

1
2
A A —_— 7
EEmm—
—_— B B
= Sy c S . ‘
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farmacolégico
Enzima activadora.
Polimerasa Farmaco activado.

Figura 23. Mecanismos de resistencia adquiridos. 1) Muestra la reaccion normal del antibiético. 2)
Mecanismos de resistencia. A) Las modificaciones estructurales de la enzima evitan que el antibiético

actlie. B) La sobreexpresion del objetivo farmacol6gico impide la inhibicién por parte del antibi6tico C)

Las modificaciones en la enzima activadora inhiben la transformacién del profarmaco.

6. Nuevos tratamientos.

Como se ha mencionado anteriormente, es necesario el desarrollo de nuevos
regimenes de tratamiento y farmacos para reducir la toxicidad a largo plazo de los
tratamientos actuales, ademas de conseguir una mayor efectividad en un menor tiempo,

y combatir la resistencia bacteriana.
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En el informe anual de la tuberculosis del afio 2020 se menciona, el tratamiento exitoso
de la tuberculosis sensible a medicamentos ocurre en el 85% de los casos, mientras la
eficiencia contra los diversos grados de resistencia a los medicamentos es menor al 57%,
esto debido a dificultades multifactoriales, entre las que se encuentran: 1) el
incumplimiento de la terapia medica por parte de los pacientes debido a la dificultad del
tratamiento, 2) las interacciones con otros medicamentos (principalmente para los
pacientes infectados con VIH) y otras circunstancias. Es por esto que la OMS ha optado
principalmente por los regimenes orales siempre que sea posible, ya que en primer lugar
tienen una mejor relacion costo-efectividad y en segundo lugar permiten un mayor apego

al tratamiento por parte del paciente. (OMS, 2020)

En la Gltima década unicamente han sido aprobados tres farmacos de administracion
oral para el tratamiento de la tuberculosis; bedaquilina, delamanid y pretomanid (Tiberi
etal., 2021) los dos con mas estudios disponibles bedaquilina y delamanid, ademas de los

nuevos tratamientos en desarrollo.

6.1 Bedaquilina

La bedaquilina es una diarilquinolona tiene una fuerte actividad bactericida, actuando
principalmente en la inhibicion de la ATP sintasa micobacteriana mediante una estrategia
particular, sin embargo para comprender dicho mecanismo es necesario entender como

funciona la ATP sintasa.
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Durante la fosforilacion oxidativa, la cadena de transporte de electrones a través de
algunos de sus complejos realiza un bombeo de protones desde el citoplasma al
periplasma, esto genera un gradiente de pH transmembrana y contribuye al potencial de
membrana (fuerza protdn-motriz), dicha fuerza impulsa la rotacion del anillo C de la F-
ATP sintasa, la cual es transmitida por las subunidades y y € al cabezal a 3 3 donde

impulsa la sintesis de ATP (Sarathy et al, 2019).

Ahora bien, la Bedaquilina actla esencialmente a tres niveles

1) Como antiportador H+/K+ lo cual altera el gradiente de pH transmembranal, evitando

asi la rotacion del anillo C (figura 24-1).
2) Inhibiendo la rotacion del anillo C directamente (figura 24-2).

3) Inhibiendo a la subunidad ¢, de tal forma que la sefial de rotacion no es extendida al

cabezal a 3 B 3 (24-3) (Sarathy et al, 2019).

Todo esto se manifiesta mediante el agotamiento interno del ATP y desequilibrio
homeostatico del pH lo que causa un mayor efecto bacteriostatico que la rifampicina.

(Andries et al, 2005)

Por su parte Mycobacterium tuberculosis, presenta una “resistencia” inicial al efecto
esterilizante de la Bedaquilina, esto debido a la activacion de genes de latencia, los cuales
estan asociados con estados metabdlicos de menor gasto de ATP, de modo que permite

un retraso inicial y una supervivencia ligeramente prolongada. (Koul et al., 2014)
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Diversos estudios farmacocinéticos han demostrado la bedaquilina tiene una buena
absorcion oral, alcanzando su concentracion maxima plasmatica tras 5-6 horas, por su
parte presenta una vida media de mas de 24 horas, lo cual permite la administracion
intermitente de este farmaco, dejando cuando menos 48 horas entre cada administracion

(Pecora et al., 2021; Asociacion espafiola de Pediatria, 2020).

