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RESUMO

Introducédo: A tuberculose (TB) é uma doenca infectocontagiasalth prevaléncia no Brasil.
Desta forma,0 tratamento medicamentoso empregado no pais @rpaalo pelo Esquema
Basico de Tratamento da TB e é constituido por nipfaina, Isoniazida, Pirazinamida e
Etambutol. A ocorréncia de baixos niveis terapéstidesses farmacos no soro é relatada nas
mais diversas populacdes e diversos fatores podatrilir para este fato. Portanto, este estudo
teve como objetivo determinar os fatores associadogoncentracfes séricas dos farmacos
antituberculose, além de determinar fatores soemagraficas e laboratoriais com esses niveis
séricos obtidos em amostras de pacientes atendidasma unidade de referéncia em Manaus.
Materiais e Métodos: Tratou-se de um estudo analitico-observacionataite transversal. A
populacéo de estudo foi composta por pacientegrat@mento da tuberculose atendidos em uma
unidade de referéncia da cidade de Manaus. Asvedsidioram comparadas entre 0s pacientes
com niveis séricos baixos e normais usando o téstequi-quadrado yf) para variaveis
categoricas e testede Student para variaveis continuas. Para toddestss realizados neste
estudo, o nivel de significancia adotado foi de&bOResultados:Dos 222 pacientes, 40,9% dos
pacientes apresentaram niveis séricos reduzides ymardos farmacos testados, sendo que as
prevaléncias de baixos niveis terapéuticos maisesgyas foram para Isoniazida (60,8%) e
Rifampicina (58,6%). Foi verificada associacdo oleegos com baixas concentracdes séricas de
Isoniazida (p=0,044), de pessoas com ensino méger®r (p=0,028) e de etilistas (p=0,038).
Além disso, no caso da Rifampicina, foi verificaglssociacdo de pessoas com escolaridade
ensino meédio/superior e baixos niveis terapéutiesse farmaco (p=0,063). Foi realizada anélise
de variancia e ndo houve associacdo dos genotpdsAd2 e as concentragbes seéricas com
significancia estatistica (p<0,08Joncluséo: A ocorréncia de baixas concentracdes séricas dos
farmacos de primeira linha utilizados para o traatm da TB foi constatada na populacdo em
estudo. Estudos adicionais devem ser realizad@sgaliar o impacto da farmacogenética e da
adesdo ao tratamento nestes resultados, bem cowestigar a influéncia das baixas
concentracdes no desfecho do tratamento.

Palavras-chave Niveis terapéuticos, Farmacos antituberculosenitdozacao terapéutica de
farmacos, Farmacogenética.



ABSTRACT

Introduction: Tuberculosis (TB) is an infectious disease of tpgévalence in Brazil. Thus, drug
treatment used in the country is standardized byTi treatment Basic Scheme and consists of
rifampicin, isoniazid, pyrazinamide and ethambuldie occurrence of low therapeutic levels of
these drugs is reported in several people and nf@actprs may contribute to this outcome.
Therefore, this study aimed to determine the serantentrations of antituberculosis drugs, and
relating sociodemographic and laboratory variahléh the levels obtained in samples from
patients treated at a referral center in ManMeterials and Methods: This was an analytical-
observational cross-sectional study. The study jadipn consisted of patients under treatment
for TB treated at a referral center in the cityMdinaus. The variables were compared between
patients with low and normal serum using the chiesq test for categorical variables and
Student's t test for continuous variables. Fothaltests performed in this study, the significance
level was 0.05Results: Of 222 patients, 40.9% of patients had reducednsdevels for one of
the tested drugs, and the prevalence of low m@mifsiant therapeutic levels were to isoniazid
(60.8%) and rifampin (58.6%). Singles was foundaisdion with low serum concentrations of
Isoniazid (p = 0.044), people with high school/grai® education (p = 0.028) and alcoholics (p =
0.038). Furthermore, in the case of Rifampicin, wassociation of people with a high
school/graduate and lower therapeutic drug leyeks 0.063). ANOVA analysis was performed
and there was no association of the NAT2 genotgpedsthe serum concentrations with statistical
significance (p <0.05)Conclusion: The presence of low concentrations of first-limags used

to treat TB was found in a significant proportioh tbe population under study. Additional
studies should be conducted to assess the impablaoimacogenetics and adherence to treatment
in these results, as well as to investigate th&uentce of low concentrations in treatment
outcome.

Keywords: Therapeutic levels, Antituberculosis drugs, Thetdg monitoring of drugs,
Pharmacogenetics.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) € uma doenca infectocontagiosaevblucdo cronica causada
principalmente pelo microrganismdycobacterium tuberculosisacilo aerobio estrito de
crescimento lento, onde os pulmdes sdo o prin@pal, podendo também afetar outros
orgaos (LOPES, 2010). Patologicamente, caractedzpela formacédo de granulomas com
necrose caseosa devido a resposta celular no tafettmlo (CAMPOS et al., 2011).

Com o advento das estratégias da Organizacdo MuddigSaude (Stop TB e
Directly Observed Treatmente Short-Course — DO®)enario global da TB teve melhora:
o diagnostico eficaz e o tratamento da doenca, exmgo de 2000 a 2014, salvaram 43
milhdes de vidas e a prevaléncia estimada de T&onale 2015 foi 42% menor que em 1990.
No entanto, apesar desse panorama, a doenca corgendo prioridade devido a alta
prevaléncia, considerando que no ano de 2014, ckrcED milhdes de pessoas adoeceram
com TB e, dessas, houve ainda a morte de 1,5 ndégessoas (BRASIL, 2016).

No tratamento medicamentoso padrdo da TB sdo addg os medicamentos
rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambugdncados no Brasil pelo esquema basico
de tratamento em uma terapia de no minimo 6 mé&RASIL, 2010). Apesar da grande
eficacia do esquema terapéutico, determinados rgasiedo respondem adequadamente ao
tratamento e ocorre o desenvolvimento de cepasteates (MAGIS-ESCURRA et al., 2012).

A ineficacia do tratamento verificada em uma pacdh populacdo pode ser
decorrente das baixas concentracdes séricas, sugajue este fato contribua para a falha
terapéutica, segundo Song et al. (2007). As baimasentracdes séricas podem ser resultado
da variabilidade interindividual na absorcdo, notabelismo ou excrecdo dos farmacos
(BURHAN et al., 2013), bem como em diferencas radigponibilidade das formulacfes e

comorbidades (SEGOVIA et al., 2013), como o diabatellitus (BABALIK et al., 2013).
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Segundo a literatura, as baixas concentracfesasédie farmacos antituberculose
tém sido associadas com sexo, idade, etilismo,albpminemia, infeccdo pelo virus HIV,
dentre outros (UM et al., 2007; BARROSO et al., 2®EQUENA-MENDEZ et al., 2012).

Além disso, as variacdes interindividuais podemarestinculadas aos fatores
genéticos, principalmente os polimorfismos genétide proteinas e enzimas envolvidas no
transporte e metabolismo destes farmacos, como NAGYP2E1l, GMTT/GSTT e
SLCB1B1, os quais foram implicados na alteracadisjposicéo cinética destes farmacos em
estudos realizados em algumas populacbes (RAMACHRAID & SWAMINATHAN,
2012).

Em virtude da problematica da doenca na regido Amaa, no presente estudo, se
busca compreender os determinantes das baixas ntagdes séricas dos farmacos
antituberculose mesmo em pacientes submetidos atam@nto supervisionado, 0 que
demonstrou haver uma lacuna desse tipo de pestmigggido. Desta forma, acredita-se que
os resultados advindos da pesquisa servirdo tarpbérauxiliar a equipe clinica no ajuste de
dose dos pacientes que apresentarem niveis séonosferados insatisfatérios conforme a

literatura existente.
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2. OBJETIVOS

2.1.Geral
Relacionar as variaveis socio demograficas e |latwdags com as concentracdes
séricas dos farmacos antituberculose em amostragadentes com diagndstico de TB

atendidos em uma unidade de referéncia em Manaus.

2.2.Especificos

Caracterizar o perfil socioecondmico e determinatores laboratoriais dos

pacientes diagnosticados para TB na unidade denefe;

» Determinar as concentracdes séricas de farmacdsb@ntulose nas amostras
destes pacientes;

» Descrever as frequéncias de polimorfismos genétitzoenzima NAT2 nestes
pacientes;

* Investigar a associacdo entre as variaveis sociogeaficas e laboratoriais

encontradas com as concentragdes séricas dos tEnsaniazida, Pirazinamida,

Etambutol e Rifampicina.
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3. REVISAO DA LITERATURA

3.1. Aspectos gerais da tuberculose

Em meados de 1900, relatou-se, pela primeira vageote etiolégico da tuberculose
(TB), Mycobacterium tuberculosissolado pelo pesquisador Robert Koch, bacilo fireu
também conhecido por bacilo de Koch. Ha relato33f anos atras na india e 2300 anos na
China, bem como, na Grécia antiga, a TB era codhemmo “Phthisis” (tisica) e HipOcrates

compreendia suas manifestac¢des clinicas (DANIEQGR0

No final do século XIX, a cada cinco pessoas, ugsedvolvia a TB e cerca de 60%
destas morria. A descoberta do agente etiologidoatamento sanitario no inicio dos anos
1920s e a descoberta de alguns medicamentos cameptesicina (1947) e isoniazida
(1952), aléem da melhora nas condi¢cdes socioecom8regperancaram uma futura eliminacao

da doenca (DOMINGOS, 2003).

Ha mais de 50 anos vulneravel ao tratamento fardgico, a TB permanece uma
das doencas transmissiveis mais mortais do mundasi@erada uma das doencas de
existéncia mais antiga no mundo, a TB impacta Soggivamente a evolugcéo da humanidade,
por ser uma doenca desafiadora em termos saratarnstmundo todo (TEIXEIRA, 2007). A
TB é considerada uma doenca negligenciada, rekd@orm questdes de cunho social e
econbmico, intimamente ligada ao adensamento pcpuokl e a epidemia da Sindrome de

Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA).

No ano de 2014, foram estimados 9,6 milhdes descaswos de TB no mundo,
sendo que 5,4 milhdes de homens, 3,2 milhdes deemad e 1 milh&o de criangas. O Brasil
esta na 182 posicdo no ranking de carga de tubseub que representa 0,9% dos casos

estimados no mundo e corresponde a 33% dos essmagdcAméricas (WHO,2015).
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Em 2015 foram diagnosticados e registrados 63.488scnovos de tuberculose no
Brasil, sendo que o coeficiente de incidéncia dep&Bsou de 38,7/100 mil habitantes em
2006 para 30,9/100 mil hab. em 2015, correspondandima reducéao de 20,2%, segundo o
Boletim Epidemioldgico n. 47 da Secretaria de \Agdia em Saude (BRASIL, 2016).

Os coeficientes de mortalidade e incidéncia tiveraducdes de 38,9% (3,6 para
2,2/100 mil hab.) e 34,1% (51,8 para 34,1/100 rab.) respectivamente, de 1990 até 2014.
Esses resultados fizeram que o Brasil cumprissema$as internacionais exigidas.
Anualmente, cerca de 70 mil casos novos e 4400es\@dr TB foram registrados entre os
anos de 2005 e 2014 (BRASIL, 2016).

Segundo o Ministério da Saude, ha uma heterogeateida calculo do risco de
adoecimento por TB nas Unidades da Federacaocéksso variou de 10,5/100 mil hab. no
Tocantins a 70,1/100 mil hab. no Amazonas, em 2@bcapitais brasileiras no ano de 2015
notificaram 23.161 casos novos de TB, correspormensd6,6% do total do pais. Manaus se
destacou por apresentar coeficiente de incidérei@8¢3/100 mil habitantes, o que excede o
valor nacional de 30,9/100 mil hab. em mais de 108l&m da capital do Amazonas, na lista
segue Porto Alegre — RS (88,8/100 mil hab.), ReeifeE (78,3/100 mil hab.) e Rio de
Janeiro — RJ (66,8/100 mil hab.).

Mesmo com a introducdo do teste rapido de deteagdecular (Gene Xpert®) nas
principais cidades com alta taxa de incidénciapeifticas de combate a TB ainda néo
atingem seus principais objetivos: maior taxa dea,cgueda nas taxas de incidéncia e

erradicacao da TB.

O aparelho de deteccdo molecular rapida, Gene Xpargiu como um aliado
essencial para reduzir a taxa de mortalidade erambper a transmissao através do rapido

diagndstico, usando uma reacdo de cadeia de pabmeato tipo heminested — PCR para
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amplificar uma sequéncia especifica do gep@B do Mtb; gene alvo de mutacbes que

determinam a resisténcia a Rifampicina do bacilOEBIME, et al. 2010).

O teste para presenca de Mtb e resisténcia a RéiRe@m uma mesma plataforma
que integra o processamento da amostra e todosnogooentes necessarios para a PCR,
necessitando de uma unica etapa manual, a junc@@ageiio bactericida ao escarro. Neste

caso, o resultado & obtido em menos de 2 horas.

Apesar da melhoria das condi¢fes de vida, a iiggiudo tratamento farmacoldgico
e uma relativa reducdo de mortalidade, a TB aimtestitui um agravo a saude publica no
ambito global (ZUMLA et al, 2014), por possuir raizes extremamente socigadds a
desigualdade social, a insuficiéncia de pesquissaangdo o desenvolvimento de novos
tratamentos e vacinas, aos fluxos migratérios mas #nfinitas razées, as deficiéncias do
sistema de saude e também a alta prevaléncia gos da tuberculose multidrogas resistentes
associados a infeccdo pelo HIV (BRASIL, 2009). Asmsataxas de novos casos estdo
associadas aos niveis de pobreza, desnutricAdaeuélrool e outras drogas, diabetes e altos

niveis de infecgcéo por HIV (WHO, 2014).

3.2. A etiopatogenia da tuberculose

As micobactérias pertencem a ord@gtinomycetaleg a familiaMycobacteriaceae
e possui um unico géneiMycobacterium(fungus bacterium- nome dado em referéncia a

pelicula formada na superficie de meios liquidos).

Em humanos e em alguns mamiferos, a TB é causadapgrupo de espécies de
bactérias, o chamado CompleXdycobacterium tuberculosifCMth), as quais sé&o

geneticamente semelhantes com aproximadamente 39%ewhelhanca do DNA. Esse
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complexo incluiM. bovis M. africanum M. microti, M. caprae M. pinnipediie M. canettii

além do organismo homoninMycobacterium tuberculosi$ORRELLAD et al., 2013).

O M. tuberculosisé uma bactéria patogénica aerdbia obrigatériagrdecimento
lento, imovel, de aproximadamente Opn de largura e 3-4um de comprimento.
Denominados bacilos alcool-acido resistentes desidomplexidade da parede celular e de
crescimento fastidioso, por a cada 12-24 horasreicdivisdo, 0 que requer um periodo de 8

semanas crescimento de culturas em laboratorio (RAJRet al., 2004).

A doenca TB é infecciosa e transmissivel, causada M. tuberculosis e afeta
prioritariamente os pulmdes, embora possa aconoeteos 6rgdos e sistemas. Com muito
mais frequéncia a TB pulmonar se apresenta seridora mais relevante de apresentacao
para a saude publica, pois € a principal respohgila transmissdo da doenca (BRASIL,

2010).

A transmissdo da doenca € por via respiratoriala“‘pealacdo de aerossois
produzidos pela tosse, fala ou espirro de um dgemtiador de lesdo pulmonar” (BRASIL,
2011). Se nao tratada, cada pessoa infectada coatiid@ ou seja, bacilifera, pode infectar
10 — 15 pessoas por ano, de acordo com Ramachatad@amminathan (2012). Além disso,

0 risco € bem maior no caso de pessoas infectadasity.

Os pacientes com a baciloscopia de escarro pogiviaeiliferos) sdo a principal
fonte de infeccdo, sendo que cerca de 90% dos dasbtB sdo da forma pulmonar e, destes,
60% séo baciliferos. Somente 5% a 10% das pessfeasaidas pelo Bacilo de Koch (Mtb)
adoecem (BRASIL, 2011). A predisposicao do indigidudesenvolver a doenca deve-se a

interacdo entre fatores ambientais e genéticos REHRA et al, 2005).

