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RESUMO

A N-acetiltransferase 2 € a principal enzima responsavel pelo metabolismo e
inativagao da isoniazida no organismo humano. Muta¢des no gene NAT2 levam
a 3 perfis genotipicos de acetilagdo que alteram os niveis séricos do farmaco:
acetiladores lentos, intermediarios e rapidos, o que pode alterar o desfecho
terapéutico. O objetivo do estudo foi investigar se os diferentes perfis podem
influenciar no tempo de negativagao da cultura de escarro, e se existe correlagéo
entre carga bacilar e gravidade da doenga com tempo de converséo da cultura.
A populacao de estudo foi composta por 62 pacientes, que tiveram seus DNAs
sequenciados para identificacdo de mutagbes no gene NATZ2 e seus perfis de
acetilagdo determinados. A analise genotipica detectou 10 SNPs, sendo as
mutagbes 341 T>C (39,65%) e 481 C>T (38,71%) as mais frequentes. A
determinagao das variantes alélicas identificou NAT2*6B (29,03%), NAT2*6A
(23,39%) e NAT2*4 (24,19%) como os alelos mais frequentes e NAT2*5B/*5B
como o gendtipo mais frequente (20,4%). Dentre os 62 pacientes, foi possivel
correlacionar tempo de negativagao da cultura e perfil de acetilagdo entre 43
deles, os quais 58,3% e 55,6% tiveram o gendtipo lento com maior frequéncia
no més 1 e més 3, respectivamente. Por meio de dados microbioldgicos, a
carga bacilar e a gravidade da doenga também foram comparadas com o tempo
de negativagdo, indicando que os pacientes com doenga moderada ou
avancada (76,7%) e aqueles com carga bacilar alta (60,4%), ndo tiveram
associacao estatistica com o tempo de conversao da cultura. Por ultimo,
curvas de crescimento de isolados de M. tuberculosis de pacientes foram
construidas para verificar possiveis diferencas na duragdo da fase lag entre os
isolados, porém nao foi observada diferenca estatistica entre elas. Com base
nos resultados encontrados, verifica-se que nao existe associacdo entre o
perfil de acetilagdo do paciente, a carga bacilar, a gravidade da doenca e o

tempo de negativagao da cultura de escarro.

Palavras-chave: Tuberculose, meios de cultura, escarros, acetilagao.




ABSTRACT

N-acetyltransferase 2 is the main enzyme responsible for the metabolism and
inactivation of isoniazid in humans. Mutations in the gene NAT2 lead to 3 profiles of
acetylation genotype that modify serum levels of the drug: slow acetylators,
intermediate and fast, which can change the therapeutic outcome. The aim of the
study was to investigate whether different profiles can influence the time of
negativation sputum culture, and if there is a correlation between bacterial load and
disease severity with time to culture conversion. The study population comprised 62
patients who had their DNAs sequenced for identification of mutations in the gene
NAT2 and to determine the acetylation. Genotypic analysis detected 10 SNPs, and
SNPs 341 T>C (39.65%) and 481 C>T (38.71%) were the most frequent. The
determination of allelic variants identified NAT2*6B (29.03%), NAT2*6A (23.39%)
and NAT2*4 (24.19%) as alleles more frequent and NAT2*5B/5B as the most
frequent genotype (20.4%). Among 62 patients, it was possible to correlate time of
negative culture and acetylation profile of 43 them, which 58.3% and 55.6% had
genotype slow with greater frequency in month 1 and months 3, respectively.
Through microbiological data, the bacterial load and severity of disease were also
compared with the time of negativation, indicating that patients with moderate or
advanced disease (76.7%) and those with high bacterial load (60.4%) had no
statistical association with the conversion time of culture. Finally, growth curves of
strains of M. tuberculosis of patients were constructed to evaluate possible
differences in the duration of the lag phase between the isolates, but there was no
statistical difference between them. Based on these results, it is found that there is
no association between the profile acetylation of the patient, bacterial load and the

severity of the illness and the time of negative sputum cultures.

Keywords: Tuberculosis, culture medium, sputum, acetylation.
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca bacteriana infecciosa causada pelo bacilo
Mycobacterium tuberculosis, que pode se apresentar restrita ao pulmao (tuberculose
pulmonar) ou disseminada para outros orgaos (tuberculose extrapulmonar). Ela é
transmitida de pessoa a pessoa via aerossodis expelidos dos pulmdes durante a
tosse, fala ou espirro de pessoas com a doenga respiratoria ativa (BRASIL, 2011;
WHO, 2012a).

O bacilo Mycobacterium tuberculosis, ao ser inalado, € fagocitado pelos macréfagos
alveolares e geralmente destruido. As micobactérias que escapam da destruicao
intracelular se multiplicam e levam ao rompimento dos macrofagos. Como
consequéncia, os células inflamatorias migram para o local da infecgdo, os
monaocitos se diferenciam em macrofagos que fagocitam os bacilos porém néo os
destroem. Assim, as micobactérias comegam a crescer em fase logaritmica e os
macrofagos se acumulam, porém ocorrem pequenos danos nos tecidos (VAN
CREVEL, OTTENHOFF e VAN DER MEER, 2002).

Apos 2 a 3 semanas, desenvolve-se o sistema imune do hospedeiro e a infecgao
torna-se latente quando ocorre a formacdo de necrose caseosa na lesdao o que
impede o crescimento extracelular da micobactéria. A doenga pode progredir em
algum momento e até se disseminar via hematogénica apds meses ou anos devido
a possiveis falhas no sistema imunolégico do hospedeiro (VAN CREVEL,
OTTENHOFF e VAN DER MEER, 2002).