Entre los efectos adversos reportados en la literatura presenta; dolor de cabeza,
artralgia, ademas del posible alargamiento del fragmento QT del electrocardiograma.
Finalmente, se sabe sufre metabolismo a través del CYP3A4, por tanto, no debe ser
administrado en conjunto con farmacos que tengan esta misma ruta metabolica (por
ejemplo, la rifampicina) ya que podrian disminuir la concentracién plasmatica de la

bedaquilina, disminuyendo asi su eficiencia. (Pecora et al., 2021)

En el estudio de fase 2 realizado por Pym et al, realizado en 233 pacientes (de los
cuales el 63.5% tenian TB-MDR, 18,9% con TB pre-XRD, y 16.3% con TB-XDR) se
encontrd una tasa de éxito al tratamiento mas alta en pacientes TB-MDR (73.1%). (Pym

et al, 2016).
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Figura 24. Mecanismo de accion de la Bedaquilina. (Tomado de Sarathy et al, 2019)

6.2 Delamanida.

La Delamanida, es un profarmaco de la familia de los nitroimidazoles, requiere
activacion por la enzima micobacteriana F420 (Lewis y Sloan., 2015), una vez en su
forma activa (metabolito desconocido al momento), inhibe la sintesis de los acidos
micolicos, especificamente los &cidos metoxi-micdlicos y ceto-micalicos, lo cual conduce
al agotamiento de los componentes de la pared celular y la destruccion de las
micobacterias (figura 12) (Matsumoto et al, 2006). Por otra parte, se cree los
intermediarios metabolicos, también participan mediante distintos mecanismos

incluyendo la interrupcién de la respiracion celular (Lewis y Sloan., 2015)

66



Los estudios farmacocinéticos de la delamanida han demostrado, alcanza su maxima
concentracion plasmatica alrededor de 4 a 8 horas después de la administracion oral (la
cual debe ser con alimentos), teniendo una vida media de 30 a 38 horas. (Pecora et al.,
2021; Asociacion Espafiola de Pediatria, 2020 ). En cuanto a los efectos adversos, en un
estudio con 480 personas internacionales se encontré los efectos adversos mas comunes
tras una exposicion de 14 dias fueron: nauseas, vomitos, dolor de cabeza y fragmento QT
alargado en el electrocardiograma. (Gler, 2012). Finalmente, el metabolismo de este
farmaco es principalmente por la albimina en lugar del CYP450, esto disminuye las

interacciones farmacoldgicas considerablemente. (Pecora et al., 2021)

La Delamanida, ha demostrado una considerable actividad bactericida tanto in vitro
como en modelos animales (ratas y conejillos de indias). (Chen, 2017). En ensayos
preclinicos realizados por Diacon et al en 2011, en donde participaron 48 pacientes con
baciloscopia positiva, utilizando un tratamiento de monoterapia conn Delamanida, se
encontrd una disminucion considerable de las UFC desde los primeros 14 dias. (Diacon

etal, 2011)

6.3 Nuevos regimenes, farmacos y tratamientos en desarrollo.

En la actualidad, hay 16 nuevos medicamentos en estudios clinicos de fase | o Fase I,
y otros 22 en etapa de descubrimiento o estudios preclinicos. De los 16 medicamentos en
fase clinica, 11 son de nuevos grupos quimicos, de los cinco restantes, dos son
diariquinolonas similares a bedaquilina y tres son oxazolidinonas similares a cicloserina.

(Miglori et al, 2020). Un ejemplo puntual y muy prometedor entre estos farmacos es
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telaceb, el cual induce la muerte micobacteriana al inhibir el complejo citocromo bcl,
responsable de la sintesis de ATP, es importante mencionar; los estudios indican que el
efecto es independiente del estado de replicacion del bacilo. (Miglori, et al, 2020) En un
ensayo de fase 2 realizado por de Jager et al en 2020 con 61 pacientes recientemente
diagnosticados con tuberculosis pulmonar, se utilizaron dosis crecientes de telacebec a
100, 200 o 300 mg/dia, encontrandose una relacion entre el aumento de la dosis, y la

reduccion de la carga micobacteriana viable en el esputo. (de Jager et al, 2020).

En otro enfoque, una estrategia usualmente utilizada es la reutilizacion de farmacos
cuyo objetivo inicial era otro, tal es el caso de clofazimina, un antileproso que esta siendo

considerado para el tratamiento de la tuberculosis.