A doenca apresenta uma patogenia complexa, depgendanviruléncia da cepa

responsavel pela infeccdo e das respostas defersstabelecidas contra essa infecgéo, de
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acordo com a revisdo de Kritski et al. (2007). Mes@os complexos, envolvendo a
integridade do sistema imune, a cooperacao entcedfagos e linfécitos T na contencéo da
infeccdo pelo Mtb, a viruléncia da cepa infectami® carga bacilar tem papel importante na

patogenia (FIOCRUZ, 2008).

A TB pulmonar apresenta-se sob a forma primariésegoimaria (ou secundaria). Os
sintomas classicos da TB pulmonar séo: tosse par&s produtiva ou ndo (com muco e
eventualmente sangue), febre vespertina, sudootsena e emagrecimento. A TB pulmonar
primaria € mais comum em criancas. Por outro ladd;B pulmonar pos-primaria (ou
secundaria) pode ocorrer em qualquer idade, serd® comum no adolescente e no adulto

jovem (BRASIL, 2011).

3.3. Tratamento farmacologico

Os esquemas farmacoterapéuticos de tratamento dsid Badronizados no Brasil
desde 1979 (2010). Segundo o MS (2011), tem-se @uimoipios que norteiam o tratamento
da tuberculose: a associagcdo medicamentosa ade@sadases corretas € 0 Uso por tempo
suficiente; deste modo, garantir a protecéo cruamudo como objetivos, evitar a persisténcia

bacteriana, a resisténcia aos farmacos e garatiiiaada doenca.

Um aumento consideravel da resisténcia primariacaidzida (4,4% para 6,0%),
observada no Il Inquérito Nacional de Resisténomraedicamentos antiTB, fez com que o
MS realizasse uma revisdo no tratamento, introdiozio Etambutol na fase intensiva da

doenga (BRASIL, 2010; LOPES, 2010).

O tratamento da tuberculose é uma combinagcédo tgiepéde trés ou quatro

farmacos para a prevencao de resisténcia. O qudhiét, RFP, PZN e EB sdo os mais
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utilizados como tratamento de primeira linha emtasupaises. No Brasil, 0 esquema basico
de tratamento da forma pulmonar e extrapulmonardamacdo de 06 meses, dividido em
duas fases: fase intensiva e fase de manutenc@ddis primeiros meses de tratamento,
administra-se uma combinacéo de medicamentos eenfol@s(DFC), comprimido contendo

RFP, INH, PZN e EB, nas respectivas dosagens: 15@bmgg, 400mg e 275mg. Ao passo

gue nos ultimos quatro meses se faz o uso somarRR&HE e INH, como conforme Quadro 1.

Em todos os esquemas terapéuticos, a medicacaosdev&@ministrada em uma
Unica ingesta e de uso diario, ou em jejum (1 lmoraduas horas apés o café da manha), ou,

em caso de intolerancia digestiva, junto com urfeag@& (BRASIL, 2010).

REGIME FARMACOS PZECSIISN[;g DOSE
Fase Esquema RHZE 20Kg a 35Kg 2 comprimidos
Intensiva 150/75/400/275mg 36Kg 50Kg 3 comprimidos
(2 meses) (DFC) >50Kg 4 comprimidos
Fase de Esquema RH 20 a 35Kg 2 cp 150/75mg
manutencao Comprimidos de 36Kg a 50Kg 3 cp 150/75mg

(4 meses)

150/75mg 50Kg 4 cp 150/75mg

Quadro 1 - Esquema basico de tratamento da tulbeecul

Fonte: Modificado do Manual de Recomendagfes p&antrole da tuberculose no Brasil (BRASIL, 2009).
RHZE — esquema terapéutico rifampicina/izoniazidazmnamida/etambutol

DFC — dose fixa combinada

RH — esquema rifampicina/isoniazida
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3.4. Farmacos empregados no tratamento padrao da tubertase

3.4.1. Isoniazida

Desde 1952, a INH tem sido de extrema importancatratamento da TB. O
farmaco possui propriedades essenciais para ummpidedeal, por ser eficaz, especifica na
acdo contra o bacilo, com minimo de toxicidade éa&o custo (RAMACHANDRAN &
SWAMINATHAN, 2012). Apos trés horas da administragda concentracdo inibitoria
minima chega a ser 90 vezes maior que a necessatra os bacilos da TB. A INH tem forte

poder bactericida associada a acdo esterilizaiRAgaL, 2009).

A INH possui uma estrutura simples (Figura 1), tituisla de um anel piridina e um
grupo hidrazida, e sua concentracdo inibitéria mé#ni (CIM) para Mycobacterium
tuberculosisvaria entre 0,02-0,20 pg/mL. Tem funcdo bactesiddmente sobre bacilos de
multiplicac@o rapida; sobre bacilos de crescimdatdo e sobre aqueles de multiplicagédo

intermitente, sua acao é restrita (ARBEX, 2010A).

A INH é um pr6 farmaco a qual é ativada pela enzimaxidase KatG da prépria
micobactéria, ocasionando a producdo de radicgieréxido, peroxido de hidrogénio e
peroxinitrato, além de radicais de origem organ@s,quais inibem a formacdo de acido
micélico da parede celular, 0 que causa dano ao BNworte bacilar (CADE et al., 2010).
Possui acdo bacteriostatica para o bacilo em repeuscdo bactericida para o bacilo em
multiplicacdo. A INH penetra com facilidade nasutz$ e € eficaz contra bacilos tanto no

interior de macréfagos, ou em meio de cultura (HAMRN et al., 2006).

A INH é metabolizada por acetilacdo, que pode econo figado e na mucosa
intestinal. Essa reacdo € catabolizada pela Nharatisferase (NAT2) a qual realiza a
transferéncia de um grupo acetila de uma coenzaetl-A a um receptor amina, formando,

entdo, uma amida. Essa reacdo de acetilacdo danoray acetilisoniazida, que ao ser
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conjugada com &cido piravico e acidecetoglutarico forma hidrazonas. A acetilisoniazida
hidrolisa-se em monoacetil hidrazina e acido ismtimico. A monoacetil hidrazina por

acetilacdo se torna diacetil hidrazina e o acidmic®tinico ao ser conjugado com glicina
forma a isonicotinil glicina. Todos o0s metabdlitastados ndo possuem atividade

antituberculose (RAMACHANDRAN & SWAMINATHAN, 2012).
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Figura 1: Estruturas dos farmacos utilizados n@atnanto da tuberculose. Elaborado no
ACD/ChemSketch®
Fonte: O autor
A excrecdo dos metabdlitos de INH é por via redal {0-96%), uma pequena parte
€ excretada nas fezes e seu pico plasmatico fickoema de 1 a 5 horas dependendo da

velocidade de acetilacdo de cada individuo (vem it®s desafios da terapéutica da

tuberculose”) (HARDMANN, et al. 2006).
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3.4.2. Rifampicina

A RFP é um dos farmacos de primeira linha mais naptes do tratamento da
tuberculose. E utilizada desde 1966 e sua CIM @,0%-0,50 ug/mL. A RFP é um derivado
semi-sintético da Rifamicina B, a qual é produziden resultado de processo de fermentacao
do Streptomyces mediterraneom acado em diversas bactérias Gram-negativasaen-Gr

positivas (ARBEX, 2010A).

E um farmaco com caracteristica bactericida, atudacilo em crescimento e em
atividade metabdlica, bem como, na fase estacemn&om metabolismo reduzido. Essa
caracteristica e sua associacdo com a PZN perraiteaiucao para 06 meses o tratamento da

TB (ARBEX, 2010A).

O principal mecanismo de acdo é a inibicdo dadztde RNA-polimerase DNA-
dependente, por inibir a transcricdo génica da Ioaictgria por bloqueio da RNA polimerase
DNA dependente, o que impede a sintese de RNA meinsa RNAmM) e de proteina pelo

bacilo, ocasionando morte celular (Figura 2).

Tem boa absor¢cdo no trato gastrointestinal, ocdaereducdo, no entanto, na
presenca de alimentos. Apresenta boa distribuigiogindo inclusive o sistema nervoso.
Atravessa a barreira placentaria e é encontradkiteo materno. Apos uma dose oral de
600mg, o pico sérico é de 5-10 pg/mL ocorre entre Zh, diminuindo um pouco com doses
repetidas o que € recompensado porque apreseotamdgdacteriana com niveis minimos de

concentracdo sanguinea (HARDMANN et al., 2006).

Cerca de 85% do farmaco é metabolizado pelas eszimaistema CYP450. De 60-
65% de sua excrecdo ocorre por via biliar. Umaepdat RFP, cerca de 6-15%, € excretada,

nao metabolizada e reabsorvida no intestino, alandotprogressivamente o nivel sérico do
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farmaco. Apos o periodo de 14 dias, ocorre umairaltigdo metabdlica, com reducédo da

meia-vida de 3-5 h para 2-3 h.

O farmaco sofre desacetilacdo originando o metabdksacetilrifampicina, o qual
detém a atividade antibacilar. Ocorre a formacadodeailrifampicina que é resultante da
hidrolise da RFP (GOODMAN & GILMAN, 2004). Este faaco é indutor das isoformas do
CYP450 e de uma série de enzimas envolvidas naooletano de farmacos (DOUGLAS &

MCLEOD,1999).

3.4.3. Pirazinamida

Sintetizada em 1936, com estrutura similar a INHRZ&A é um derivado do acido
nicotinico e € utilizada como bacteriostéatico desels?. A CIM € de 6,25-50,0 pg/mL em pH
5,5 para o Mtb. Muito bem absorvida via oral, dstise por todo o organismo, atingindo a
concentragdo maxima plasmatica em 2 horas. E badtere tem uma potente acgio
esterilizante (ARBEX, 2010A). A principal acdo dedarmaco é a eliminacdo de bacilos
persistentes, que Sao responsaveis pelo surgindmt@epas resistentes aos farmacos
utilizados no tratamento, a chamada recaida baligita da tuberculose (LIMA et al.,
2011). Devido a essa acéao esterilizante, a redigd@tamento da TB de 12 meses para seis

meses foi possivel.

Também é um pré farmaco que necessita conversas geizimas bacterianas
nicotinamidase/pirazinamidase. Como mecanismo @®,agsupde-se 0 acumulo de &cido
pirazinoico (produto da conversdo pelas enzimas apfrada passiva), o qual proporciona
inativacdo de enzimas essenciais para a sintessadtemicolico (como a acido graxo sintase
1) por diminuicéo do pH intracelular. O metabolisd@goPZA € hepatico, ha excrecdo de 70%
na urina por filtracdo glomerular e a meia vida eleninacdo é de nove a dez horas

(HARDMANN et al., 2006).
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3.4.4. Etambutol

O EB foi sintetizado em 1961 e é utilizado no tre¢ato desde 1966. Atua sobre os
bacilos intra e extracelulares. Possui acao bastética e sua concentracao inibitéria minima
€ de 1-5 pg/mL paral. tuberculosisDevido a interferéncia na sintese de arabinogalac
principal componente da parede micobacterianainzipal mecanismo do farmaco € inibir a
enzima arabinosil transferase (codificada pelo ganbB), a qual media a polimerizacdo da

arabinose em arabinogalactano (Figura 2).

A administracdo € por via oral, em que € absoregtca de 80% da dose, atingindo
0 pico sérico em 2 a 4 horas. Uma parte do farnfdeo20 a 30%) se liga as proteinas
plasmaticas, contribuindo para ampla distribuic@ofarmaco. O metabolismo também é
hepético e seu mecanismo principal € a oxidacdm aldeido intermediario, seguido de
converséo a acido dicarboxilico. E excretado céecs0 a 80% do farmaco pela urina, grande
parte de forma inalterada e 8 a 15% como metaBpktmas fezes, a eliminagdo chega a 20%

(HARDMANN et al., 2006).
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Figura 2: Esquema demonstrando os mecanismos delagdarmacos do esquema basico de tratamento da
Tuberculose
Fonte: Modificado de ZUMLAet al 2014.



30

3.5.0Os desafios da terapéutica da tuberculose

No tratamento medicamentoso preconizado pelo esglEsico de tratamento da
TB, trés dos quatro farmacos sao potencialmentatb&xicos, que apresentam potenciais
interacOes entre si; podendo apresentar um auntentoxicidade quando utilizados com

outros medicamentos, segundo Arbex et al. (2010A).

A elevacao sérica das enzimas hepéaticas aposio dddratamento frequentemente
ocorre, porém, sem manifestacdes clinicas e seessidade de interrupcéo. A alteracéo ou
interrupcao deve ser realizada caso os valoresrasas hepaticas forem trés vezes o valor
normal e com manifestacdo de sintomas clinicos,ocanictericia (BRASIL, 2011), por
caracterizar lesdo hepatica induzida por farmaotisuberculose - LHIF — antiTB (aumento
superior a duas vezes o valor normal das transaesna niveis de bilirrubina), de acordo

com Chen et al. (2015).

Ha uma associacdo entre a elevacdo dos niveinsétas enzimas hepéticas e a
LHIF — antiTB; situacdo a qual tem sido uma pre@cd crescente associada a infeccao de
TB latente, onde ha a utilizacdo da INH, EB e RBPmais de 4 meses (SAUKKONEN et
al., 2006). Sabe-se que os medicamentos tuberatitmst sofrem o efeito de primeira
passagem no figado, onde as enzimas hepaticasrienves farmacos através de diversas

reagces como oxidagao, glucuronidagéo, desamindeétre outros.

A PZA é considerada o medicamento mais hepatotékicesquema basico sendo
esse efeito adverso dose dependente. A INH de fmoleda, em doses adequadas ao peso,
raramente produz hepatite medicamentosa, sendocm@sm em etilistas e idosos. A INH
associada a RFP, pode levar a uma hepatite medctasaeaguda e fulminante, felizmente
rara, além de reativar infeccdes virais inapareres portadores assintomaticos, com

consequente instalacéo de hepatite viral, espesména do tipo B (ARBEX et al., 2010A).
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A RFP, de forma isolada, dificilmente provoca atglres hepaticas, podendo,
entretanto, potencializar o efeito hepatotoxicdNld, pois induzem enzimas microssomais
hepaticas integrantes do citocromo P450 que, powen, facilitam a conversédo da INH em
monoacetil-hidrazina e hidrazina (metabdlitos togida INH), agentes esses implicados na

génese da necrose hepatica (ARBEX et al., 2010A).

Segundo Hardman et al. (1996), pacientes que anilizINH devem ser
acompanhados mensalmente para verificar sinaintensas de hepatite, como nauseas,
anorexia, cansaco, ictericia e mal-estar. Alénogidsvem ser alertados sobre a possibilidade
de interrupcdo do tratamento, caso esses sintostgara presentes. A ocorréncia de efeitos
adversos constitui um desafio para a equipe deesguiel acompanha esses pacientes, porque
sdo causas de hospitalizacdo, comprometimento mizagga da relacdo médico-paciente e

consequentemente, aumento de tempo de tratameBRERG, 1999).

A hepatotoxicidade, intrinseca ao tratamento da p8ge gerar uma hepatite
medicamentosa e 0 risco médio de ocorréncia, segumd literatura internacional
(BLUMBERG et al., 2003; YEE et al.,2003; JAVADI &, 2007; CHO et al. 2007), éde 1 a
36%, dependendo de fatores como racga, condico@sesondmicas e localizagdo geografica,

sendo que o fator mortalidade ndo é descartado.

Além da questdo da hepatotoxicidade intrinsecarataniento, outros problemas
norteiam a farmacoterapia utilizada na TB, comaguesstdes da resisténcia aos farmacos, o
abandono do tratamento devido a efeitos adversssdiferencas interindividuais no que diz
respeito as etapas farmacocinéticas (metabolisisinibdicdo etc.), as quais comprometem a

eficacia do tratamento.

Entre os principais aspectos relacionados a difaxle de adesdo do paciente ao

tratamento medicamentoso da tuberculose estaddameato prolongado e o surgimento de
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efeitos adversos, como a intolerancia gastroimalstjue pode advir de qualquer farmaco
antiTB e que pode vir acompanhada de nauseas, ogndbr epigastrica e abdominal

(TANEJA & KAUR, 1990).

Em relacéo a resisténcia, ha varios mecanismostitbssna literatura, pelos quais as
micobactérias impedem a atividade dos farmacodrales mais conhecidos se pode destacar:
mutacdes no geni€atG (que impedem a transformacao da pro farmaco INHr&tabolito
ativo), mutacdo do gengoB (que codifica a cadeia beta da RNA polimeraseraatwo
insensivel ao farmaco RFP), mutacdes no gered (que codifica a enzima pirazinamidase e
impede a conversdo da PZA para a forma ativa) egdas no genembBque, apesar do
desenvolvimento lento, compromete a terapia comUWEB.dos mecanismos de resisténcia ao
EB ¢é a inducédo da bomba de efluxo a qual redueitoedas multiplas drogas de tratamento,
providenciando uma via alternativa para a ocoreém@ mutacdes (SRIVASTAVA et al.