Os sinais e sintomas da tuberculose pulmonar ativa — tosse persistente, dores no
peito, fraqueza, perda de peso, febre vespertina e suores noturnos - sdo comuns a
varias enfermidades, porém a extensdo temporal dessas manifestagdes € um
indicativo especifico da doenga (BRASIL, 2011; WHO, 2012a, 2012b).

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (OMS), em 2011 surgiram 8,7 milhdes de
novos casos da doencga, o que corresponde a 125 casos por 100.000 habitantes, e
ocorreram 1,4 milhdes de mortes por TB (WHO, 2012a). Cerca de 95% do casos e
das mortes ocorrem nos paises em desenvolvimento (WHO, 2012b). Um tergo da
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populagdo mundial esta infectado com o bacilo, porém apenas 5 a 10% delas iréo
desenvolver a doenga ativa dentro de 1 a 2 anos apos a infecgéo (TB primaria) ou
apos esse tempo (TB pés-primaria) (VAN CREVEL, OTTENHOFF e VAN DER
MEER, 2002; WHO, 2012b).

O diagnostico € de fundamental importéncia para prevenir a doenga e para obter
menores taxas de mortalidade e de sequelas pulmonares. A maioria das
micobactérias apresenta o crescimento lento. Logo, a baciloscopia desempenha um
papel fundamental no diagndstico precoce da TB, pois os resultados s&o obtidos
dentro de poucas horas (ABE, 2003). Porém essa técnica apresenta limitagdes como
baixa sensibilidade (61%) (LEE et al., 2003). Os exames de cultura sdo métodos de
elevada sensibilidade e especificidade, sendo considerados o padrao-ouro e 0 uso
combinado de um meio solido e um meio liquido € o mais indicado em um
laboratorio para o diagnéstico da tuberculose (ALCAIDE et al., 2000; CEYHAN,
SIMSEK e TARHAN, 2012). Os sistemas automatizados baseados em meio liquido
como o BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacterial Detection System (Becton Dickinson,
Sparks, MD), mostram ser significativamente melhores para o isolamento primario
do bacilo de amostras clinicas (ABE, 2003), com sensibilidade de 100% do que
meios soélidos a base de ovo (Ogawa ou Lowenstein-Jensen) com sensibilidade de
87,2% segundo Lee e colaboradores (2003) e de 92,7% de acordo com Ceyhan e
colaboradores (2012). Além disso, existem os métodos moleculares para o
diagnodstico que fornecem resultados dentro de 24 a 48 horas pois n&o precisam de
esperar o crescimento da bactéria, porém s&o ainda relativamente caros e de dificil

execugao, o que impossibilita seu uso em laboratoérios de rotina (PALOMINO, 2006).

A tuberculose é uma doenga curavel em praticamente 100% dos casos novos,
sensiveis ao medicamentos anti-TB, desde que obedecidos os principios basicos da
terapia medicamentosa e a operacionalizacdo do tratamento. A associagao
medicamentosa adequada, as doses corretas e o uso por tempo suficiente sao os
principios basicos fundamentais para prevenir a persisténcia bacteriana e o
desenvolvimento de resisténcia aos farmacos, o que promove a cura dos pacientes
e a quebra na cadeia de transmissdo (PALOMINO, LEAO e RITACCO, 2007,
BRASIL, 2011).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Tratamento da Tuberculose

A estreptomicina (SM), descoberta em 1944, foi o primeiro farmaco utilizado para o
tratamento da tuberculose. Porém, logo se observou que o M. tuberculosis era capaz
de desenvolver resisténcia a este farmaco e percebeu-se que a monoterapia nao
proporcionaria a cura efetiva da doencga. Devido a este fato, em 1950, foi introduzido
0 acido para-aminosalicilico (PAS) ao tratamento e os dois farmacos passaram a ser
usadas em combinagdo para prevenir o surgimento de resisténcia do bacilo
(CROFTON e MITCHISON, 1948; PALOMINO, LEAO e RITACCO, 2007). No ano de
1953, 40 anos apds sua descoberta, a isoniazida (INH) foi introduzida no esquema
terapéutico e se tornou a base do tratamento por quase um década. Porém, o
esquema terapéutico requeria um tempo muito prolongado de tratamento de 24
meses, o que levou, em 1960, a substituicdo do PAS pelo etambutol (EMB),
encurtando o tempo de terapia para 18 meses. Ja na década de 1960, com o
advento da descoberta da rifampicina (RMP), desenvolveu-se um novo esquema
poliquimioterapico composto por INH, RMP, EMB e SM, diminuindo ainda mais o
tempo para 9 meses. Outra melhora significante ocorreu em 1980, quando a
pirazinamida (PZA) foi introduzida a terapia anti-tuberculose, o que reduziu o tempo
total de tratamento para apenas 6 meses (FOX, ELLARD e MITCHISON, 1999;
REDON et al., 2006; PALOMINO, LEAO e RITACCO, 2007).

Na tuberculose, a poliquimioterapia é explicada por 2 caracteristicas biologicas:
primeira, o tratamento da TB ativa com um unico farmaco resulta na selegdo de
bacilos resistentes e, consequentemente, falha terapéutica. Segunda, caracteristicas
bioldgicas especificas dos bacilos levam a mutagdes que resultam em populagdes
diferentes (cada uma com um padrao diferente de susceptibilidade aos farmacos)
coexistindo em um mesmo paciente (SHAMPUTA et al., 2006; PALOMINO, LEAO e
RITACCO, 2007).

Diante dessas caracteristicas, o tratamento da TB tem 2 focos principais: primeiro, a
necessidade de matar rapidamente os bacilos extracelulares que estdo nas

cavidades dos pulmdes os quais sdao metabolicamente ativos e se dividem
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continuamente; com isso, a negativacdo do escarro é mais rapida quebrando,
portanto, a cadeia de transmissao. Segundo, a necessidade de eliminar os bacilos
que se replicam mais lentamente e os bacilos que vivem dormentes no meio
intracelular em outros tecidos do hospedeiro, que podem persistir e levar a recidiva
da doenga (MITCHISON, 2000; ONYEBUJOH et al.,, 2005; PALOMINO, LEAO e
RITACCO, 2007).