La clofazimina ha demostrado una actividad bactericida significativa en el tratamiento
de la tuberculosis MDR en ratones. En un estudio realizado por Grosset et al en 2013, se
encontrd los ratones tratados con clofazimina, tuvieron un cultivo de esputo negativo
pasados 5 meses. (Grosset et al, 2013). En otro estudio realizado por Ammerman et al en
2018, se encontré que en combinacion con un régimen de primera linea (rifampicina,
isoniazida y pirazinamida) presentaba efectos bacteriostaticos significativos, caso
contrario al que ocurre en una monoterapia de clofazimina en donde se encontraba una
actividad antituberculosa limitada. (Ammerman et al, 2018). En otro estudio (huevamente
en ratones) siguiendo el mismo régimen de primera linea, pero remplazando la rifamicina
por rifapentina se encontrd una potenciacion del efecto bacteriostatico y esterilizante, lo
cual podria indicar que la combinacion de rifapentina y clofazimina serian capaces de
acortar la duracion del tratamiento. (Saini et al., 2019) también ha permitido una

reduccion significativa de la duracion del tratamiento en pacientes con TB-MDR en
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diversos ensayos clinicos, sin embargo, es dificil calcular dosis éptima como régimen de

primera linea debido a que uno de los principales efectos secundarios es la decoloracion

de la piel (Silva et al., 2020). Otros ejemplos de la reutilizacion de farmacos son los

estudios realizados con linezolid en sustitucion de etambutol, gatifloxacina y

moxifloxacino. (Silva etal., 2020)

Por otra parte, en cuanto a los regimenes de tratamiento se han encontrado posibles

modificaciones, que resultan provechosas, se hace énfasis en las siguientes:

En un estudio realizado por Dorman et al en 2021, donde se evaluaron a 2516
pacientes aleatorizados, se encontrd que un régimen de 4 meses de rifapentina y
moxifloxacina tuco una eficiencia igual al régimen estandar de 6 meses. (Dorman

etal., 2021)

El ensayo TRUNCATE-TB, el cual se encuentra en fase de reclutamiento, busca
evaluar la posibilidad de utilizar un régimen de 5 medicamentos orales;
rifampicina (35 mg/kg), isoniazida, pirazinamida, etambutol, linezolid por 8
semanas con la posibilidad de extenderlo a 12 semanas si los sintomas contintian

y el frotis de esputo es positivo. (Clinical Trials Gov, 2019)

El estudio RIFASHORT se encuentra evaluando la relacion riesgo-beneficio de
las dosis mas altas de rifampicina en tuberculosis sensible a medicamentos, esto
basado en los estudios de Velasquez et al en 2018, donde se encontr6 que utilizar

una dosis mayor a la sugerida por la OMS resultaba en la esterilizacién de esputo
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mas rapida sin efectos secundarios mayores. (Clinical Trials Gov, 2022;

Velasquez et al., 2018)

Otra nueva opcidn por considerar es la terapia dirigida al huésped, debido a que se
sabe que tanto los estados inmunodeficientes como hiper-inflamatorios tienen una
participacion clave en la morbilidad y mortalidad de la tuberculosis, por tanto, el uso de
reguladores del sistema inmune para tener una respuesta equilibrada resulta una excelente

opcion para el tratamiento de la enfermedad. (Palucci yDelogu., 2018)

En un futuro, se espera poder brindar tratamientos personalizados a cada paciente, esto
debido a las diferencias de susceptibilidad y respuesta a los medicamentos Unica de cada
individuo, para esto el estudio PredictTB, busca determinar biomarcadores y aspectos
radiograficos que ayuden a predecir el nivel de respuesta y la probabilidad de recaida, con
esto se podria planificar una combinacién de farmacos y una duracién de tratamiento

especifica para cada paciente. (Clinical Trials Gov, 2022)
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Conclusiones.

En la presente tesis de revision, se ha recopilado una actualizacion sobre los
mecanismos de resistencia a antibidticos que presenta Mycobacterium tuberculosis, ya
sea intrinsecos como son; la pared celular, la degradacion enzimatica de antibidticos o el
uso del bombas de eflujo, como también los mecanismos adquiridos (alteracion de la
diana farmacoldgica, derogacion de la activacion del profarmaco y sobreexpresion de
dianas farmacoldgicas), describiéndose el tipo de resistencia que dan y hacia que
farmacos. Por otra parte también se ha recopilado informacién sobre el mecanismo de
accion, forma de administracion y dosis, asi como la farmacocinética y efectos adversos
de los diversos farmacos utilizados contra Mycobacterium tuberculosis ya sea con un uso

de primera o segunda linea.

Finalmente también se ha reunido informacion sobre el futuro de los tratamientos de
la tuberculosis, ya sea los nuevos farmacos aprobados para uso contra la tuberculosis,
como los estudios clinicos sobre otros farmacos, modificaciones del tratamiento empirico
0 bien nuevas propuestas de tratamiento con un distinto enfoque como lo es terapia

dirigida al huésped.
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