2010).

Muitos séo os efeitos adversos associados ao ussgiema terapéutico de TB e a
partir do surgimento deles, a avaliagdo da pern@améou suspensdo do tratamento é
realizada. Segundo Arbex et al. (2010b), os fatoedmcionados as reacbes adversas aos
tuberculostéticos sédo variados, sendo relacionaddsse, horarios de administragdo dos
medicamentos, idade do paciente e seu estadoionéiicbem como a presenca de doencas
ou disfuncbes pré-existentes, tais como etilisnomprometimento da fungédo hepatica ou
renal e coinfeccédo pelo HIV. Segundo Singla e(2014), os efeitos adversos diminuem a
eficacia do tratamento, devido ao fato de contréani para a falha terapéutica, a nao

aderéncia, a resisténcia as drogas utilizadageadda.

Um grande contingente de pacientes possui umabiatede na resposta as drogas

anti-TB e a isso geralmente se afirma ser devido @ocessos farmacocinéticos, ja que
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grande parte dessa populacdo apresenta concestrpt@@maticas dos tuberculostaticos

abaixo dos valores de referéncia (TOSTMANN, eR@l3).

Ha variabilidade farmacocinética dos agentes usedoga a TB, descrita nas mais
diversas etnias e populacdes (WILKINS et al. 2006ILLERON et al. 2011; MAGDORF
et al, 2011; REQUENA-MENDEZ et al. 2012; SEGOVIAat 2013; TOSTMANN et al.
2013; ZVADA et al. 2014). A simples variabilidadarinacocinética de um unico farmaco
durante a administracdo do regime multidroga conBasta associada a resisténcia e a falha

terapéutica, segundo estudo de Egeland & PelogQit2).

A RFP sendo um potente indutor enziméatico, Chear®nd (2006) observaram o
aumento da toxicidade causada pela INH ao admanistn conjunto a RFP, devido a indug&o
das isoformas do sistema enzimatico CYP450, ass@stfo relacionadas a conversdo da

acetilhidrazina em compostos reativos e, conseguoaiite, hepatotoxicos.

Algumas variacdes e polimorfismos em enzimas ppaites do metabolismo de
drogas tem sido observadas e demonstram influeacancentracdo sistémica dos farmacos
antituberculose (SINGH et al., 2009). Diferencas oancentracées de INH interindividuos
tem sido associadas aos polimorfismos da enzima RASINGH et al., 2009), a qual € uma

importante enzima metabolizadora envolvida na Rad® metabolismo (Figura 3).

No estudo de Roy et al. (2008), os autores relafaena hepatotoxicidade induzida
pelo uso de INH sofre influéncia da acetilacdo p&Ad 2, da oxidacdo pelo citocromo P450
oxidase 2E1 e detoxificacdo pela glutationa-S-feaase (GST); ja que todas essas enzimas

pertencem a via metabdlica do farmaco (Figura 3).
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Figura 3: Metabolismo da isoniazida.
Fonte: Modificado de SOTSUKAt al 2011 e RAMACHANDRAN & SWAMINATHAN et al 2012.

3.5.1. A enzima Arilamina N-acetiltransferase 2 (NAT 2)

A enzima arilamina N-acetiltransferase 2 (NAT2) primcipal enzima responsavel
pela metabolizacdo da INH em substratos hepatat$xiocasionando casos graves de
hepatotoxicidade. A NAT2 metaboliza também prodgtaisnicos e substancias cancerigenas.
Essa enzima varia geneticamente nas populacéesharaaa presenca de polimorfismos tem
sido associada a toxicidade medicamentosa, bem eoeficacia de alguns medicamentos e

susceptibilidade cancerigena (TEIXEIRA, et al. 2010

Essa enzima € a principal responsavel pela indtivag metabolizacdo da INH,
codificada pelo gene NAT2. E uma enzima da Faselellconjugacdo que catalisa a
transferéncia do grupo acetil, a partir do cofétoetil-coenzima A (Acetil-CoA), ao terminal
nitrogenado do farmaco. Apoés acetilacédo, a aaetilgzida € hidrolizada por uma amidase a
acetil-hidrazina, a qual € oxidada em intermed&t@patotoxicos pela mono-oxigenase
CYP2EL. Uma pequena parcela de acetilhidrazinasaroitantemente, € novamente acetilada
pela NAT2 formando diacetil-hidrazina, um composém toxico em comparacao aos outros

intermediarios. A acetil-hidrazina € consideradaauhepatotoxina, porque sua ativacao
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metabolica pela enzima CYP2EL gera metabolitosatels e alquilantes altamente reativos.
Quando ocorre a ligacdo covalente desses ageipaitaates a macromoléculas no figado,
ocorre entdo a lesédo hepatica (KITA et al., 2000ANG et al., 2002; HUANG et al., 2003;

HUANG, 2007).

O controle genético da atividade da enzima NAT@adizada pelos alelos NAT2*4 e
*12 e os polimorfismos genéticos estdo associadalferencas interindividuais (AZUMA et
al. 2013, BRITO et al. 2005). O gene NAT2 é bastgmlimoérfico e esta localizado no
cromossomo 8p22 e tem 870 pares de base no éxditaaie. A presenca ou auséncia de
polimorfismos de nucleotideo Unico resultam emagiies na capacidade de acetilagcdo da

enzima (SINGH et al., 2009).

Segundo Ramachandran & Swaminathan (2012), os duwsacetiladores rapidos
possuem o alelo NAT2*4 que codifica a acao complatanzima e, portanto, para esses tipos
de pacientes a administracdo de INH deve ser redafi ou seja, diferente das doses
convencionais. Os individuos acetiladores interdrémi sdo os que possuem um alelo NAT2
ativo e um inativo, no caso, mutacdo em heteroeig@sla técnica molecular, os acetiladores
lentos na populacdo humana sdo os que possuemnosipgs NAT2*5A, NAT2*5B e
NAT2*6A e a esses individuos tem se descrito v@gagolasmaticas e um significante fator
de risco de susceptibilidade a hepatotoxicidadezia por farmacos antituberculose - HIF —

antiTB (CHO et al. 2007; DU et al. 2013; SHENG lef@14; SOTSUKA et al. 2011).

Segundo Possuelo (2008), uma combinacdo de SNBStabom distinto haplotipo
que é tratado como alelo do sistema e cada alats@ciado com um fendétipo de acetilagéo
dependendo de quais mutacdes contém. Nessa dagddi trés fendtipos sdo descritos: a
combinacdo da presenca de dois alelos mutantesedeffendtipo de acetilacdo lenta; um
alelo selvagem e um alelo mutante, acetilador nmeiario e dois alelos selvagens, o0s

acetiladores rapidos.
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Através de clonagem e expressao génica, Zang gR@D7) caracterizaram as
funcdes dos SNPs e seus haplétipos, sugerindoS$éds como redutores da atividade de
acetilacdo (G191A, T341C, G364A, A411T, G499A, GBRIE G857A); alguns
compartilham de mecanismos comuns para o fendiperdcéo em sitio catalitico, mudanca

de atividade substrato-dependente etc).

Tabela 1 — Alelos humanos mais frequentes de NATXeus respectivos fendétipos

Alelo SNP* Fenotipo
T341C G590A G857A A803C
NAT2*5 X LENTO
NAT2*6 X LENTO
NAT2*7 X LENTO
NAT2*12 X RAPIDO

Modificado de Possuelo (2008 SKP — polimorfismo de Unico nucleotideo

Na pesquisa de Sabbagh et al. (2011), sobre adcetyre a diversidade genética e
0s meétodos de subsisténcia em 128 populacbes doonws autores encontraram uma
prevaléncia do fendétipo de acetiladores lentosidiate 590A) em populacdes praticantes da
agricultura e pastoreio de 45,4% e 48,2%, respauinte. Acredita-se que a mudanca na
economia de subsisténcia na transicdo do perioolitioe modificou seletivamente a via de

acetilacdo da enzima NAT?2.

Em um estudo de reconstrucdo dos haplotipos de Nidf@n encontrados 33
haplotipos distintos sendo que oito ocorrem no row uma frequéncia maior que 1%; os
acetiladores rapidos com trés haplotipos (NAT B24%; NAT 2*12A: 2,1%, NAT 2*13A:

1,5%) e para acetiladores lentos com cinco hap$t{plAT 2*5B: 26,9%, NAT 2*6A: 24%,
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NAT 2*7B: 6,1%, NAT 2*5C: 2%, NAT 2*5A: 1,7%). A poentagem de acetiladores nos

trés fendtipos conhecidos € dependente da origecadTHIER, et al. 2003).

Nos relatos de Ben Mahmoud et al. (2012), os dpmétrelacionados a acetiladores
lentos e fator de risco para a hepatotoxicidadeizidd pela INH foram NAT2*5B/5B,
NAT2*6A/6A, 481T/T e 590A/A. Supbe-se que 0s mesnpmssam ser biomarcadores
excepcionais para predizer a hepatotoxicidade iddyzor drogas utilizadas no tratamento da
TB. Resultados semelhantes foram encontrados ndaede Ruiz et al. (2012), realizado nos
Estados Unidos, onde também observou-se que oigendAT2*6A/6A € o fenotipo de

acetiladores muito lentos.

Em um estudo do perfil genético entre individuosddas regides diferentes do
Brasil, foram detectados sete polimorfismos maiguentes em brasileiros do que em outras
populagdes: 191 G>A, 282 C>T, 341 T>C, 481 C>T, &¢A, 803 A>G E 857 G>A
(TEIXEIRA et al., (2009). A frequéncia dos alelas AT2 foram 33% para NAT2*5B, 26%
para NAT2*62 e 20% NAT2*4, demonstrando que a pagid brasileira nos grupos
estudados de alelos, predominantemente esta ads@ma gendtipos de acetilagdo lenta do

que aos genotipos de acetilagdo rapida e intermeedia

Ja o estudo de Talbot et al (2010), o qual compaésugrandes grupos étnicos no
Brasil (afro-brasileiros, amerindios e brancos)nstatou -se que para a mutagdo 481T

(rs1799929, a frequéncia alélica foi de 38,79% nos trés gsuge estudo.

As frequéncias encontradas para alguns alelos dé2N#&kcontrados nos estudos
brasileiros divergem com as encontradas em muib@silacdes de diversos paises, como
constatado na populacdo marroquina (n=163), asirgegufrequéncias para os alelos
NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7 e NAT2*14 de 53%, 25%, 2% &%, respectivamente

(GUAOUA et al. 2014).
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No estudo de Jung et al. (2015), houve uma previaléde 22,2% de baixas
concentracdes de INH na populacdo asiatica, senel@essas 64,7% foram em acetiladores
rapidos. No entanto, também ocorreram altas coraagigs em acetiladores lentos (cerca de
70%). Desta forma, verifica-se a influéncia da afsitidade genética nos niveis séricos de
INH. Resultado semelhante foi descrito por Singalet2009) em indianos, com distribuicdo

entre os fendtipos lento (55%), intermediario (32%apido (13%).

3.6. Farmacogendmica na tuberculose

O papel da farmacogendmica € identificar os poliismmios que influenciam na
cinética e consequentemente na eficacia ou toxieidi@ agentes terapéuticos e através dessa
informacdo, aplicar na pratica clinica para obterg melhoras no tratamento dos pacientes

(PANG, 2003; TOMALIK-SCHARTE et al., 2008).

Sabe-se que as diferencas individuais existem gesdcua maioria, responsaveis
pela resposta de cada individuo ao uso de medidcamelerca de 20 — 95% das variacdes na
farmacocinética de farmacos, conforme Ramachargli@waminathan (2012), sédo devido a
fatores genéticos, caso seja uma modificagdo (@otagu polimorfismos) nos seus
respectivos genes codificantes. “Polimorfismos ezinreas metabolizadoras podem afetar a
atividade enzimética e influenciar na conformacéomica das drogas e seus metabdlitos”

(SHENG et al. 2014), o que pode gerar uma predicios reacfes adversas hepaticas.

Ha mais de dez anos tratada como assunto prinogmlmesas de debate dos
farmacologistas, a farmacogendmica tem mostradonspartancia na terapéutica de muitas
doencas, tais como cancer, doencas cardiovasculdessrdem bipolar, depressdo, HIV,
asma, diabetes (KERB, 2006; RAMACHANDRAN & SWAMINATAN, 2012; BABALIK

et al., 2013; HUANG, 2014), inclusive a tuberculose
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Mcllleron et al. (2015) afirmam que em qualqueredpadrdo de medicamentos, a
variacao individual e efeitos toxicos podem serolmdos, tendo como fatores contribuintes:
idade, sexo, etnia, indice de massa corporal, @sfiathlogico, co-morbidades, dieta e

medicacdes co-prescritas.

O uso mais comum da farmacogendmica € na predigicefeitos adversos,
exposicao ao farmaco abaixo do ideal e/ou per@icicia; podendo assim, seu uso impactar
a escolha de drogas, de regimes terapéuticos @gaturda terapia individual ou em uma

populacdo (MCILLERON et al. 2015)

No estudo de Matsumoto et al. (2014), os autoresdstraram que para a infec¢ao
latente da TB, a terapia baseada na farmacogenganatipagem para NAT2) é mais eficaz

e segura do que a terapia padrao.

No estudo randomizado realizado por Azuma et 8l13p, os resultados relatam a
eficacia do regime terapéutico baseado no gend@gpdlAT2 testado por eles. O perfil de
acetilacdo da isoniazida tem importante implicagg@eapéutica nos individuos com
comorbidades, infectados com HIV e pacientes cof@éndég& renal crbnica, segundo
Ramachandran e Swaminathan (2012). Cerca de 78%aakidadores lentos em regime
padrdo sofreram danos hepaticos, enquanto nenhsnmackiiladores lentos tratados com
reajuste de dose, a partir da caracterizacdo ganétifreram lesdo hepética. Em relacdo aos
acetiladores répidos, foi observada uma baixa émdih da falha terapéutica nos pacientes

sob intervencao farmacogendmica (cerca de 20% ashen

As drogas alternativas, por se tratarem de agenges agressores em termos de
toxicidade e eficacia, ndo seriam uma boa opcaculestituicAo para os pacientes que
apresentam resposta ineficaz ao tratamento. A fargemomica implica na eficacia

terapéutica e minimiza a ocorréncia de efeitos g por conseguinte, minimiza 0s riscos
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de abandono do tratamento por se basear nas castacds genéticas (genotipo e fendétipo) do
usuario/paciente. A inclusdo do teste farmacogec@ma triagem clinica poderia ser uma
saida para observar a heterogeneidade da poputagssim indicar o melhor manejo

terapéutico e obter o sucesso do tratamento.

3.7.Controle terapéutico

Existe um certo numero de pacientes que falham esposta ao tratamento
convencional, segundo Magis-Escurra et al. (20823as falhas propiciam a recaida ou até
mesmo o0 desenvolvimento de resisténcia. Muitoscsaatores de risco que resultam na

resposta inadequada ao tratamento da TB.

O controle terapéutico trata do monitoramento dascentracdes plasmaticas de
farmacos com a “finalidade de ajuste de dose eiohghlizacdo da terapia farmacoldgica para
determinado paciente” (SANTOS, 2012). Essa indizidacéo terapéutica de doses é guiada
pelas concentracdes plasmaticas e pode auxilipeidedcoamento da resposta ao tratamento,

de acordo com Magis-Escurra et al. (2012).

A utilizacdo dos dados resultantes das concentsapiEsmaticas se baseia no
conceito da homogeneidade cinética, quando a resgasmacoldgica esta intimamente
ligada a concentracdo do farmaco no sitio receptorariabilidade na resposta de pacientes
deve-se a influéncia de fatores farmacocinétiasndcodinamicos, interacdo de farmacos e
genéticos também, como observou-se nos itens “Safide da terapéutica da Tuberculose” e

“Farmacogendmica na Tuberculose”.