O tratamento da tuberculose € complexo com a administracdo de varios
medicamentos por um determinado periodo de tempo mesmo depois de melhora
clinica aparente (RODRIGUES et al., 2007).

No Brasil, o esquema basico de farmacos para TB pulmonar e extrapulmonar
(exceto meningoencefalite) bem como para todos os casos de recidiva e retorno
apos abandono e a sua posologia recomendados pela Il Diretrizes para Tuberculose
da Sociedade Brasileira de Pneumologia e Tisiologia (SBPT) baseia-se no uso de
INH, RMP, PZA e EMB, com apresentagao farmacologica em comprimidos de doses
fixas combinadas desses 4 medicamentos (Tabela 1). Essa recomendagao é
preconizada pela OMS e € utilizada na maioria dos paises, para adultos e

adolescentes.

Tabela 1. Esquema basico para o tratamento de TB no Brasil. O numero que antecede a sigla indica
0 numero de meses de tratamento; dose por comprimido: R (Rifampicina) = 150mg; H (Isoniazida) =
75mg; Z (Pirazinamida) = 400mg; E (Etambutol) = 275mg. (SBPT, 2009).

Esquema Farmacos Peso Dose Meses
2RHZE RHZE Até 20kg R: 10mg/kg/dia 2
Fase intensiva H: 10mg/kg/dia

Z: 35mg/kg/dia
E: 25mg/kg/dia

20-35kg 2 comprimidos
36-50kg 3 comprimidos
> 50kg 4 comprimidos
4RH RH Até 20kg R: 10mg/kg/dia 4
Fase de manutengéo H: 10mg/kg/dia
20-35kg 2 comprimidos
36-50kg 3 comprimidos

> 50kg 4 comprimidos
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Os farmacos anti-TB de primeira linha garantem o sucesso terapéutico, desde que o
tratamento seja realizado corretamente. INH e RMP sdo os medicamentos de maior
acao bactericida, sendo ativas em todas as populagdes bacilares sensiveis, quer
intracavitarias, nos granulomas ou intracelulares. RMP é o medicamento com maior
poder esterilizante. PZA e SM também s&o bactericidas contra algumas populagdes
de bacilos. PZA é ativa apenas em meio acido (intracelular ou no interior dos
granulomas). SM é bactericida contra os bacilos de multiplicagédo rapida (localizados
no interior das cavidades pulmonares). EMB €& bacteriostatico e utilizado em
associagdo com medicamentos mais potentes para prevenir a emergéncia de bacilos
resistentes (OMS, 2006; BRASIL, 2011).

Embora o esquema proposto seja altamente eficiente, observa-se, com frequéncia
variavel, ineficacia do tratamento o que pode levar ao desenvolvimento de formas
resistentes da doenca, denominadas de tuberculose multidroga resistente (TB-MDR)
- doenga causada por M. tuberculosis que é resistente a pelo menos INH e RMP
com ou sem resisténcia a outros farmacos anti-TB (VEEN, 1995; RODRIGUES et al.,
2007; KANT et al., 2010).

Os casos de TB-MDR sao muito mais dificeis de tratar. A quimioterapia baseia-se
em medicamentos de segunda linha que apresentam mais frequentemente efeitos
adversos, sdo mais caros € menos eficazes do que os farmacos de primeira linha
(INH, RMP, PZA e EMB). Os medicamentos de segunda linha incluem
aminoglicosideos (canamicina e amicacina), polipeptidio (capreomicina), PAS,
cicloserina, tioamidas (etionamida e protionamida) e varias fluoroquinolonas
(moxifloxacino, levofloxacino e gatifloxacino) (PALOMINO, LEAO e RITACCO,
2007). Além disso, a duragao do tratamento é maior do que o esquema padronizado
e deve ser continuado até 9 meses a 1 ano depois que o escarro foi
bacteriologicamente negativo (ONYEBUJOH et al., 2005; KANT et al, 2010).
Entretanto, cerca de dois tergos dos pacientes com TB-MDR alcancam a cura
(ORENSTEIN et al., 2009; LAWN e ZUMLA, 2011).

Outro problema ainda mais grave é a tuberculose super resistente a drogas (TB-
XDR) que é definida como a doenga causada por M. tuberculosis resistente a pelo

menos RIF, INH, um farmaco injetavel de segunda linha (capreomicina, canamicina
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ou amicacina) e fluoroquinolona (CDC, 2006). O tratamento para essa forma de
resisténcia deve ser individualizado com farmacos de reserva (capreomicina,
moxifloxacino, PAS e etionamida) (SBPT, 2009).

2.2 Isoniazida

Isoniazida é bactericida e possui atividade especifica contra M. tuberculosis e menor
atividade contra patogenos oportunistas do complexo Mycobacterium avium
(MDLULI et al., 1998). Possui baixo custo, excelente penetracéo intracelular e
biodisponibilidade e pequeno espectro de agdo, o que permite que ela seja o agente
antimicobacteriano ideal (RILEY, 1996).

A morte microbiana por isoniazida cessa apos 2 a 3 dias de iniciada a terapia. Como
resultado, a atividade antimicrobiana nos pacientes é medida por meio da ABP
(Atividade Bactericida Precoce) de um medicamento que é definida como a
diminui¢cdo, durante os 2 primeiros dias de tratamento, em logio na contagem de
Unidades Formadoras de Colonia (UFCs) de Mycobacterium tuberculosis no escarro
de pacientes com tuberculose pulmonar confirmada por amostras de escarro com
baciloscopias positivas (JINDANI et al., 1980; DONALD et al., 2004). Sirgel e
colaboradores (2000) mostraram que a ABP da INH é maior quando comparada com
a ABP da rifampicina como confirmado em outros estudos (JINDANI et al., 1980;
SIRGEL et al., 1993; DONALD et al., 1997), o que indica que INH é o farmaco mais
bactericida nos primeiros dias do tratamento para tuberculose (SIRGEL et al., 2000).

Hidrazida do acido isonicotinico (isoniazida — CgH7N3O) (Figura 1) foi sintetizada
pela primeira vez por Meyer e Mally a partir do etilisonicotinato e hidrato de
hidrazina, em 1912, porém sua atividade terapéutica s6 foi descoberta 40 anos mais
tarde (MEYER e MALLY, 1912). No ano de 1952, iniciou-se o primeiro ensaio clinico
com a isoniazida em que Robitzek e Selikoff mostraram que a droga era eficaz no
tratamento da TB humana (ROBITZEK, SEILKOFF e ORNSTEIN, 1952; SELIKOFF
e ROBITZEK, 1952).
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Uma vez que a isoniazida € uma base fraca, ela € soluvel tanto em agua quanto em
lipideos, ndo se liga significativamente a proteinas e se difunde facilmente através
da membrana lipidica (BOXENBAUM et al., 1975). Sua atividade n&o é afetada pela
variagdo de pH na faixa de 5.0 a 8.0 (MITCHISON, 1952). Se difunde com facilidade
nos macrofagos (JOHNSON et al, 1980) sendo eficaz tanto contra bacilos
intracelulares quanto extracelulares (MACKANESS e SMITH, 1953).

0 NH-—NH
¢ COOH
AN AN
y p
I I

Figura 1. Estruturas quimicas da isoniazida (I) e do acido isonicotinico (ll). (Adaptado de Riley, 1996).

2.2.1 Farmacocinética, Metabolismo e Toxicidade

A isoniazida é rapidamente absorvida apds administragcdo oral ou parenteral e se
difunde para todos os fluidos corporais, inclusive para o liquido cefalorraquidiano e
para todos os compartimentos intracelulares. O pico de concentragdes de 3 a 8 mg/L
surge no sangue entre 1-2 horas depois da ingestdo de 300mg da droga. A meia-
vida plasmatica varia de 1 a 6 horas, o0 que depende da sua taxa de acetilagcédo, que
esta relacionada com diferengcas genéticas na atividade do sistema polimérfico
enzimatico da N-acetiltransferase 2 (NAT2) do hospedeiro, codificada pelo gene
NAT2. NAT2 é encontrada predominantemente no figado e no intestino delgado,
locais em que a isoniazida é metabolizada. O farmaco e seus metabdlitos séo
excretados na urina dentro de 24 horas (EVANS, MANLEY e MC, 1960; WEBER e
HEIN, 1979; HOLDINESS, 1984; RILEY, 1996; PALOMINO et al., 2007).

Primeiro, a N-acetiltransferase 2 acetila a isoniazida produzindo acetilisoniazida;
este produto é hidrolisado a acido isonicotinico e monoacetilhidrazina (toxica), que &

acetilada a diacetilhidrazina (Figura 2). Nenhum desses metabdlitos derivados da
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INH tem qualquer atividade anti-TB (HOLDINESS, 1984; RILEY, 1996; PALOMINO
et al., 2007).

Isoniazida
N-acetiltransferase lAcetilagéo

Acetilisoniazida

/\ Hidrélise

Acido isonicotinico Monoacetilhidrazina
(téxico)

Conjugacdo com glicina l lAcetnagéo

Isonicotinilglicina Diacetilhidrazina
(ndo téxico)

Figura 2. Via de N-acetilacdo da INH.

De 10 a 20% dos pacientes podem desenvolver aumento transitério de enzimas
hepaticas no inicio do tratamento e algumas vezes desenvolver danos hepaticos.
Nesses casos, a administracdo de INH deve ser interrompida. A hepatotoxicidade
esta associada com a presenga de grupos hidrazida que foram apenas parcialmente
acetilados o que gera um produto intermediario produzido pela N-hidroxilagdo de
monoacetilhidrazina, um dos metabdlitos da droga (BERNSTEIN et al, 1952;
JENNEY e PFEIFFER, 1958; TIMBRELL et al., 1980; HOLDINESS, 1984;
PALOMINO et al., 2007). A INH e a monoacetilhidrazina competem pelas vias de
acetilacdo e este ultimo causa hepatotoxicidade (PERETTI, KARLAGANIS e
LAUTERBURG, 1987).

A funcéo hepatica deve ser monitorada antes e durante o tratamento, principalmente
em pacientes com historico de disfung&o renal ou hepatica, cujas doses devem ser
reduzidas para prevenir mais danos. Efeitos adversos neurolégicos e hematoldgicos
e reagodes de hipersensibilidade ocorrem menos frequentemente (PALOMINO, LEAO
e RITACCO, 2007).
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2.2.2 Mecanismo de Agao

Atualmente propde-se que a INH atue indiscriminadamente em varios alvos e o

mecanismo bactericida permanece controverso (SLAYDEN e BARRY, 2000).

A isoniazida € um pro-farmaco que requer a enzima catalase-peroxidase (codificada
pelo gene katG) da célula micobacteriana para sua ativacdo antes de exercer sua
atividade terapéutica (BODIGUEL et al., 2001). Sua forma ativa inibe a biossintese
dos acidos micdlicos, que sa&o componentes essenciais da parede celular
micobacteriana atingindo varios alvos na parede celular, incluindo a enzima enoil
ACP redutase (InhA) e a p-cetoacil ACP sintase (KasA) (ROZWARSKI et al., 1998).
A INH é bactericida contra bacilos metabolicamente ativos e bacteriostatica contra
os bacilos em repouso (ZHANG et al., 1992; SLAYDEN e BARRY, 2000; SANDY et
al., 2005; PALOMINO et al., 2007).