A concentragcdo dos farmacos pode variar tambémddew fatores soécio
demograficos, como constatados pelos estudos detltn, (2007), Barroso et al., (2009) e

Requena-Méndez et al., (2012). O estudo de Um. é2@0D7) encontrou associacao entre a
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concentracdo da INH com o sexo masculino (P=0,02@&pncentracdo sérica de albumina
(P=0,006) e a dose ajudada pelo peso (P=0,005)psenconcentracdes da PZA associaram-
se ao sexo e a dose por peso, as concentracods tileeEam associacao significativa com a

idade, dose por peso e o clearence da creatiranas toncentracbes da RFP nao tiveram

associacao significativa com nenhum dos fatorei® stemograficos supracitados.

No estudo de Requena-Méndez (2012), a concentragiiona sérica de RFP em 2
horas teve associacdo com o sexo feminino (P<0)@pppulacéo peruana. Ja no artigo de
Barroso et al. (2009), em individuos com tuberauldoga suscetivel houve associacao entre

a concentracdo de INH com o IMC, tabagismo, etdigntoncentracdo sérica de albumina.

A cinética dos farmacos determina a concentracasn@tica destes alcancada para
um periodo de tempo e apdés a administragcdo desvdoages, as concentracdes destes
farmacos entrardo em equilibrio estacionério eesponderdo a concentragdo do farmaco no

receptor (OGA et al. 2014).

O status de equilibrio estacionario compreenddeanvalo de 5-6 meias-vidas para a
coleta de sangue dos pacientes que serdo submatidositorizacdo terapéutica. Na pratica,
de acordo com Magis-Escurra et al. (2012), as aa®gtara a realizacdo de analises
farmacocinéticas sdo coletadas com no minimo 2 rs@snale tratamento, quando as
concentracdes plasméticas das drogas antitubeecdgprimeira linha estdo no estado de

equilibrio.

Segundo Alsuntan & Peloquin (2014), a monitoriza¢@rapéutica proporciona
observar as concentracdes plasmaticas, antes destea passarem por falha, abandono ou
eventos de intoxicacdo, sendo uma excelente femtanpara o manejo dos casos clinicos

complexos.
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No estudo de coorte de Heysell et al. (2010), domdividuos que tiveram resposta
lenta ao tratamento de duas semanas, 22 foram oremiois para rifampicina e apos a
realizacdo do ajuste de dose em 18 deles, todammtivaumento da concentracdo de RFP em
comparagao a concentracado anterior sem ajustentdate, 89% destes realmente obtiveram

concentracdes plasmaticas dentro da faixa terapéuti

Dos 39 individuos que foram monitorados para a IN#9% tiveram baixas
concentracdes plasmaticas e ap0s 0 ajuste de doseawrze pacientes, doze deles
aumentaram as concentracfes plasmaticas, entresam@nte 29% destes tinham as

concentracdes dentro do intervalo terapéutico adper

Heysell et al. (2010) ainda afirmam que os nivaeisRFP abaixo do intervalo
esperado foram mais propensos a correcdo atravaéjsiste de dose do que os niveis de INH
diariamente doseados abaixo da faixa terapéutiesséNestudo ndo foram constatados baixos

niveis séricos de EB e PZN.

O estabelecimento da monitorizagédo regular doeptes com genotipos, haplétipos
e caracteristicas fenotipicas que possam influenta variancia das concentragfes dos
farmacos, bem como, na eficacia do tratamento kigdo para cura, ajudara na prevencao da
morbidade e mortalidade causada pelos efeitos smlvetas drogas utilizadas na terapia

contra a TB, segundo Singla et al. (2014).
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4. METODOS

4.1. Desenho do estudo

Estudo descritivo — analitico observacional deectreinsversal.

4.2.Local de estudo

O estudo foi realizado na Policlinica Cardoso Fantentro de referéncia estadual
para o controle da doenca, sendo uma das unidadegeiléncia no diagndstico de pacientes
acometidos por TB na cidade de Manaus.

Dos pacientes que procuraram o centro ou foramn@nbados dos servigos de
triagem e ao marcar a consulta para avaliagdo méfticsolicitado o exame de pesquisa de
BAAR por PCR em tempo real, além do exame de RaidX receberem o diagndstico
médico positivo para TB, os pacientes foram enchatas para o acompanhamento da
enfermagem (Aprazamento), o qual orientava em delag doenga e o tratamento a ser
utilizado, bem como preenchia a guia de encaminhtomgara a Unidade Basica de Saude
(UBS) mais proxima de cada paciente.

Desde 2003, as acdes de controle da TB foram eidzmng@ara a rede basica de
saude de Manaus e nelas sdo realizadas o acompartbamensal e retirada da medicagéo
contra TB em uso. Os casos diagnosticados e ramdi pelas unidades de referéncia
(Policlinica Cardoso Fontes, Fundagcdo de Medicir@pi€al do Amazonas e Ambulatério
Araljo Lima) passaram a ser encaminhados parancodéide do tratamento nas UBS e

encerrados por transferéncia nas unidades de ofi&RREIRO et al., 2009).
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4.3.Populacao de estudo

Amostragem

A amostra foi composta pelos pacientes com TB poémo admitidos
consecutivamente na Policlinica Cardoso Fontesmeses de fevereiro de 2015 a marco de

2016.

De forma a representar a populacao estudada, emktanzanostral foi calculado com
o auxilio do programa Microsoft Excel, com base vagiancia populacional obtida em
estudos anteriores. O numero de pacientes diagades com BAAR positivo na unidade de
saude durante o periodo de janeiro a dezembro & 20 utilizado como referéncia para o
calculo do tamanho amostral (n = 1088). O erronexid e o intervalo de confianca

estabelecidos para os calculos foram 5% e 95%gctgpmente.

Considerando a prevaléncia de pacientes com baixes de farmacos empregados
no tratamento padrdo de 23,5% em um estudo sentelidv et al., 2007), a amostra

calculada neste estudo foi de 221 pacientes.

4.4 . Critérios de inclusao

Pacientes diagnosticados com TB pulmonar pela pgaselo DNA bacteriano
detectada por PCR em tempo real, classificados @avos novos, maiores de 18 anos, que
utilizaram corretamente os medicamentos antitulb@sos do Esquema Basico de Tratamento
por, pelo menos, duas semanas antes da coletamiestras e que aceitaram participar do

estudo de forma voluntaria.



45

4.5. Critérios de exclusdo

Pacientes diagnosticados com doencas gastroiraissgéncom disfuncéo renal e/ou
hepatica, pacientes com doencas mentais ou disfuroginitiva que nao tenham
possibilidade de responder o questionario e paseqte ndo atenderam a tomada de dose

por, pelo menos, duas semanas.

4.6. Coleta dos dados dos pacientes

As informacdes sociodemogréficas dos pacientesnfaiatidas por uma entrevista,
bem como, dos prontuéarios disponiveis na unidadeadde, e foram avaliadas por meio do
CCEB, Critério de Classificacdo Econdmica BrasiBEP, 2013). Neste sentido, foram
avaliadas caracteristicas domiciliares (presengaa@tidade de alguns itens domiciliares de
conforto e grau de escolaridade do chefe de fanphaa diferenciar a populagéo, ou seja,

realizar uma segmentacao econdémica.

O CCEB atribui pontos em funcdo de cada caradt&xidbmiciliar e realiza a soma
destes pontos. E feita entdo uma correspondéntia fmixas de pontuacido do critério e

extratos de classificagdo econdmica definidos dorA®, B1, B2, C1,C2,D e E.

Na abordagem foram esclarecidos o motivo e as ¢oeslida pesquisa e além da
obtencéo da assinatura do termo de consentimentodiesclarecido pelo paciente. Os dados
foram dispostos em um formulario especialmente rdedeido para esta coleta de
informacdes. O instrumento de coleta de dados eddboconsistiu em um questionario
estruturado que aborda os dados socio demograéceoinicos, o qual foi preenchido

exclusivamente pelo pesquisador (APENDICE 1).
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Posteriormente, as informacdes coletadas foramladds em uma planilha do
programa Microsoft Excel, apdés o processo de dughlacagem para a garantia da

confiabilidade dos resultados.

Os pacientes foram abordados em dois momentosardondesultado do diagnostico
(1° dia) e no retorno para coleta da amostra dgueafi5° dia - duas horas apos a ingestao do
medicamento), onde foram questionados quanto aala$aFC nas ultimas semanas, sendo
solicitada a entrega do cartdo de acompanhamemtmdaterapéutico (APENDICE 3) e/ou
da embalagem vazia do medicamento. O diagnostisitiyip para TB foi realizado na
policlinica através da deteccdo molecular rapidan@sXpert), uma reacdo em cadeia de

polimerase (PCR) tendo como amostra o escarro.

A coleta ocorreu de acordo com o Protocolo de Moziacdo Terapéutica
(APENDICE 1) formulado pela equipe e a amostra sareg foi encaminhada para o
Hospital Universitario Getulio Vargas (HUGV) e acbllade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas, onde as andiigegiimicas além de separacdo e
congelamento para futura extracdo de DNA (de acooto o protocolo do fabricante do kit

(QIAGEN) e as analises moleculares foram realizéBiagira 5).

Para obtencdo dos resultados bioquimicos foi atlbzo analisador automético
multiparamétrico de bioquimica (Cobas - Roche®galzado no Laboratorio de Analises

Clinicas do Hospital Universitario Getulio Vargas.
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Figura 4: Fluxograma de coleta das amostras empoeya estudo.
Fonte: O Autor.

PCF — Policlinica Cardoso Fontes

TCLE — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Os resultados das andlises foram organizados erfoumulario padronizado com
dados clinico-laboratoriais, genéticos e sécio dgafaos de preenchimento do pesquisador
(APENDICE 2) e também sofreu o processo de dupdgadem para tabulacdo em planilha

do programa Microsoft Excel.

Analise UPLC/MS - MS
Cromatografica
- Aminotransferases
- . P Albumina
Andlise Bioquimic o N
Amostra Bilirrubina e suas fracdes
\ Hemoglobina Glicada

. NAT2*12, NAT2*5, NAT*6 e
Analise Molecular NAT2%7

Figura 5: Fluxograma de andlise das amostras emgoeagp estudo.
Fonte: O Autor.
UPLC — MS/MS - Cromatografia liquida de ultra éfintia acoplada ao espectrdmetro de massas em tandem
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4.7.Determinacéo das concentracdes séricas dos farmacws amostras dos

pacientes

A andlise das amostras de soro dos pacientes daiagfa através de um método
previamente validado para garantir a confiabiliddde resultados obtidos. E, neste caso, a
cromatografia liquida de alta eficiéncia (a qualestudos sobre TB nos mais diversos paises,
€ amplamente utilizada) acoplada a espectromedriaassas foi empregada. A técnica requer
menor processamento das amostras, possibilitandlisende diversas amostras clinicas
(SONG et al., 2007; ZHOU et al., 2013), experimeaxdremamente eficiente em relacdo aos
ensaios realizados em outras pesquisas (MCILLER#MN). 2006, BURHAN et al., 2013;
ZHOU et al., 2010). Os niveis terapéuticos considies adequados para cada farmaco esta

descrito na tabela 2 a seguir, baseada em Pel@{102).

Tabela 2 — Faixa terapéutica dos farmacos utilizadono tratamento da tuberculose
segundo Peloquin (2002)

Farmacos Dose Cmax*
Rifampicina 600 mg/diaria 8-24 pg/mL

Isoniazida 300 mg/diaria 3-6 pg/mL
Pirazinamida 1600 mg/diaria 20-65 pg/mL

Etambutol 1100 mg/diaria 1-6 pg/mL

*Cmax — Concentragdo maxima

O método é baseado em cromatografia liquida de edlt@éncia acoplado ao
espectrofotometro de massas (SONG et al.,, 2007)entanto, com algumas alteracdes
realizadas para a utilizacdo da Cromatrografia idajude Ultra eficiéncia (UPLC). Um
método extremamente eficaz e preciso, que injetaimmé volumes do analito sem

comprometer nos resultados (BAIETTO et al.,, 2015)oe realizado no LADETEC
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(Laboratdrio de Apoio ao Desenvolvimento Tecnolopida Universidade Federal do Rio de

Janeiro.

Solugdes estoque foram preparadas contendo 10nmdgnohda farmaco (INH, PZA,
EB) contendo metanol/agua 1:1, e a RFP foi prepaeed00% metanol, as quais foram
armazenadas em Q0. Solugbes dos analitos INH, EB, PZA e RFP foramlwnadas e
diluidas em 50% de metanol para a producdo dosbeadie trabalho, bem como, uma
solugcdo combinada dos dois padrdes internos rifedbet acido 6-aminonicotinico foi diluida

em 100% metanol na concentragdo de 1mg/mL.

As curvas de calibra¢do foram construidas comcsgisentracdes diferentes de cada
padrdo para verificacdo da linearidade (INH e EB,B, 1, 2, 4 e &@/mL; RFP e PZA 0, 5,
10, 20, 40 e 8@y/mL) e assim, garantir a eficiéncia e reprodutbille das andlises.
Amostras controle foram utilizadas nas concentsdémxas (INH e EB: y/mL, RFP:
5ug/mL e PZA: 2@g/mL) e altas (INH e EB: &/mL, RFP: 2Qg/mL e PZA: 8@g/mL),

preparadas por contaminacéo de solucdes estogorale

A preparagao das amostras foi dada p@il5@e soro colocado num tubo contendo
50uL de 50% metanol e L dos padrbes internos. Para a calibracapl Siquotados de
cada padrao foram colocados em tubos contengdb 88 soro branco e HQ de padrdes
internos, agitados em voértex por 1 min e centrifiagapor 2 minutos em uma rotagdo de
16100g. Os sobrenadantes foram transferidos phos ttontendo 50 de metanol a 100%,
centrifugados por 7 minutos em 161009 e entdd @® sobrenadante transferido para inserts

e vials do sistema de CLAE — MS/MS.

As amostras foram analisadas utilizando uma colienhidrosfera C18, uma coluna
octadecilssilano (C18), da marca Agilent Zorbax@LBHEclipse XDBC18 (2,1mm x 50mm

x 3,5mm), onde um volume de 10uL, de cada amokirdnjetado nessa coluna de fase
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reversa e a separacao cromatografica aconteceamzetatura controlada de 30°C em 6
minutos. As injecbes somente ocorreram apdés o cimdimento da coluna com a fase

movel.

A fase movel foi composta dos reagentes metanojua &om o aditivo acido
formico a 0,3%. A fase movel teve um gradienteOc % de acido férmico e metanol e
0,33% de acido férmico e 4gua. Gradiente este dB60v na razdo de fluxo de 300min
por 1,8 minutos, seguido de 80:20 v/v na razdolwe f30QuL/min por 0,2 minutos, logo
depois fluxo de 95:5 v/v na razao de fluxo go@nin por 1,3 minutos, retornando em seguida

a primeira vazédo e mesmo fluxo até completar 6 togu

O espectrometro de massas foi operado na voltaggitac de 3,5 kV, voltagem
cbnica 15 — 28 V, energia de colisdo 10 — 19 e¥meddendo do analito, a faixa de colisdo

do gas foi estabelecida, conforme Tabela 3 abaixo.

Tabela 3 — Condi¢cdes de espectrometria de massas ¢mmdem e faixas de

colisdo do gas de cada analito empregadas nas asé$

Analitos Voltagem cbnica Energia de Faixa de
(V) colisédo transicdo MRM
(eV) (m/2)
Isoniazida 24 13 138—» 121
Rifampicina 28 18 8231» 791.2
Etambutol 23 14 205—» 116
Pirazinamida 28 15 124y 81
Acido 6-aminonicotinico 28 19 139—» 93
Rifabutina 28 18 8474» 815

Modificado de Song et al. (2007)
MRM — multiple reaction monitoring
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Os equipamentos utilizados foram UHPLC focused+imaite 3000 (Thermo
Scientific®) e TSQ Quantiva massas (Thermo Scie)f com o sistema de integracdo de

dados Dionex Ultimate 3000, também da empresa Th&erentific®-Apllied Biosystems®.

Os calculos das concentracdes plasmaticas foralimasas através das areas dos
cromatogramas obtidos de cada amostra e seus tieepepadrdes internos, utilizando a

curva analitica para cada farmaco (Figura 6).
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Figura 6: Cromatogramas representativos das asdbsdizadas.

4.8. Analises moleculares

O DNA gendmico foi isolado de leucdcitos a pargraDOul de sangue, utilizando-
se 0 metodo direto QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen®rdorme protocolo do fabricante. O

DNA foi armazenado a -20 °C até o momento das seslli
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Os polimorfismos para NAT2 (*5, *6, *7 e *12) foraanalisados pela técnica de
PCR em tempo Real com as sondas (rs1799929, rs379e81799930 e rs1041983) para
cada polimorfismo customizado junto a empresa A&gplBiosystems (MULLIS &
FALOONA, 1987; SAIKI et al., 1988; PAN et al., 2QG8IRATSUKA M, 2002; HAMDY et

al., 2003).