Além disso, o bacilo M. tuberculosis expressa o gene nat que codifica a enzima N-
acetiltransferase (NAT). Sabe-se que essa enzima metaboliza a INH em organismos
em crescimento. E provavel que NAT compita com a enzima KatG pela INH (figura
3), inativando o farmaco para que n&o exercga seu efeito bactericida (PAYTON et al.,
1999; UPTON et al., 2001).
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Figura 3. Esquema que mostra a ativagéo e inativagdo da INH dentro da célula micobacteriana. INH
é um proé-farmaco e requer a ativagdo pela catalase-peroxidase (gene KatG). A enzima NAT pode
acetilar a INH, o que resulta em inatividade terapéutica (Adaptado de Bodiguel et al, 2001).

Ainda, quando ativada, a INH produz espécies extremamente reativas que
potencialmente possuem a capacidade de impedir muitos processos celulares. De
fato, muitos efeitos pleiotropicos tais como a inibigcdo da sintese de macromoléculas,
especialmente de proteinas e acidos nucléicos, sdo observados (TSUKAMURA e
TSUKAMURA, 1963; MCCLATCHY, 1971).

Dentre os principais efeitos com o uso de INH, podem ser observadas mudancgas na
ultraestrutura bacteriana por microscopia eletronica (TAKAYAMA, WANG e
MERKAL, 1973). A viscosidade do proteoplasma comega a aumentar o que sugere
gue a sintese proteica ocorre normalmente e o volume da célula continua 0 mesmo
(TAKAYAMA, KEITH e SNIPES, 1975a). Evidéncias sugerem que o mecanismo de
acao da INH esteja relacionado com a integridade da parede celular ao se basear
nas seguintes observacdes: perda de resisténcia ao acido, facilidade com que
moléculas de alto peso molecular podem se extravasar de células tratadas com INH
e diminuicdo da natureza hidrofébica das células que coincidem com uma rapida
diminuicdo de acidos micolicos da fracédo de lipideos ligantes (WINDER, COLLINS e
ROONEY, 1970; WINDER e ROONEY, 1970).
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Para Takayama e colaboradores, estudos dos efeitos bioquimicos da INH na sintese
do acido micolico em M. tuberculosis mostraram que existe uma perfeita correlacéao
entre viabilidade e inibicdo da sintese do acido micolico. Além disso, a habilidade
para reverter os efeitos na producdo do acido micdlico e a habilidade do
microrganismo de se recuperar dos efeitos da droga sédo coincidentes (TAKAYAMA,
WANG e DAVID, 1972; TAKAYAMA, ARMSTRONG e DAVID, 1974).

A concentrag&o inibitéria minima (CIM) da isoniazida varia de 0,02 a 0,2mg/L
(PALOMINO et al., 2007). Na CIM, o farmaco induz o acumulo de acidos graxos
saturados com 24 a 26 carbonos e inibe a producdo de acidos maiores do que estes,
incluindo o acido micdlico. Sugere-se, a partir desta evidéncia, que ocorra a
dessaturacdo do acido tetracosanodico (TAKAYAMA et al., 1975b; DAVIDSON e
TAKAYAMA, 1979).

Existem também evidéncias de que a INH induz a expressédo de genes envolvidos
na producédo da parede celular tais como o complexo do antigeno 85 que tem a
funcdo de transferir os acidos micdlicos para os arabinogalactanos adjacentes
(GARBE, HIBLER e DERETIC, 1996; BELISLE et al., 1997).

2.2.3 Farmacogenética e Isoniazida

Apos 50 décadas de pesquisas farmacogenéticas, sabe-se, hoje, que diferengas
genéticas entre individuos podem explicar variabilidades observadas na
farmacocinética, eficacia e toxicidade de algumas drogas (KIRCHHEINER, FUHR e
BROCKMOLLER, 2005).

A farmacogenética € uma area de estudo muito promissora, principalmente por ter
um impacto importante nas doengas infecciosas negligenciadas de paises em
desenvolvimento, como malaria, tuberculose e HIV/AIDS (PANG, 2003). Ela é
definida como o estudo de variagdes genéticas que causam respostas variaveis a
farmacos e inclui o estudo de polimorfismos genéticos de transportadores de
farmacos, enzimas que metabolizam farmacos e receptores de farmacos (ALTMAN
e KLEIN, 2002; SEVERINO e DEL ZOMPO, 2004). E importante destacar que essa
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variabilidade na resposta individual a um medicamento € influenciada, em parte, por
fatores como sexo, idade, peso, funcdo renal e hepatica, coadministracdo de
medicamentos, heterogeneidade da doenca, estado nutricional ou fumo (TOMALIK-
SCHARTE et al., 2008).

Assim que a sequéncia do genoma humano tornou-se disponivel, muitas variagdes
genéticas foram detectadas, como os polimorfismos e as mutagdes. Grande parte
dos polimorfismos ocorre em bases unicas e sdo denominados Polimorfismos de
Nucleotideo Unico (SNPs), que sdo diferengas entre cromossomos em uma base
nucleotidica presente em um local especifico na sequéncia do DNA (mutagdes
pontuais) e devem estar presentes na populagdo em taxas maiores ou iguais a 1%
(The International HapMap Project, 2003; A haplotype map of the human genome,
2005; REDON et al., 2006; SIM et al., 2008). Estima-se que cerca de 10 milhdes de
SNPs comuns existam (em média, um a cada 300 bases), constituindo 90% da
variagdo na populagdo mundial. Os 10% restantes sdo devido a uma gama de
variantes raras na populacédo. A presenca de SNPs particulares em um individuo é
determinada por meio da genotipagem da amostra de DNA genbémico (The
International HapMap Project, 2003; REICH, GABRIEL e ALTSHULER, 2003).