O gPCR em Tempo Real foi realizado no LaboratéeoGinémica da Fundacéo
Hospitalar de Hematologia e Hemoterapia do Amaz¢H&VIOAM) utilizando o aparelho

StepOnePlus™ Real-Time PCR System da Apllied Bitesys (Thermo Fisher Scientific®).

4.9. Analise estatistica dos dados

Os resultados séao apresentados de maneira deseatitavés da utilizacdo de tabelas
e graficos. Aplicou-se andlise univariada para gt da amostra, para variaveis continuas
foram avaliadas medidas de tendéncia central esectivas medidas de dispersdo e para

variaveis categoricas foram apresentadas porcerstage

As variaveis foram comparadas entre 0s pacientes miveis sericos baixos e
normais usando o testale Student para variaveis continuas, teste doupdrado?) para
variaveis categoricas, além da analise multivaripoiaregresséo logistica para avaliar os

fatores de risco para os niveis terapéuticos dasaf@os anti-TB.

Os resultados foram testados quanto a normalidadiependendo do resultado,
testes paramétricos ou ndo paramétricos foram agjolsc para comparacdo. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando os progeaestatisticos STATA (StataCorp LP, TX,

USA) adotando como nivel de significancia de 5% (p05).
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4.10. Aspectos éticos

A pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica engitea com Seres Humanos da
Universidade Federal do Amazonas (CEP - UFAM) paionmdo Parecer n. 692.725
(ANEXO 1) e foi desenvolvida em conformidade cas determinacdes do Conselho

Nacional de Saude.

As coletas de dados e de amostras biologicas senferam realizadas apos
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Estlio (TCLE) (APENDICE 4), através
do qual se assegura o sigilo das informacdes, arabaie direito a desisténcia da participacao

no estudo a qualquer momento.



54

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A coleta de dados e amostras foram realizadas riodoede fevereiro de 2015 a
marco de 2016, na Policlinica Cardoso Fontes. Dogenoitenta entrevistas foram realizadas
acerca dos dados socio demograficos e laborataltasipacientes. Desse total, 226 pessoas
retornaram a Policlinica para coleta de amostraashgue, gerando uma taxa de 80,7% de
adesdo dos pacientes a pesquisa. Diversos fatome abandono do tratamento, Obito,
agravamento do estado de saulde, transferénciaoptrea cidade, desinteresse pelo estudo,
entre outros, podem ter contribuido para o naorretalestes pacientes. E nesse cenario,
apenas 222 pacientes permaneceram no estudo,yadie gacientes foram excluidos: um por
ter participacdo duplicada na pesquisa, dois jpoatde amostras de soro e um por ser menor

de idade.

5.1 Caracterizacao socio-demogréfica e laboratorial
Sabe-se que 0s aspectos sociais como a desiguasdémiee e a pobreza tém sido
fontes de manutencdo e disseminacdo da TB, sension,aglguns aspectos socio-

demograficos foram inferidos para melhor caracéerzpopulacdo em estudo.

No estudo realizado por Young et al. (2014), osrastidentificaram que os fatores
socioecondmicos estdo relacionados ao estado Tdgigés mesmos analisaram a transicao
de TB latente para TB pulmonar (estudo de coolMeste caso, 0s autores encontraram

significancia estatistica na analise associadai@ale civil, ao diabetes e ao tabagismo.

Nesse estudo, maior frequéncia de casos novos deiTd®nstatada, nesse estudo,
entre o sexo masculino (cerca de 60%) e com idazbamde 39 anos (conforme Tabela 4).
Na analise sobre a variavel sexo, muitos estudatane a predominancia do sexo masculino

em pacientes sob tratamento da TB (SINGH et a092B8ZUMA et al. 2013, JUNG et al.,
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2015). Segundo o Ministério da Saude (BRASIL, 20Dk) homens, provavelmente, estao
mais expostos a bactéria devido a situacdes dg Bemo o uso de tabaco e alcool, além dos
mesmos procurarem com menos frequéncia os serdeasude, afastando o diagndstico
precoce da doenca. O resultado encontrado tambdensgo explicado pelo fato das mulheres
utilizarem com maior frequéncia os servicos de sagdrem mais perceptivas quanto aos
sintomas das doencas e terem menos resisténcitilinacéo de medicamentos do que o0s

homens (MENDOZA-SASSI & BERIA, 2001; LOYOLA et &005).

Ao analisar a faixa etaria (Tabela 4), confirmasspredominio da doenca na fase
jovem (em torno dos 29 anos), como demonstradsiuale de Ruffino-Netto (2002), o qual
constata que os pacientes mais atingidos sédo aduoiltens, na fase mais produtiva de suas
vidas. Dado que gera um impacto socioecondmicofamilias dos pacientes, ja que 0s

mesmos por um certo periodo se ausentam do emma@gpyometendo a renda familiar.

Quanto a racga, constata-se a predominancia dapeada (73%), o que se deve a
miscigenacado racial propria da regido, e sobre taralmlade, aproximadamente 88% da
populacdo estudada é natural do Amazonas, j4 gestunlo foi conduzido na capital do

Estado (Tabela 4).

Em relacdo ao estado civil, 54% da populacdo edtu@daito declarou-se como
solteira, dado que se assemelha ao encontradopodapao mexicana, os quais afirmam que
o estado civil € uma variavel preditora da doefiga gulmonar), ja que individuos com TB
sdo menos casados ou em unido estavel do que teac@m TB latente (YOUNG et al.,

2014).

Em relacdo a classe econdmica, o0 maior numero sies gieste estudo foi entre as
classes Cl1 e C2 (n=129), somando 58,1% da populesimlada, caracterizando uma

populacdo de relativo poder aquisitivo (classe mdidixa). Segundo estudo recente com
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pacientes diagnosticados com TB e atendidos enadesdda atencdo basica na cidade de
Manaus, foi observada a prevaléncia das classe® 48,8 % e 38,1 %, respectivamente
(BRAGA et al., 2012). Observou-se uma maior difeeeentre as classificacdes econdmicas
da rede de assisténcia basica, 0s quais em sudars#io de classes mais baixas e, no caso do

presente estudo, a maioria dos pacientes sdosiedla conforme demonstrado na Tabela 4.

Tabela 4: Perfil dos pacientes do estudo

n %
Sexo
Masculino 133 59,9
Idade Média (18-87 anos) 39 +16,4 -
Peso médio (29-130Kg) 59,09 + 12,2 -
indice de massa corporal (Kg/m) 21,85+ 4,24 -
Cor da pele
Pardo 162 73,0
Naturalidade
Amazonas 195 87,8
Estado civil
Solteiro 120 54,1
Classe Econémica (ABEP)
C1 54 24,32
c2 75 33,78
Fumo 21 9,5
Alcool 77 34,7
Drogas 51 23,0
Diabetes 41 18,5
N=222

ABEP — Associacao Brasileira de Empresas de Pesquisa
TB — Tuberculose

As associagdes entre variaveis socioecondmicadroodéncias de casos de TB séo
bons indicadores da estratificacdo social e, poseguinte, sdo preditivas das condi¢Ges de
saude de uma populagéo, segundo Pedruzzi e V§Bai2). Os autores revelam também que

o padrao de risco € pior para individuos pertemseatgrupos sociais menos favorecidos.
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A hepatotoxicidade € o efeito adverso mais comum pagientes que recebem
tratamento antituberculose, levando a um abandonasd de 11% em pacientes que fazem
uso da combinacdo de INH, RFP e PZN, segundo Sahabal. (1996). Aithal et al. (2011)
afirmam que, em aproximadamente 2% dos paciensadt’s com regimes terapéuticos
incluindo INH, h& aumento consideravel das amimsfierases, o que configura a
hepatotoxicidade e a LHIF — antiTB, frequentemeagsociada a sintomas com ictericia e

nauseas.

Com relacdo aos dados laboratoriais, foram testpaodmetros bioquimicos de
avaliacdo da funcédo hepéatica por se tratar de ammaatoterapia hepatotoxica. A analise da
funcdo hepdtica foi realizada usando-se a avalidgaowalores de transaminases AST e ALT
e bilirrubina total, pois estes dados permitem tifiear o surgimento de hepatotoxicidade
induzida por medicamentos (AGUAYO & RODRIGUEZ, 20890TSUKA et al, 2011 e
LIMA & MELO, 2012). Neste estudo, a hepatotoxicidaél confirmada laboratorialmente

como a presenca de um ou mais parametros anoxeaise AST, ALT e bilirrubina total.

Dos critérios para a classificacdo de hepatotoadsg considerou-se a elevacdo de
até duas vezes o limite superior de referénciavdttges de AST e/ou ALT, como paciente
normal (AGUAYO & RODRIGUEZ, 2011; SOTSUKA et al, 2D e LIMA & MELO, 2012).

As concentracbes de AST ou ALT maior que trés vezdisnite normal superior com o
aumento de duas vezes o limite normal superior itigubina total, classifica-se como
hepatotoxicidade, bem como a elevacdo de cincosvegevalores do limite de referéncia
superior de AST ou ALT, considerou-se hepatotoridad Além disso, em todos niveis de
classificagdo nédo foram considerados o0 surgimestcsidais e sintomas associados, tais

como: nauseas, vomitos, febre, dor de cabecaréciate

No presente estudo, foram encontrados os valordsospara AST de 27,58 U/I (8-

212 U/l £ 26,46), para ALT de 26,64 U/l (3-192 W/I27,51), para albumina de 3,96 g/dL
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(2,38-4,38 g/dL + 0,4456), para bilirrubina total @,434 mg/dL (0,09-12 mg/dL + 0,800) e
para hemoglobina glicada de 6,33% (0-18,7% + 2,88nhdo que pelos critérios abordados,
somente em sete individuos (3,15% da populacaaadh) foram observados parametros
bioquimicos alterados para hepatotoxicidade. FEantef ndo foi verificada a
hepatotoxicidade prévia, ou seja, anterior aoandld tratamento, para assim sugerir que essa

reacao esta diretamente relacionada ao tratamemtdacmacos anti-TB.

Segundo Saukkonnen et al. (2006), as drogas ansélBoderdo ser suspensas, ou
modificadas para tratamento alternativo, se a eevde ALT para alguns individuos estiver
trés vezes o limite superior na presenca de sirgdhgpatite e/ou ictericia) ou cinco vezes o
limite superior sem sintomas. Como nado foram rdtadasinais e sintomas por nenhum dos
222 pacientes entrevistados, somente foram comasiderpacientes com HIF-antiTB sete
individuos, os quais foram sugeridos uma nova ayati médica para verificacdo dos

sintomas de hepatotoxicidade e/ou leséo hepatica.

5.2 Determinagédo das concentragfes séricas dos fatos
As concentragfes séricas foram determinadas paiecééde cromatografia liquida
de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria desasaem tandem. A combinagdo da
capacidade de separacdo da cromatografia perngteaqupostos “puros” sejam introduzidos
no espectrometro de massas e, com a capacidaddedgfitacgdo do mesmo, muitos
compostos com 0 mesmo tempo de retengdo séo diades pelo espectro de massa

(ARDREY, 2006).

Nesse levantamento, os niveis plasmaticos dos aradittos foram dicotomizados

em normal se estivessem dentro ou acima dos moeeisais e subterapéutico se estivessem
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abaixo do nivel estipulado como normal, conformadesrecentemente publicado por Park et

al. (2016).

No presente estudo, aproximadamente 40,9% dos npesi@presentaram niveis
séricos reduzidos para um dos farmacos testadds, (RFP, EB e PZN). Dado semelhante
foi encontrado na populacao sul coreana no estaddnd et al. (2007), com a prevaléncia de

baixas concentracdes em 69 pacientes sob tratarfioeiok® 46,4% (concentracdo pos dose de

2 horas).
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Figura 7: Distribui¢cdo das concentragdes séricafatmacos INH, EB, PZN e RFP encontradas nos
pacientes estudados. Fonte: GraphPad Prism 6.

Conforme demonstrado na figura 7, as amostrassadals, em sua maioria, se
encontravam dentro ou abaixo da faixa terapéuttgpudada em 2002 por Peloquin,
conforme descrito na Tabela 2 (pag.49). Observotasebém, uma pequena parcela
pertencente a concentracao sérica elevada, not@ntan presente estudo, essa minoria foi

englobada na faixa de concentragcédo consideradaahorm
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As altas prevaléncias de niveis séricos subter@p8uencontradas no presente
estudo possuem proximidade as pesquisas realinadBsasil e também nos mais diversos
paises, apesar de o presente levantamento teraddimitacdes quanto a observar a questao
da absorcéao tardia, utilizando maior nimero detaslpds — dose, e/ou verificar a presenca
de resisténcia bacteriana aos farmacos; fatorespgderiam contribuir para a elucidacéo

dessas altas prevaléncias de baixos niveis terepgut

Com relacéo aos farmacos INH e RFP, os niveis @lasos foram subterapéuticos
em 60,8% e 58,6%, respectivamente, na populacdmast (Figura 8). As médias das
concentracdes foram para INH 3,08 pg/mL (0,01464 4,g/mL + 2,77) e RFP 7,40 pg/mL

(0,006-31,11 pg/mL + 5,98).

Os resultados encontrados foram semelhantes adoestalizado nos Estados
Unidos, o qual incluiu 42 pacientes com respostatat para tratamento e demostrou que
50% a 60% dos pacientes tinham baixas concentrad®dslH e RMP (HEYSELL et al,
2010). Outro estudo, realizado no Canada, mosttmuas niveis séricos de INH e RMP
foram baixos em 76,6% e 68,4% dos pacientes, regpeente (VAN TONGEREN et al,

2013).

Nos achados de Jung et al (2015), na populacaoose#na, 47,7% dos pacientes se
encontraram fora dos limites terapéuticos para INektes 22,2% (n=34) tiveram baixas
concentracdes e 25,5%, altas concentracdes paesmarfarmaco. Frequéncias altas também
foram verificadas na populagdo sul coreana em undesda Universidade Nacional de

Seoul, em que 59,9% da populagéo tiveram baixaseotracoes de INH (PARK, et al 2016).

Peloquin (2002) afirma que para muitas drogas asamooletada apos 2h da dltima
tomada pode ser coletada para estimar a concenmtnag@ma (pico plasmatico). No entanto,

a variabilidade na absorcdo oral faz com que uncolponto de tempo coletado possa
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influenciar na quantificacdo da concentracéo de mal de alguns farmacos. O autor afirma
também que uma segunda coleta apos 6h da ultimadtimpermite mensurar sobre taxa e
integridade da absorcdo. Portanto, caso ambosegal@h e 6h) estiverem abaixo dos

intervalos esperados, uma méa absorcéo pode sémcadé.

A absorcdo dos farmacos de primeira escolha cdrBr& melhor observada pela
medida da area sob a curva do que a medida dantcag® em 2 horas pos-dose, como
também descrito pelos estudos de Akkerman et @L4)2e Sturkenboom et al. (2015). No
entanto, no presente estudo, devido a questdesrgmte logistica, 0 monitoramento atraves
de duas ou mais coletas nao foi possivel, podessilmase ter uma lacuna para elucidacao

das baixas concentracdes desses farmacos.

Quantos aos farmacos EB e PZN, os niveis plasnsatios pacientes se mostraram
dentro dos niveis normais, 83,3% e 72,5%, resmauwnte (Figura 7), tendo como médias
para EB 2,73 pg/mL (0,036-18,79 pg/mL £ 2,10) e PEN52 pg/mL (0-157,50 pg/mL £
34,68). No estudo de Tostmann et al. (2013) nenthosrpacientes tiveram Cmax abaixo dos
niveis de referéncia para os farmacos EB e PZNyanqg que as prevaléncias das baixas
concentracdes para estes farmacos em varias popslaariam de 12,8 — 32% e 4,5-30%,
respectivamente. (UM et al, 2007; BABALIK, et aQ1; BABALIK et al. 2013 e PARK et

al. 2016).