Uma combinacdo especifica de alteragées genéticas observadas ao longo de um
cromossomo € conhecida como haplétipo. Novos haplétipos sdo formados por
mutagdes adicionais ou pela recombinacdo quando cromossomos maternos e
paternos trocam segmentos correspondentes do DNA, o que resulta em um
cromossomo que € uma combinacado dos dois haplétipos, o paterno e o materno, ou
seja, cada combinagcdo de SNPs constitui um haplétipo distinto que € reconhecido
como um alelo do sistema de haplotipos (Figura 4) (XU et al., 2002; The International
HapMap Project, 2003; PAABO, 2003; SABBAGH e DARLU, 2005).
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Hapl6tipo1 CTCAAAGTACGGTTCAGGCA
Haplotipo2 TTGATTGCGCAACAGTAATA
Haplotipo 3 CCCGATCTGTGATACTGGTG

b Haploétipos

Haplétipo 4
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Figura 4. a, SNPs. Mostra um pedaco da fita de DNA de quatro versbes da mesma regido do
cromossomo em pessoas diferentes. A maioria da sequéncia do DNA ¢é idéntica nesses
cromossomos, porém em trés bases ocorrem variagdes. Cada SNP tem dois possiveis alelos; o
primeiro SNP no painel a tem os alelos C e T. b, Haplétipos. Um haplétipo € composto de uma
combinagéo particular de SNPs préximos. Apenas as bases que variam sdo mostradas, incluindo os
trés SNPs que aparecem no painel a. (Adaptado de The International HapMap Project, 2003).

Variantes que levam a deficiéncias da atividade enzimatica bem como aquelas que
reduzem ou aumentam a atividade quando comparadas com alelos tipo selvagem ja
estdo descritas, como é o caso da enzima humana que metaboliza a INH, conhecida
como N-acetiltransferase 2 (NAT2) (TOMALIK-SCHARTE et al., 2008). Logo que a
INH comecgou a ser utilizada no tratamento da TB, a partir do ano de 1953, uma
ampla variagdo no seu metabolismo foi encontrada em humanos (BONICKE e REIF,
1953; HUGHES, 1953; HUGHES et al., 1954).

Estudos iniciais de farmacocinética para INH mostraram que o farmaco é eliminado
de forma bimodal (EVANS et al., 1960). Ainda, segundo Mandell e colaboradores
(1996), os acetiladores intermediarios e rapidos constituiam um unico grupo
de

classificado como rapido, o que caracterizou uma distribuicdo bimodal

acetiladores: os acetiladores lentos e os acetiladores rapidos.

Porém, técnicas de biologia molecular moderna e métodos analiticos aprimorados
estabeleceram, sem duvidas, que a eliminagdo da INH segue um modelo trimodal

que classifica os individuos em trés genaotipos: homozigotos lentos (SS - apresentam
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dois alelos mutantes com baixa atividade), heterozigotos intermediarios (FS -
apresentam um alelo mutante e um selvagem) e homozigotos rapidos (FF —
apresentam dois alelos funcionais) . Assim, os parametros farmacocinéticos de
acetilagcao sao definidos como acetiladores lentos, intermediarios e rapidos (figura 5)
(SUNAHARA, URANOM e OGAWAM, 1961; DEGUCHI, MASHIMO e SUZUKI,
1990; PARKIN et al., 1997; SEIFART et al., 2001; SABBAGH e DARLU, 2005).

O polimorfismo genético na atividade de NAT2 & um dos mais comuns nos
individuos com variedade fenotipica e variacdo alélica dentro de populacbes
humanas, o que leva a variagdes interindividuais na capacidade de acetilagdo da
INH (CASCORSBI et al., 1995; GRANT et al., 1997; KITA et al., 2001; CHEN et al.,
2006). Ainda, segundo Gumbo e colaboradores (2007), populagdes étnicas distintas
apresentam distribuicbes diferentes de perfis fenotipicos de acetilacdo. Portanto a

eficacia total da dose de INH recomendada pode ser diferente em grupos étnicos

distintos.
4 *11A *4 *14C *14A  *5B
191 191
341 341
X 481 481 481
803 803
a. Individuo com b. Individuo com c. Individuo com
genotipo acetilador rapido genotipo acetilador intermediario gendtipo acetilador lento
NAT2*4/ NATZ*11A NATZ*4/ NATZ2*14C NAT2*14A/ NAT2"5B
(dois alelos rapidos) (um alelo rapido e um alelo lento) (dois alelos lentos)

Figura 5. Exemplo de haplétipos. O simbolo (x) representa mutagdes defectivas e o simbolo (X)
representa mutagées funcionais. (Adaptado de Sabbagh e Darlu, 2005).

Em humanos, as reacdes de acetilacdo sido catalisadas pela NAT presente no
citosol, que apresenta duas isoformas, a N-acetiltransferase 1 (NAT1) e a N-
acetiltransferase 2 (NAT2) (UPTON et al.,, 2001). As NATs foram as primeiras
enzimas polimorficas metabolizadoras de xenobidticos identificadas em humanos e
catalisam a conjugacéo do grupo acetil do acetil-CoA para uma amina, hidrazina ou
hidroxilamina de componentes aromaticos (EVANS et al., 1960; UPTON et al.,
2001). Pelo fato da NAT2 ser responsavel pela ativacdo e desativagdo de aminas
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aromaticas e heterociclicas de importancia clinica e farmacos hidrazinas, é de
grande interesse de saude publica entender a base molecular dos seus
polimorfismos (FRETLAND et al., 2001).