A absor¢cdo do EB é descrita ser de primeira ordanalisorcdo de ordem zero,
provavelmente devido a ligacdo ou quelacdo no grastrointestinal, o qual pode passar por
processos de absor¢do consecutivos e assim contpraanmedicdo da concentragdo sérica
real quando se tem somente um ponto de coleta (REILR et al. 1999 e ZHU et al. 2004).
Em um estudo realizado na populacdo sul-africasagutores descreveram dois grupos de

individuos quanto a velocidade de absorgéo do @n@s de absorcdo rapida: concentracao
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maxima atingida em 2 horas, e os de absorcéo lemtaentracdo maxima obtida entre 3 a 4

horas (JONSSON et al., 2011).

Entretanto, ao estratificar os niveis séricos domécos anti-TB em trés niveis
abaixo, normal e elevado, as frequéncias de nééeisos elevados foram 1,4 %, 11,3%, 5,4%
e 27,9% para RFP, INH, EB e PZN respectivamentéar@aco com maior frequéncia de
niveis elevados foi a PZN, um resultado instiggrde se tratar de um dos farmacos mais

hepatotoxicos dentre os elencados para o tratardani® no Brasil.

Rifampicina 58, 6%

Pirazinamida [yl

Etambutol S

Isoniazida 60, 8%

o

50 100 150 200 250

m Niveis Subterapéuticos m Niveis Normais

Figura 8: Classificacédo dos niveis terapéuticosféilosacos INH, RFP, EB e PZN pertencentes ao DFC
utilizado no tratamento da TB.

INH — isoniazida

RFP — rifampicina

EB — etambutol

PZN - pirazinamida

DFC — dose fixa combinada

TB — tuberculose

Poucos estudos relatam niveis séricos elevadosopaaatituberculosos de primeira
linha, como descrito no estudo de coorte de Mdliegt al. (2006), onde alguns individuos
tiveram aumento dos niveis plasmaticos de PZN, HBH contrastando, em parte, ao que

foi encontrado nesse levantamento e em outros@stain as mais diversas populagdes.
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As questdes farmacocinéticas e também genéticaendeser levadas em
consideracdo quando se compara duas populacdesntif® No entanto, para o farmaco
PZN, a absorcédo é descrita como de primeira ortéemn, como a eliminacdo (PELOQUIN,
2002), podendo haver, em algumas populacdes cosab-aricana (WILKINS et al. 2006),

pacientes de absorcao rapida e de absorcéo legize também néo foi possivel relatar no

presente estudo.

Desta forma, um estudo mais aprofundado do comperteo farmacocinético dos

farmacos anti-TB na populacdo em estudo poderichonetlucidar os achados nesse

levantamento.

5.3 Determinagdo genotipica

Como descrito na metodologia, os resultados ddsesdnoleculares foram obtidos
por PCR em tempo real, o qual apés duas horasrseewultados da amplificacdo génica e
determinacao genotipica. Foram estipulados 55<motermociclador para a visualizacéo da

curva de amplificacdo como demonstrado na Figura 9.

Nesse levantamento, a maior frequéncia verificamladé 20,27% (n=45) para
NAT2*7. Enquanto que para o0s outros genétipos 9,91822) para NAT2*5, 0,90% (n=2)

para NAT2*6 e 10,36% (n=23) para NAT2*12 na popétaestudada.

Amplification Plot

ARNn

Cycle

Figura 9: Curva de amplificacdo génica para o pmffiiemo NAT2*12.
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Em comparacéo a estudos realizados no Brasil (TERXEet al. 2009 e TALBOT,
et al. 2010), as frequéncias dos alelos de NATa feanGtipo de acetiladores lentos (NAT2*5,

NAT2*6, NAT2*7) se divergem, ja que as mesmas fieamtorno de 30 a 40%.

Essas variacfes nas frequéncias de genotiposasnp@pulacdes existem e deve-se a
heterogeneidade étnica, constatada no proprio @stedgumnova et al. (2016), quando os
autores fizeram a genotipagem em letdes e rusads, mara os alelos NAT2*6, NAT2*5 e

NAT2*4 foram 0,388%, 0,337%, 0,184% e 0,400%, 09850,217%, respectivamente.

O Brasil é um pais de uma pluralidade étnica, pos&sui populacdes miscigenadas
em todo o seu territorio. Essas populacdes foranotgemdas no estudo de Talbot et al
(2010), onde os autores estudaram cinco polimoosssomuns (G191A, C481T, G590A,
A803G e G857A) em trés grupos étnicos, afro-briasse brancos e amerindios no nordeste
do Brasil. Os autores, ao compararem as populag@esicaram que a distribuicdo das
frequéncias para o alelo NAT2*6 (G590A) foram mas(OR = 3,714; 95%CI = 0,28-8,54;

p = 0,040) em amerindios do que em afro-brasil@rbsancos.

Sabe-se que a raca € uma variavel extremamentetanmque influencia a saude
do individuo nas mais diversas formas, como no rdedeimento de doencas cronicas,
auséncia de resposta ou reacdes adversas ao tradarenacolégico (TALBOT et al. 2010).
Neste sentido, a influéncia da raga na distribud@®polimorfismos da NAT2 é bem relatada
na literatura, jA& que vérios estudos reportam ass naversas frequéncias desses
polimorfismos nas diversas etnias (SINGH et al. RO00RAMACHANDRAN &

SWAMINATHAN, 2012; SOON NG et al. 2014; JUNG et 2015).

Como ja abordado na revisdo da literatura (topicb.13— A enzima N-
acetiltransferase), a capacidade da enzima reaizaretilacdo no metabolismo do farmaco

INH é comprometida, & medida que ocorram mutac@egeme que codifica a mesma. O
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comprometimento da acdo é traduzido pelos fenot@oacetilacdo: lento, intermediario e

rapido.

O estado da atividade da NAT2 depende do numeralales ativos (NAT2*4,
NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7, NAT2*12 etc.) e a classifagdo fenotipica segue o mesmo
principio, como demonstrado nos estudos de Singhl. €2013) e Igumnova et al. (2016).
Para uma classificacdo fenotipica, segundo essesnaese autores, 0s individuos sao
classificados como acetiladores rapidos, caso possiuas mutacfes para alelos rapidos
(NAT2*4, NAT2*11, NAT2*12, NAT2*13); acetiladoresehtos, caso possuam mutacdes
para alelos lentos (NAT2*5, NAT2*6, NAT2*7, NAT2*)4e acetiladores intermediarios,

quando possuem mutacdes em um alelo rapido e lmnexi¢o.

No entanto, nesse levantamento ndo se pode corgliainto aos fendtipos da
populacdo estudada, devido a poucos polimorfisniosulados a acetilacdo rapida serem
genotipados, 0 que poderia levar a uma conclus@ivapda nessa populacdo. Desta forma,

optou-se por descrever apenas a analise genaodiggtas polimorfismos.

5.4 Associacao entre fatores sécio-demograficoshtaatoriais, genéticos e
concentracdes séricas

E perceptivel que as baixas concentraces dos dasvamti-TB sdo detectadas nas
mais diversas populacdes, principalmente dos famalNH e RFP, os quais sao
imprescindiveis na terapia, ja que 0S mesmos naleess basico de TB pulmonar
permanecem durante os 6 meses minimos de tratamiptoentanto, poucos estudos
evidenciam associacoes de fatores externos e/@und@® com as concentracbes desses

farmacos.
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No presente estudo, ao verificar associacao estfatores sécio-demograficos e as
concentracdes dos farmacos, somente para o fariNacti obtida alguma associacdo com
significancia estatistica (Tabela 5). Houve umaom#éiequéncia de solteiros com baixas
concentracdes plasmaticas do farmaco (p=0,044)pedsoas com ensino meédio/superior

(p=0,028) e de etilistas com p=0,038.

Para a RFP, observou-se uma tendéncia a assodagsdmixas concentracdes com
pessoas que possuem O ensino meédio/superior, ramtensem significancia estatistica
(p=0,063). Para os demais farmacos, ndo se obteseciacdo com os fatores socio-

demograficos.

Como ja relatado nessa discusséo, o estado citdirsofoi citado no estudo de
Young et al (2014) como fator preditor da doenca, TiBas ndo vinculado a niveis
subterapéuticos de INH. Supfe-se que individudsismd por, geralmente, ndo terem aporte
familiar (cOnjuge, mé&e etc), ndo aderem ao tratéonela TB, obtendo assim baixas
concentragdes de algum farmaco anti-TB. No enta#®se resultado pode estar vinculado a
guestbes de amostragem, ja que no periodo de deletados, a maior frequéncia de solteiros

foi constatada.

Em um estudo realizado no Iémen, a questdo doeafaortiliar foi verificada, onde
se constatou ser um fator de risco para a ndo @desiatamento nessa populacao (ANAAM
et al 2013). Em outros trés estudos realizados mgemiina (ARROSSI et al 2012;
HERRERO et al, 2015a; HERRERO et al, 2015b), dog&fatores sociais foram associados
ao risco da ndo adesdo (como o sexo masculinayscdst transporte, falta de saneamento

basico etc.), no entanto, nenhum deles associdin adesao ao tratamento ao estado civil.

A escolaridade € tida como fator preditor da ndesad ao tratamento em varios

estudos (GARRIDO et al. 2012; ANAAM et al. 2013)o ntanto, ao menor nivel de
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escolaridade, ou seja, ao analfabetismo e ndo sogesque possuem certo grau de

conhecimento.

Alguns fatores independentemente associados comoreentracdes das drogas
antituberculosas foram identificados por Mcllleremnal (2006), em um estudo de coorte em
sul-africanos. A infeccdo pelo HIV foi associadamc@ reducdo de 39% e 27% das
concentracdes de RFP e EB, respectivamente; fatel@sonados a formulacdo (mono ou
DFC) foram determinantes para a biodisponibilidddeRFP e INH, além das pacientes do
sexo feminino obtiverem niveis elevados de RFP . INiferentemente deste estudo, estes

fatores ndo tiveram associacdo com os niveis sédie® farmacos anti-TB.

Pessoas vivendo com HIV/SIDA, privados de liberdgdssoas em situacdo de rua
e indigenas apresentam maior risco de adoecimenttuperculose, devido as condi¢bes de
saude e de vida a que estdo expostos (WHO, 20amP o uso de bebidas alcodlicas, o
fumo e o uso de drogas de abuso também séo faterasco. No presente levantamento, o
relato de consumo diério ou 02 a 03 vezes por sgmanto de alcool quanto de cigarro,

pelos pacientes sob tratamento de TB, os clasgiiomo etilistas e/ou tabagistas.

Dos 222 pacientes entrevistados, 90,54% afirmai@rfuimar. No entanto, os vinte
e um pacientes, que afirmaram ainda fazer uso o fsob tratamento da TB, registraram
niveis subterapéuticos em trés farmacos RFP (n#ib),(n=14) e PZN (n=8). Porém, nao
foi constatada nenhuma associacdo de fumantesaaass niveis séricos dos farmacos anti-

TB (Tabela 5).

Desde 1918, o tabagismo é relatado como fatorsde para TB e foi confirmada sua
associacdo com a TB doenca, recidiva da TB e noathd em uma revisdo sistematica

conduzida pela OMS (BRASIL,2011). O fumo afeta oscamismos de defesa da arvore
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respiratoria, colaborando para a gravidade dase$esdecrotizantes, dificultando a

cicatrizacao.

Nesse levantamento, o consumo de bebidas alcodétiado durante o tratamento
da TB teve uma frequéncia maior. Setenta e seteidds (34,68%) faziam uso de alcool
apos o inicio do tratamento, sendo que niveis mj#aticos em dois farmacos RFP (n=50) e
INH (n=54) foram registrados. Neste estudo, obsveassociacdo as baixas concentracdes

somente do farmaco INH com etilistas (p=0,038).

O etilismo croénico é considerado importante faterridco para o desenvolvimento
da doenca, visto que ha alta incidéncia de caslesfermas mais avancadas de TB pulmonar
entre esses pacientes. O abandono do tratamentdseoode desenvolvimento de efeitos
colaterais aos medicamentos anti-TB pelos etilisf@msmaiores quando comparados aos néo-

etilistas (WHO, 2014).

No estudo de Mason et al. (2004), sobre as consei@sdo consumo de alcool em
animais infectados pelo Mtb, os resultados demarstr formacdo de granulomas
pulmonares mais exacerbada e por consequéncia, reaoeiimento da formagédo e
crescimento das células de defesa do 6rgdo. Thalas comprovaram que o consumo de
alcool afeta a imunidade dos pulmdes, facilitanda sontaminagdo por microrganismos

oportunistas.

A diabetes ndo controlada esta associada a inGrneraglicacdes, como doencas
vasculares, neuropatias e aumento da susceptdslidainfeccdes. A hiperglicemia e a
diminuicdo da insulina interferem com a respostaniohdgica, agindo diretamente na funcéo
celular dos macréfagos e dos linfocitos e alteramdongcdo quimiotaxica, a fagocitose e a

apresentacao de antigenos (DOOLEY, et al, 2009).
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Inimeros estudos de caso-controle demonstram ggeade um paciente diabético
desenvolver tuberculose varia de 2,44 a 8,33, ccadpacom um paciente nao diabético,
como descrito na revisdo sistematica de Rawat.ef2@lL1). Em relacdo a gravidade da

diabetes, pacientes insulinodependentes apresemiamaior risco de apresentar tuberculose.

No estudo de Babalik et al (2013), as concentragéesas de INH e RFP foram
menores em pacientes diabéticos em comparacdo ecmanfes nao-diabéticos em 49%
(n=14; p <0,001) e 66% (n=14; p <0,05), respectmat®. Diferentemente ao encontrado por
Requena-Mendéz et al. (2012), onde nem a absoet@aada e nem as baixas concentracdes
do farmaco RFP tiveram diferenciacdo entre grupams ©M e/ou HIV. No presente
levantamento, também ndo houve associacdo esttignte significativa da presenca de

DM auto referida e os baixos niveis séricos dand@os anti-TB.

Para os marcadores bioquimicos ndo foram evidesiagsociacbes com 0s niveis
terapéuticos dos farmacos anti-TB (Tabela 6). Narda, para o farmaco PZN observou-se
uma certa tendéncia das aminotransferases (AST B) fuando associadas aos niveis
terapéuticos desse farmaco (p=0,0675 e p=0,0548acthgamente), porém sem significancia

estatistica.

A tendéncia verificada sugere uma provavel inséglaglo efeito adverso
hepatotoxicidade, bem comum em pacientes sob teatanda TB. Entretanto, como uma
coleta anterior ao tratamento ndo foi realizadadod clinicos sobre sinais e sintomas néo
foram coletados dos pacientes, portanto, ndo se podcluir sobre esse desfecho. A
hepatotoxicidade e a lesdao hepatica tém sido rsacmdas aos polimorfismos das enzimas
NAT2, ou seja, diretamente ligadas ao metabolismdNH e ndo a PZN, mesmo o ultimo

sendo um dos farmacos mais hepatotoxicos (MAHMOUA).€012; AZUMA et al. 2013).
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Do total de duzentas e vinte e duas amostras daletao estudo, a genotipagem para
NAT2 foi realizada em 207 amostras para os quaetsa citados (NAT2*5, NAT2*6,
NAT2*7 e NAT2*12). Diversos fatores como: extragg® dNA incorreta, perda de amostra e

troca de amostra, contribuiram para a nao realizdgdenotipagem dessas quinze amostras.