Os genes NAT humanos estao localizados no cromossomo 8p22 dentro de uma
regiao de 140-360 kb, que é uma regido instavel e geralmente deletada em células
tumorais, o que sugere a presenca de genes supressores de tumor neste local
(MATAS et al., 1997; THYGESEN et al., 1999; SIM et al., 2000). Existem 3 loci:
NAT1 e NATZ2, que sao genes funcionais e NATP, que € um pseudogene. NAT2
humano apresenta mRNA composto pelo éxon codificador da proteina e outro éxon
de 100 pb localizado a 8kb senso (5 UTR) do codon de iniciagao (BLUM et al., 1990;
UPTON et al., 2001) . As variantes alélicas de NAT2 possuem uma ou mais
combinagdes de SNPs na regido codificante de 873pb e ndo apresentam introns
(Figura 6) (VATSIS, MARTELL e WEBER, 1991; SABBAGH e DARLU, 2005; HEIN e
DOLL, 2012).

Pseudogene D8S21

<« Telomero // — m // Centromero o

NAT1 humano NAT2 humano

873 pb

LI 11 1T

Figura 6. Representacdo esquematica do cromossomo 8p22 mostrando a regido de NAT2.
(Adaptado de Sim et al, 2000).

Estes polimorfismos no gene NATZ2 possuem grande importancia por estarem
relacionados tanto com a resposta terapéutica da INH quanto com a toxicidade de
regimes antimicobacterianos que contém o farmaco (DICKINSON et al., 1981;
ELLARD, 1984). Os sete polimorfismos mais frequentemente encontrados na regiao
codificante do gene NAT2 sdo 191G>A, 282C>T, 341T>C, 481C>T, 590G>A,
803A>G e 857G>A (HEIN e DOLL, 2012). Quatro deles (nas posi¢des 191, 341, 590
e 857) resultam em uma substituigdo de aminoacidos que levam a uma diminui¢gao
significante na capacidade de acetilacdo. Os outros 3 sdo mutagdes silenciosas
(282C>T, 481C>T) ou substituicdo ndo-sinbnima que nao altera o fenotipo (803A>G)
(SABBAGH e DARLU, 2005).
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Em um estudo realizado por Weber e colaboradores (1983), verificou-se que apos
uma dose oral de 300mg de INH, os acetiladores rapidos excretaram 23% da droga
como diacetilhidrazina e os acetiladores lentos excretaram apenas 5% deste
metabdlito. Consequentemente, associou-se o perfil fenotipico com aumento de

hepatotoxicidade induzido pela droga.

Os pacientes acetiladores lentos, ou seja, portadores de dois alelos defectivos,
desenvolvem hepatotoxicidade mais frequentemente do que os acetiladores rapidos,
pacientes com os dois alelos funcionais, durante o tratamento para TB com o regime
padronizado (OHNO et al,, 2000; HUANG et al., 2002; TEIXEIRA et al., 2011;
AZUMA et al., 2012). Em contraste, os acetiladores rapidos estdo mais propensos a
faléncia terapéutica provavelmente devido a exposigao insuficiente a INH (Figura 7)
(PARKIN et al., 1997; DONALD et al., 2004; AZUMA et al., 2012).

250
1% Dose padrao
200 [J%% Dose gendtipo-especifica
150 — T |
100
50 — ‘

o

“ l \

- 4

B e

Janela Terapéutica i
Efeitos adversos Falta de eficacia

Figura 7. Esquema que mostra o beneficio de ajuste de dose baseado no genétipo. Individuos que
apresentam baixa atividade metabolizadora de drogas apresentam maior probabilidade de
desenvolverem efeitos adversos. Em contrapartida, individuos que metabolizam rapidamente tém
maior tendéncia a apresentarem falha terapéutica. c: concentragdo da droga; t: tempo. (Adaptado de

Kirchheiner et al; 2005).

Estas observagcdes implicam que a dosagem atual de INH recomendada
internacionalmente é muito alta para os acetiladores lentos e insuficiente para os

acetiladores rapidos. Assim, poderia se assumir que o tratamento estratificado de
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acordo com a farmacogenética tem o potencial de evitar desfechos desfavoraveis

com aumento significativo da taxa de cura (AZUMA et al., 2012).

Ainda, devido a alta frequéncia e importadncia no polimorfismo de NAT2 na
susceptibilidade a toxicidade a farmacos e/ou varios canceres, estudos sao
necessarios para caracterizar o efeito dos SNPs na fungdo de NAT2 (FRETLAND et
al., 2001).

Segundo o consenso de nomenclatura do gene NAT2 humano, da Universidade de
Louisville, atualizado em 22 de julho de 2011, o alelo de referéncia NATZ2*4
(associado com fendtipo acetilador rapido), 25 SNPs distintos e 65 variantes alélicas
ja estao identificados na populagao humana (Tabela 2)
(<http://louisville.edu/medschool/pharmacology/consensus-human-arylamine-n-

acetyltransferase-gene-nomenclature/nat_pdf files/Human_NATZ2_alleles.pdf>).

Tabela 2. Alelos NAT2 humanos. A mutagéo que caracteriza cada grupo esta em letra vermelha.