A andlise de variancia (ANOVA) foi realizada parerificar associacdo entre os
gendtipos NAT2 e as concentracdes séricas da Bdajano entanto, através do método nao

foi verificada associacdo estatistica significatieatre os mesmos (p=0,05), conforme

1

NAT 2*5A  (p=0,3500) NAT 2*6A  (p=0,7519)

demonstrado na Figura 10.
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Figura 10: Associacao entre os genotipos e as ntagées séricas de INH por ANOVA (p=0,05).
Legenda: 0 — normal; 1 — mutacao em heterozigosen@tacdo em homozigose.
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O impacto das concentracfes séricas no desfecliatdmento da TB foi avaliado
em dois estudos, utilizando como parametro a @ltlor escarro (BURHAN et al., 2013;
PARK et al., 2016). No estudo de Burhan et al. 80bs autores constataram as baixas
concentracdes na populacéo indonésia, no entanéspasta ao tratamento é boa. Enquanto,
no estudo de Park et al. (2016), as baixas coraggigs de INH nao tiveram associacdo a
resposta ao tratamento, o que sugere uma reambiasdconcentracdes séricas dos farmacos

anti-TB tidas como referéncia para a populacao.
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Tabela 5 — Relagdo entre as caracteristicas dos paues e o nivel sérico dos farmacos estudados

N. (%)* DOS PACIENTE S DE ACORDO COM O NIVEL SERICO (N=222)

INH RFP EB PZN
ABAIXO NORMAL P ABAIXO NORMAL P ABAIXO NORMAL P ABAIXO NORMAL P
(n=135) (n=87) valor (n=130) (n=92) valor (n=37) (n=185) valor (n=61) (n=161) valor
SEXO
MASCULINO 60 (81) 59,77 (52) 63,08 (82) 55,43 (51) 51,35 (19) 61,62 (114) 59,02 (36) 60,25 (97)
FEMININO 40 (54) 40,23 (35) 0,973 36,92 (48) 44,57 (41) 0,252 48,65 (18) 38,38 (71) 0,245 40,98 (25) 39,75 (64) 0,867
IDADE 38,13+15,7 4042+174 0,311 37,8+15.8 40174 0,187 36,1+15,6 39,6165 0,241 36,8414, 39,8+17 0,221
IMC 22,08+4,3 2145+4,1 0,278 21,07 £4.2 219+43 0,853 21,3+484 219+4,11 04322 21,49+49 21,96+396 0,463
ESTADO CIVIL
SOLTEIRO 55,56 (75) 51,72 (45) 56,15 (73) 51,09 (47) 62,16 (23) 52,43 (97) 55,74 (34) 53,42 (86)
CASADO 39,26 (53) 33,33 (29) 0,044 33,85 (44) 41,3 (38) 0,494 37,89 (1 36,76 (68) 0,103 40,98 (25) 35,40 (57) 0,175
DIVORCIADO/VIUVO 5,19 (7) 14,94 (13) 10 (13) 7,61 (7) 0 10,81 (20) 3,28 (2) 11,18 (18)
RACA
NEGRO 14,81 (20) 17,24 (15) 16,15 (21) 15,22 (14) 13,51 (5) 16,22 (30) 19,67 (12) 14,29 (23)
BRANCO 13,33(18) 8,05(7) 0,456 11,54 (15) 10,87 (10) 0,965 16,22 (6) 10,27 (19) 0,561 13,11 (8) 10,56 (17) 0,484
PARDO 71,85(97) 74,71 (65) 72,31 (94) 73,91 (68) 70,27 (26) 73,51 (136) 67,21 (41) 75,16 (121)
ESCOLARIDADE
ANALFABETO/42SERIE | 25,19 (34) 41,38 (36) 26,92 (35) 38,04 (35) 27,03 (10) 32,43 (60) 29,51 (18) 32,30 (52)
FUNDAMENTAL 27,41 (37) 17,24 (15) 0,028 28,46 (37) 16,30 (15)0,063 29173 ( 22,16 (41) 0,584 26,23 (16) 22,36 (36) 0,817
COMPLETO
ENSINO 47,41 (64) 41,38 (36) 44,62 (58) 45,65 (42) 43, 24 (16) 45,41 (84) 44,26 (27) 45,34 (73)
MEDIO/SUPERIOR
CLASSE ABEP
A/B 25,19 (34) 24,14 (21) 22,31 (29) 28,26 (26) 27,03 (10) 24,32 (45) 27,87 (17) 23,60 (38)
C 59,26 (80) 56,32 (49) 0,744 59,23 (77) 56,52 (52) 0,557 6229 ( 57,30(106) 0,536 52,46 (32) 60,25 (97) 0,575
D/IE 15,56 (21) 19,54 (17) 18,46 (24) 15,22 (14) 10,81 (4) 18,38 (34) 19,67 (12) 16,15 (26)
TABAGISTAS 10,37 (14) 8,05 (7) 0,563 11,54 (15) 6,52 (6) 0,208 8,11 (3) 9,73 (18) 0,758 13,11 (8) 8,07 (13) 0,252
ETILISTAS 40 (54) 26,44 (23) 0,038 38,46 (50) 29,35 (27) 0,160 24,32 (9) 36,76 (68) 0,147 31,15 (19) 36,02 (58) 0,496
DIABETES** 18,52 (25) 18,36 (16) 0,981 15,38 (20) 22,83 (34) ,159 18,92 (7) 18,38 (34) 0,938 13,11 (8) 20,50 (330,206

*Dados apresentados como % ou média + DP excetwdguadicado. ** Diabéticos autoreferidos.
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Tabela 6 — Marcadores bioquimicos dos pacientes deordo com o nivel sérico

ALBUMINA (G/DL)
AST (U/l)
ALT (U/1)
BILIRRUBINA
TOTAL (MG/DL)

INH RFP EB PZN
ABAIXO NORMAL P ABAIXO  NORMAL P ABAIXO  NORMAL P ABAIXO  NORMAL P
(n=185) valor (n=61) (n=161) valor

(n=135) (n=87) valor (n=130) (n=92) valor (n=37)
3,970 0,5146 3,88+0,38 3,97+0,45 0,2475 3,93%60, 3,97 +0,43 0,5419

394+046 3,98+041 05736 3,97+042
28+27,94 0,8317 27+285 28,3+234 0,7344 29,5+334 27,2+249 0,6285 22,3+11,9 29,5+29,9 0,0675
28229 0,5394 27,7+319 264+26,6 0,7941 20,8#41428,8+30,8 0,0545

27,2+ 255
26,2+ 26,1 27,1+295 0,8127 25,6+26,2
0,461 0,39+0,15 0,5279 0,441 0,41+0,2 0,7716 0,66+192 0,38+0,18 0,0594 0,52+1,49 0,39+0,19 0,2813



74

6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos no presente estudo demostigua as baixas concentragbes
dos farmacos utilizados no tratamento contra artubese sdo uma realidade na populacéo

atendida no centro de referéncia na cidade de Manau

Considerando algumas limitacbes do estudo, primgrae logistica, tempo e
demanda sazonal, alguns achados devem destaqueerBrms socio — demograficos, a
populacdo em estudo tem delineamento semelhantguwagdes sob tratamento de TB no
mundo a fora e alguns fatores, como escolaridagitaglo civil, demonstraram ser fatores de
risco para os niveis plasmaticos do farmaco INHMeHssultado, no entanto, é intimamente
ligado a adesdo ao tratamento, ou seja, a “tomaelalose dos farmacos de forma correta e

ininterrupta.

A alta prevaléncia de individuos que fazem usoldeo&sob tratamento da TB e
que, dentre eles uma boa parcela apresentou ha@veis séricos de INH, um dos principais
farmacos elencados para o tratamento é um fatamcypante; que nos alerta quanto a

necessidade de orientacdo correta e acompanhatesgéutico adequado desses pacientes.

A ndo verificacdo de presenca/auséncia de hepatmtade prévia ao tratamento
comprometeu a confirmacgéo dos casos de hepatataegeiligados ao uso dos anti-TB, sendo
assim, ndo se pode inferir quanto a relagédo ddege adverso e as concentracdes desses

farmacos. Estudos posteriores serdo necessarmsqairmar essa possivel correlacédo.

Devido as limitacdes na execucédo do projeto, soenalguns genotipos de NAT2
puderam ser estudados nessa populacdo, sem daeg@erfenotipica, o que poderia ser um
dos fatores que elucidariam as altas prevalén@asbdixas concentracdes plasmaticas de

INH na populacdo em estudo, bem como estudos dasoehzimas como a CYP2E1 e/ou
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GSTs que também participam do metabolismo dess®atar e que poderiam ser provaveis

explicacbes das baixas concentracfes encontradas.

A frequéncia dos genotipos de NAT2 encontrada fei cerca de 30%,
correspondendo aos estudos realizados na populaeddeira, ja que a heterogeneidade
étnica € caracteristica dessa populacdo. A andkisevariancia para verificar possivel
associacdo dos gendtipos de NAT2 e as concentrag@ésas ndo teve significancia

estatistica (p=0,05).

Os resultados da presente dissertagcdo, assim centutados relatados em outros
estudos, evidenciam que as baixas concentracdefahoacos de primeira linha utilizados
para o tratamento da tuberculose sdo uma realidagieal desafiam os pesquisadores pondo
em cheque o papel e a utilidade do monitoramentapéaitico dessas drogas. Estudos
adicionais devem ser realizados para avaliar o ¢topda farmacogenética e da adesédo ao
tratamento nestes resultados, bem como investigatu&ncia das baixas concentragdes no

desfecho do tratamento.
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QUESTIONARIO

Relacgao entre os fatores genéticos, clinico laborat

oriais e socio demograficos e as concentragdes séri

APENDICE 1

cas de farmacos utilizados na TB

| PCF - Data da entrevista: / /
NOME:
DATA DE NASCIMENTO: / COMPRIMIDOS/DIA:
IDADE: DOSE DOS FARMACOS:
PESO: ALTURA:
ENDERECO 1: TELEFONE:
BAIRRO: CIDADE: UF:
ENDERECO 2: TELEFONE:
BAIRRO: CIDADE: UF:

1.1 Qual sexo do entrevistado?
(0) Masculino
(1) Feminino

1.2 Estado Civil:

(1) Solteiro

(2) Casado/Companheiro
(3) Viavo

(4) Desquitado

CARACTERIZACAO SOCIO DEMOGRAFICA

1.4 Mora em:
(1) Casa

(2) Apartamento
(3) Outro:

1.5 O imével onde mora é:
(1) Préprio
(2) Outro:

1.7 Sabe ler e escrever?
(0) Nao
(1) Sim

1.8 Cor da pele:
(1) Negro

(2) Branco

(3) Pardo

(4) Asiatico

85
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1.6 Quantas pessoas moram com 0 sr? (5) indio
1.3 Mora com alguém?
(1) Sozinho
(2) Marido/esposa
(3) Outros:
1.9 Estudou até que série? 1.15 A familia possui outra fonte de renda? (Alugue |, penséo
(1) Analfabeto/Fundamental 1 incompleto aposentadoria, etc)?
(2) Fundam. 1 compl./Fundam. 2 incompleto (0) Néo (1) Sim Qual?

(3) Fundam.2 compl./Médio incompleto
(4) Médio completo/Superior Incompleto
(5) Superior completo ou mais

1.10 Vocé é o chefe da casa?
(0) N&o (1) Sim

1.11 Série estudou do chefe da casa?

(1) Analfabeto/Fundamental 1 incompleto
(2) Fundam. 1 compl./Fundam. 2 incompleto
(3) Fundam.2 compl./Médio incompleto

(4) Médio completo/Superior Incompleto

1.16 Qual o tipo de casa?
(1) Tijolo

(2) Madeira

(3) Madeira e Tijolo

(4) Madeira e papelao

(5) Papelao

(6) Outra:

1.17 Tem agua encanada na sua casa?
(0) Néo
(1) Sim

(5) Superior completo ou mais
1.18 De onde vem a agua pra beber?

1.12 Na sua casa tem: N&o Sim Quantos? (1) Rede publica

1. Televiséao () () (2) Pogo/Cacimba

2. Radio () () (3) Rio, lagoa, agude

3. Banheiro () ()

4. Automoével () () 1.19 Como é a privada da casa?
5. Empregada mensalista () () (0) N&o tem

6. Maquina de lavar () () (1) Sanitario com descarga

7. Video/DVD () () (2) Sanitario sem descarga

8. Geladeira () () (3) Outra:

10. Freezer () ()




1.13 Vocé possui trabalho remunerado?
(1) Sim (0) Ndo

1.14 Quanto foi a renda familiar (juntando os salar  i0s)?

SAUDE E MEDICAMENTOS

1.20 Vocé ja teve ou tem essas doengas? Se SIM, mar car X.

Hipertenséo Insuficiéncia renal crénica
Diabetes Hepatites virais (B/ C)
Anemia Cirurgia

Aids Transtornos mentais
Diarreia Neoplasia

Transplantado Doencas digestivas
Hanseniase Doenca crbnica pulmonar

1.21 Usou algum medicamento na ultima semana?
(0) Nao (1) Sim

1.22 Toma algum remédio por conta propria?
(0) Néo (1) Sim

1.23 Ja tomou alguma vez medicamento por conta prép  ria?
(0) Néo (1) Sim

1.24 Alguém lhe explicou o motivo do uso do DFC?
(0) Nao (1) Sim Quem?

1.25 Explicaram por quanto tempo o sr vai usar?
(0) Nao (1) Sim

USO DE OUTRAS SUBSTANCIAS

1.27 Vocé fuma?
(0) Nao (1) Sim

1.28 Se fuma, quantos cigarros por dia?

1.29 Ja fumou alguma vez?

(0) N&o (1) Sim

1.30 Vocé bebe bebida alcodlica?
(0) Néo (1) Sim

1.31 Ja bebeu alguma vez bebida alcodlica? ( 1) Sim
Qual?

1.32 Ja usou ou usa alguma dessas substancias?

a. Maconnha (0) Ndo (1) Sim
b. Cocaina (0) Nao (1) Sim
c. Crack (0) Nao (1) Sim
d. Heroina (0) Nao (1) Sim
e. Outra
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(0) Néo



1.26 Foi explicado sobre dose e tempo entre doses?
(0) Nao (1) Sim

1.33 Houve algum outro caso de TB na sua familia?
(0) Nao (1) Sim

1.34 Se sim, quantos?

1.37 Lista de medicamentos em uso

HISTORICO FAMILIAR

88

1.35 Alguém da sua familia morreu de TB?
(0) Néo (1) Sim

1.36 Este é o 1°tratamento de TB que o sr faz ?
(0) Nao (1) Sim

No° Nome do medicamento

DCB

Forma farmacéutica

Posologia Receita?
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APENDICE 2

Protocolo de encaminhamento de amostra de sanguerpanonitoramento terapéutica de farmacos (MTF)

. Antes da coleta fazer a assepsia das maos e dpdlira de identificar os tubos para coleta;
. Deverdao ser coletados 10 mL de sangue do pacepreimadamente, utilizando-se:

a. 02 tubos de coleta sem anticoagulantes (VERMBELHO
b. 01 tubo de coleta com EDTA (ROXO)

. Todos os tubos de coleta vermelho devem ficar @auso por 10 minutos, centrifugar e separar o $0go,em seguida

. Homegeneizar de 08 a 10 vezes o tubo com EDTA (ROXO

. Centrifugar os tubos vermelhos por 15 minutos H3RPM

. Transferir um dos tubos VERMELHOS com soro paramigrotubo identificado com o nome do paciente a datcoleta;

. Acondicionar as amostras de soro em caixa térngicagelo e encaminhar ao @e Laboratério de Andlises Clinicas (HUGV).

. O procedimento deve ocorrer em até 4 horas apétacol



APENDICE 3

INSTRUMENTO DE COLETA DE DADOS
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DADOS SOCIO-DEMOGRAFICOS E CLINICOS

Controle interno PCF - Sexo M()F()
Iniciais do nome Peso (Kg)

Idade (anos) Altura (cm)

indice de massa corporal Dose dos farmacos (mg/Kg)

BAAR S()N() Tempo de tratamento em dias

PCR S(IN( ) Etilismo S(IN( )
HIV positivo S()N() Diabetes S()N( )

DADOS LABORATORIAIS

Parametro

Resultado

Albumina

Aspartato transaminase

Alanina transaminase

Bilirrubina total

Bilirrubina direta

Bilirrubina indireta

CONCENTRAGAO DOS FARMACOS




Farmaco

Concentracgdo (pug/mlL)
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Isoniazida

Rifampicina

Etambutol

Pirazinamida

GENOTIPAGEM DAS PROTEINAS-CHAVE

Gene

Resultado

NAT2




APENDICE 4

PESQUISA: RELACAO ENTRE OS FATORES GENETICOS,
CLINICO-LABORATORIAIS E SOCIO DEMOGRAFICOS E AS
CONCENTRACOES SERICAS DE FARMACOS UTILIZADOS NO
TRATAMENTO DA TUBERCULOSE

CARTAO DE ACOMPANHAMENTO FARMACEUTICO

Nome do paciente:
No. Prontuério:

Data de inicio de tratamento: / /

Codigo da pesquisa: PCDF-

/ /

RETORNO PREVISTO PARA:

92
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APENDICE 5

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado(a) como voluntario(a)adigpar da pesquisa
“Relacado entre os fatores genéticos, clinico-laboas e socio demogréaficos e

as concentracdes séricas de farmacos utilizadostamento da tuberculose”

A JUSTIFICATIVA, OS OBJETIVOS E OS PROCEDIMENTOS : Os
pacientes com tuberculose precisam tomar remédios ficarem curados da
doenca. Considerando que algumas pessoas tém menoxatidades destes
remédios no sangue, o objetivo desta pesquisacélutéso que pode influenciar
na concentracdo destes remédios no sangue. Espaiggetem a finalidade de
entender quais fatores modificam a quantidade da m@nédio no seu sangue e
consequentemente o resultado do seu tratamentéo $efetados 10 ml de
sangue (uma Uanica vez, a menos que ocorra algurblepta com o
processamento da amostra que exija uma nova coletaostra de sangue sera
processada e analisada na Faculdade de Ciéncraadéarticas da Universidade
Federal do Amazonas, onde sera armazenada durgrszo de execucdo do
estudo sob a guarda do pesquisador responsave.séo& informado caso a sua

amostra seja destruida ou transferida para outed, loaso necesséario.

DESCONFORTOS E RISCOS E BENEFICIOS Caso concorde em
participar, o seu tratamento ndo serd mudado em, Badera acrescentada uma
coleta de sangue duas horas ap0s vocé ter tomaanéalio com duas semanas
de tratamento. O desconforto sera pela picada gsenbor (a) tera uma vez
somente. Ao participar desta pesquisa vocé naontmhum beneficio direto.

Entretanto, esperamos que este estudo traga infbawamportantes sobre o
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tema em questdo, de forma a contribuir na buscaneldorias do servico

prestado.

FORMA DE ACOMPANHAMENTO E ASSISTENCIA : Os pesquisadores
envolvidos na pesquisa estardo a inteira disposlig8@@articipantes para sanar
quaisquer duvidas relacionadas ao estudo em qu&3&0 o resultado da sua
amostra indigue alguma modificacdo no seu tratamentquipe médica sera
informada. As coletas de sangue serdo realizadaserde por pessoal

especializado.

GARANTIA DE ESCLARECIMENTO, LIBERDADE DE RECUSA E
GARANTIA DE SIGILO : Os pesquisadores vao responder qualquer duvida
gue voce tiver e ajudar vocé em qualquer problengapgpssa ocorrer durante o

estudo. Seu nome sera mantido totalmente em segredo

Se vocé nao quiser participar, o seu tratamentoseéb prejudicado de forma
alguma. Vocé tem liberdade de escolher ndo paatichdocé pode desistir de
participar em qualquer momento. A sua desistéraridbém néo ir4 prejudicar

ou interferir no seu tratamento.

Da mesma forma, vocé podera, a qualquer momenwnengnhum prejuizo,

solicitar a retirada da sua amostra cedida paeaesstido.

CUSTOS DA PARTICIPACAO, RESSARCIMENTO E INDENIZACAO
POR EVENTUAIS DANOS: A participacdo no estudo ndo acarretara custos

para vocé e nao serd disponivel nenhuma compenfsagéoeira.
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DECLARACAO DA PARTICIPANTE OU DO RESPONSAVEL PELA
PARTICIPANTE : Eu, fui

informada (0) dos objetivos da pesquisa acima deeira clara e detalhada e

esclareci minhas davidas. Sei que, em qualquer mimmeoderei solicitar
novas informagdes, os resultados obtidos com aarantostra e as orientagoes
quanto as implicacdes destes resultados. O(s) igsasgu(es) responsavel(is)
assegurou(aram)-me que todos os dados desta @esqrae confidenciais.
Também sei que caso existam gastos adicionaiss estéo absorvidos pelo
orcamento da pesquisa. Em caso de duvidas, podeaenar o pesquisador
responsavel Prof. Igor Rafael dos Santos Magalliékgone (92) 3305 5000,
endereco Rua Alexandre Amorim, 330 - Aparecida e ailem
imagalhaes@ufam.edu.br.

Declaro que concordo em participar deste estudo.

Recebi uma copia deste Termo de Consentimento EiEsclarecido e me foi

dada a oportunidade de ler e esclarecer as mirivasad.

Nome Assinatura do Participante Data

Nome Assinatura do Pesquisador Data

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido redigmiaforme a Resolugdo CNS n° 441, de 12 de
maio de 2011.



ANEXO 1

FUNDAGAO UNIVERSIDADE
DO AMAZONAS - FUA (UFAM)

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Relag&o entre os fatores genéticos, clinico-laboratoriais socio-demogréficos e as
concentragdes séricas de farmacos utilizados no tratamento da tuberculose

Pesquisador: IGOR RAFAEL DOS SANTOS MAGALHAES

Area Tematica:

Versédo: 4

CAAE: 19286413.3.0000.5020

Instituicdo Proponente: Universidade Federal do Amazonas - UFAM
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 692.725
Data da Relatoria: 17/06/2014

Apresentacédo do Projeto:

Em virtude da problematica da tuberculose na regido Amazénica, varias agdes coordenadas sdo
necessérias para a diminuigdo dos elevados indices da doenca. Neste contexto, diversos pesquisadores tém
buscado entender os determinantes das baixas concentragdes séricas dos farmacos antituberculose mesmo
em pacientes submetidos ao tratamento supervisionado, o que pode comprometer a terapia. No entanto, foi
detectada uma lacuna deste tipo de pesquisa na regido Amazénica durante a realizagdo do levantamento
bibliogréfico deste projeto, o que justifica a realizacao do eétudo com o intuito de contribuir para o correto
entendimento das falhas terapéuticas verificadas nesta regiso. Desta forma, o objetivo deste projeto

seré relacionar as variaveis sécio-demogréficas, clinicas e laboratoriais e a ocorréncia de polimorfismos de
enzimas-chave na farmacocinética com as concentragdes séricas de agentes anti-tuberculose em amostras
de pacientes atendidos em uma unidade de referéncia em Manaus. Para tanto,as informag&es socio-
demogréficas e clinicas pacientes serdo obtidas dos prontudrios dos pacientes disponiveis na unidade de
saude.

Adicionalmente, serdo realizadas analises bioguimicas e moleculares e a determinagéo da concentracéo
sérica dos agentes anti-tuberculose apos coleta de sangue unica. Os resultados obtidos serédo tabulados e
posteriormente analisados através de procedimentos estatisticos para a

ndereco: Rua Teresina, 4950

. Balrro: Adriandpolis CEP: 69.057-070
| UF: AM Municipio: MANAUS

| Telefone: (92)3305-5130 Fax: (82)3305-5130

: cep@ufam.edu.br

Pégina 01 de 06
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verificagéo de associagéo entre as varidveis do estudo.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Relacionar as variaveis socio-demogréficas, clinicas e laboratoriais e a ocorréncia de polimorfismos de
enzimas-chave na farmacocinética com as concentragoes séricas de agentes anti-tuberculose em amostras
de pacientes atendidos em uma unidade de referéncia em Manaus.

Objetivo Secundario:

Caracterizar o perfil socio-demografico, clinico e laboratorial dos pacientes diagnosticados nesta unidade de
saude; Descrever as frequéncias de polimorfismos genéticos de proteinas-chave na disposigéo cinética de
farmacos nestes pacientes; Determinar as concentragdes séricas de farmacos anti-tuberculose nas
amostras destes pacientes; Investigar a associagdo entre as variaveis socio-demograficas, clinicas e
laboratoriais e 0s polimorfismos genéticos encontrados e as concentragbes séricas dos farmacos.

Avaliagcdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Os principais riscos aos pacientes e pesquisadores estéo relacionados ao procedimento de coleta de
sangue que, embora realizada por um profissional treinado e com a utilizagéo de material descartavel e
estéril, podera ocorrer leve dor e hematoma no local de introdugédo da agulha.

Beneficios:

Considerando a necessidade da realizagao de estudos para o correta avaliagdo dos fatores determinantes
para o alcance de niveis séricos considerados satisfatérios dos farmacos anti-tuberculose, o presente
estudo visa contribuir para obtencdo de dados importantes para o melhor entendimento do tema em
questdo. Outrossim, acredita-se que os resultados advindos da pesquisa servirdo também para auxiliar a
equipe clinica no ajuste de dose dos pacientes que apresentarem niveis séricos considerados insatisfatérios
conforme a literatura existente. Adicionalmente, o projeto também podera servir como ensaio-piloto para a
implementagdo de um laboratério de monitorizag&o terapéutica de farmacos anti-tuberculose

naregiéo Amazénica, da mesma forma de outros existentes em determinados paises da América do Norte e
Eurcpa (PELOQUIN, 2002; MAGIS-ESCURRA et al., 2012), o qual poder4 atuar de forma decisiva no
alcance do sucesso terapéutico de determinados casos, por exemplo, pacientes

| Enderego:  Rua Teresina, 4950

| Baltro: Adrianépolis CEP: 69.057-070

| UF: AM Municipio: MANAUS

92)3305-5130 Fax: (92)3305-5130 E-mail: cep@ufam.edu.br
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portadores de co-morbidades

Comentdrios e Consideragdes sobre a Pesquisa;

Coleta dos dados dos pacientes As informagées sacio-demograficas e clinicas pacientes seréo obtidas dos
prontuérios dos pacientes disponiveis na unidade de salde e os dados serdo dispostos em um formulario
especialmente desenvolvido para esta finalidade. O instrumento de coleta de dados elaborado consiste em
um formulario estruturado que aborda os dados sécio-demograficos, clinico-laboratoriais e genéticos, ¢ qual
sera preenchido

exclusivamente pelo pesquisador. Posteriormente, as informagdes coletadas serdo tabuladas em uma
planilha do programa Microsoft Excel, apds o processo de dupla checagem para a garantia da confiabilidade
dos resultados. Coleta das amostras de sangue As amostras de sangue no volume total de dez mililitros (10
mL) serdo coletadas por profissional habilitado, mediante assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido

(TCLE). Para a determinagdo dos niveis séricos dos farmacos, os medicamentos anti-tuberculose serdo
administrados com 150 mL de agua aos pacientes selecionados apés jsjum de oito horas. A coleta de
sangue (5 mL) sera realizada duas horas apoés a administragdo para estimar o pico plasmatico dos farmacos
& dos dois principais metabdlitos. A amostra sera imediatamente centrifugada e o soro obtido sera
armazenado a -70 oC até a andlise (UM st al., 2007). Deve-se salientar que a amostra de soro servira
também para as analises bioquimicas. Para as analises moleculares, cinco mililitros de sangue venoso em
EDTA (4cido etileno de aminotetracético di-sodico), na concentragdo de 1,5 mg/mL £ 0,25, serdo coletados
a vacuo. A amostra serd encaminhado para Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal
do Amazonas as andlises bioquimicas além de separagéo e congelamento para futura extragdo de DNA de
acordo com o protocolo do fabricante do kit (QIAGEN) e futuras analises moleculares. As amostras
biologicas serdo armazenadas durante o prazo de execugdo do estudo sob a guarda do pesquisador
responsavel e o participante sera informado caso a amostra seja destruida ou transferida, conforme descrito
na Resolugdo CNS no 441/2011. Determinagéo das concentragées séricas dos farmacos nas amostras dos
pacientes A andlise das amostras de soro dos pacientes serd efetuada através de um método previamente
validado para garantir a confiabilidade dos resultados obtidos. A técnica empregada sera a cromatografia
liquida de alta eficiéncia acoplada & espectrometria de massas (LC-MS), a qual requer menor
processamento das amostras, possibilitando analise de diversas

amostras clinicas (SONG et al., 2007). Analises bioquimicas Os parametros bioquimicos dos
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Continuagdc do Parecer: 692.725

pacientes, a saber, albumina, bilirrubina e aspartato transaminase e alanina transaminae serdo
determinados através de métodos enzimaticos padronizados, com o emprego de analisadores
automatizados. Analises moleculares O DNA gendémico serd isolado de leuccitos a partir de 200 ¢L de
sangue, utilizando-se o método direto QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen), conforme protocolo do fabricante. O
DNA serd armazenado a -20 °C até o momento das analises. A analise do polimorfismo genético
GSTT1/GSTM1 sera determinada através da reagdo da polimerase em cadeia multiplex (PCR Multiplex)
(MULLIS & FALOONA, 1987; SAIK| et al., 1988). Além disso, os polimorfismos para SLCO1B1 463C, 521T e
RS4149032; CYP2E1 (*1, *5 e *6) e NAT2 ("4, *5,"6 e *7) seréo realizados pela técnica de PCR em tempo
Real com sondas especificas para cada polimorfismos customizados juntos a empresa Applied Biosystems
(PAN et al., 200; HIRATSUKA M, 2002; HAMDY et al., 2003). Gene Polimorfismo Efeito Método de detecgdo
CYP2E1 *1, "5 e "6 Alteragdo da expressdo PCR em Tempo Real NAT2 *4, *5, *6 e *7 Alteragdo da
expressdo PCR em Tempo Real GSTTH Delegdo Auséncia de

atividade Multiplex PCR GSTM1 Delecao Auséncia de atividade Multiplex PCR SLCO1B1 rs4149032
Atividade e Toxicidade PCR em Tempo Real SLCO1B1 463C e 5217 Atividade e Toxicidade PCR em
Tempo Real.

Critério de Inclus&o:

Pacientes diagnosticados com tuberculose pulmonar BAAR positivo, maiores de 18 anos, que utilizarem os
medicamentos antituberculose por, pelo menos, duas semanas antes da coleta das amostras e que
aceitarem participar do estudo de forma voluntaria.

Critério de Exclusao:
N&o isolamento de M. tuberculosis, isolamento de micobactérias ndo tuberculose e pacientes diagnosticados
com doencas gastrointestinais e com disfungéo renal efou hepatica.

Metodologia de Andlise de Dados:

Os resultados serdo apresentados de maneira descritiva através da utilizagdo de tabelas e gréficos. Sera
aplicada analise univariada para descrigdo da amostra, para varidvels continuas serdo avaliadas medidas de
tendéncia central e as respectivas medidas de dispersdo; para variaveis categéricas serdo apresentadas
porcentagens. Os resultados serdo testados quanto & normalidade e, dependendo do resultado, testes
paramétricos ou n&o paramétricos serdo aplicados para comparagao. O nivel de significncia adotado para
todas as andlises ser4 de 5% (p 0,05%). As

e S— L o S i s o e ke e e e
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andlises estatisticas serdo realizadas utilizando o programa R.

Cronograma de Execugéo

Coleta dos dados e das amostras 03/03/2014 a 27/02/2015

Padronizagdo das técnicas 01/07/2014 a 31/10/2014

Anélises bioquimicas das amostras 01/07/2014 a 27/02/2015

Determinagéo das concentragGes séricas dos farmacos 03/11/2014 30/06/2015
Andlises moleculares das amostras 03/11/2014 30/06/2015

Andlise estatistica dos resultados 01/07/2015 31/12/2015

Redagéo e divulgagdo dos resultados 01/01/2016 29/02/2016

Reviséo bibliografica 03/03/2014 29/02/2016

Obtengéo dos materiais, reagentes e equipamementos necessarios para a pesquisa 03/03/2014 30/06/2014

Orgamento Financeiro Total em R$ 120.000,00

Considera¢des sobre os Termos de apresentacso obrigatdria:

O projeto em tela é um PPS e que tem todas as caracteristicas de um projeto de pesquisa: Introdugéo,
Objetivos, Metodologia, Custos, Cronograma de Execugéo.

Folha de Rosto - Contemplado

TCLE - Contemplado

Termo de Anuéncia - Contemplado

Recomendacgoes:

N&o se Aplica.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacées:

O projeto em tela é uma corregdo porque foi enviado para o CONEP que devolveu para o CEP informando
da sua competéncia.Diante do exposto somos de parecer pela Aprovagdo.SMJ.

| Enderego: Rua Teresina, 4950

|
|
| Bairro: Adrianopolis CEP: 69.057-070 |
E UF: AM Municipio: MANAUS |
| Telefone: (92)3305-5130 Fax: (92)3305-5130 E-mall: cep@ufam.edu.br :
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FUNDAGAO UNIVERSIDADE
DO AMAZONAS - FUA (UFAM)

Continuagdo do Parecer: 692.725
Situacido do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciagio da CONEP:
Né&o
Consideragdes Finais a critério do CEP:
MANAUS, 20 de Junho de 2014
Assinado por:
Eliana Maria Pereira da Fonseca
(Coordenador)
| Endereco: Rua Teresina, 4850 |
| Bairro: Adrianépolis CEP: 69.057-070 i
| UF: AM Municipio: MANAUS !
| Telefone: (92)3305-5130 Fax: (92)3305-5130 E-mail: cep@ufam.edu.br |
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