Alelo NAT2 SNPs Fenoétipo
NAT2*4 Tipo selvagem Rapido
NAT2*5A 341T>C, 481C>T Lento
NAT2*5B 341T>C, 481C>T, 803A>G Lento
NAT2*5C 341T>C, 803A>G Lento
NAT2*5D 341T>C Lento
NAT2*5E 341T>C, 590G>A Lento
NAT2*5F 341T>C, 481C>T, 759C>T, 803A>G Lento
NAT2*5G 282C>T, 341T>C, 481C>T, 803A>G Lento
NAT2*5H 341T>C, 481C>T, 803A>G, 859Del Lento
NAT2*5] 341T>C, 411A>T, 481C>T, 803A>G Lento
NAT2*5J 282C>T, 341T>C, 590G>A Lento
NAT2*5K 282C>T, 341T>C -
NAT2*5L 70T>A, 341T>C, 481C>T, 803A>G -
NAT2*5M 341T>C, 481C>T, 803A>G, 838G>A -
NAT2*5N 341T>C, 472A>C, 481C>T, 803A>G -
NAT2*50 203G>A, 341T>C, 481C>T, 803A>G -
NAT2*5P 282C>T, 341T>C, 481C>T, 578C>T, 590G>A, 803A>G -
NAT2*6A 282C>T, 590G>A Lento
NAT2*6B 590G>A Lento
NAT2*6C 282C>T, 590G>A, 803A>G Lento
NAT2*6D 111T>C, 282C>T, 590G>A Lento
NAT2*6E 481C>T, 590G>A Lento
NAT2*6F 590G>A, 803A>G -
NAT2*6G 282C>T, 518A>G, 590G>A -
NAT2*6H 282C>T, 590G>A, 766A>G -
NAT2*61 282C>T, 590G>A, 838G>A, 857G>A -
NAT2*6J 282C>T, 590G>A, 857G>A -
NAT2*6K 282C>T, 590G>A, 638C>T -

NAT2*6L 282C>T, 345C>T, 590G>A -
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Tabela 2. Alelos NAT2 humanos. A mutagdo que caracteriza cada grupo esta em letra vermelha.
(continuacéao)

Alelo NAT2 SNPs Fenétipo
NAT2*6M 152G>T, 282C>T, 590G>A -
NAT2*6N 282C>T, 481C>T, 590G>A -
NAT2*60 282C>T, 481C>T, 838G>A -
NAT2*7A 857G>A Lento
NAT2*7B 282C>T, 857G>A Lento
NAT2*7C 282C>T, 803A>G, 857G>A -
NAT2*7D 191G>A, 282C>T, 857G>A -
NAT2*7TE 282C>T, 481C>T, 857G>A -
NAT2*10 499G>A Lento
NAT2*11A 481C>T Rapido
NAT2*11B 481C>T, 859Del Desconhecido
NAT2*12A 803A>G Rapido
NAT2*12B 282C>T, 803A>G Rapido
NAT2*12C 481C>T, 803A>G Rapido
NAT2*12D 364G>A, 803A>G Lento
NAT2*12E 282C>T, 578C>T, 803A>G -
NAT2*12F 622T>C, 803A>G -

NAT2*12G 609G>T, 803A>G -
NAT2*12H 403G>C, 803A>G -
NAT2*121 228C>T, 803A>G -
NAT2*12J 29C>T, 803A>G -
NAT2*13A 282C>T Rapido
NAT2*13B 282C>T, 578C>T -
NAT2*14A 191G>A Lento
NAT2*14B 191G>A, 282C>T Lento
NAT2*14C 191G>A, 341T>C, 481C>T, 803A>G Lento
NAT2*14D 191G>A, 282C>T, 590G>A Lento
NAT2*14E 191G>A, 803A>G Lento
NAT2*14F 191G>A, 341T>C, 803A>G Lento

NAT2*14G 191G>A, 282C>T, 803A>G Lento
NAT2*14H 191G>A, 282C>T, 683C>T -
NAT2*14l 191G>A, 481C>T, 803A>G -
NAT2*17 434A>C Lento
NAT2*18 845A>C Rapido
NAT2*19 190C>T Lento
NAT2*20 600A>G -
NAT2*21 458C>T -

2.3 Justificativa

Sabe-se que o esquema basico para tratamento de TB no Brasil € composto pelos

quatro farmacos - isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol. Ja nos primeiros
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dias de tratamento, ocorre uma redugéo significativa da carga bacteriana em fungao
da atividade da rifampicina e da isoniazida, sendo que esta ultima é a principal
responsavel pela atividade bactericida precoce nos dois primeiros dias da terapia em
comparagao com a ABP da rifampicina como descrito (JINDANI et al., 1980; SIRGEL
et al., 1993; DONALD et al, 1997, SIRGEL et al., 2000), ao passo que a
pirazinamida e o etambutol possuem acdo esterilizante mais tardia. Assim, a
isoniazida € o farmaco essencial no tratamento da TB, devido a sua potente
atividade bactericida precoce.

A variagdo interindividual nas concentragcdes sistémicas de INH devido a
polimorfismos genéticos tem o potencial de influenciar tanto a resposta terapéutica
quanto a toxicidade para um paciente em regime que contem INH (DICKINSON et
al., 1981; ELLARD, 1984). A genotipagem de NAT2 ou a analise dos niveis séricos
de INH 6 horas apds a ingestdo, pode predizer a classificacdo do perfil de
acetilacdo. Isso sugere a possibilidade que esta analise possa ser feita antes do
inicio da medicagdo em pacientes de alto risco ao tratamento anti-tuberculose
(RANA et al., 2011). Em acetiladores rapidos, as concentragdes séricas de INH s&o
menores do que em acetiladores lentos e sua eficacia terapéutica pode nao ser
alcancada (EVANS et al., 1960).

Além do perfil acetilador do individuo, alguns estudos epidemiolégicos mostram que
o tempo de conversdo do exame direto e/ou da cultura pode ser variavel, com até
27,2% dos doentes apresentando resultados de cultura positiva com crescimento
bacteriano de M. tuberculosis apds 2 meses de tratamento, além de mostrarem uma
relagdo direta com a carga bacilar elevada (GOPI et al., 2006; WANG et al., 2009;
CAETANO MOTA et al., 2012).

Com base neste fato, poder-se-ia especular que o tempo de negativagado da carga
bacilar do escarro estaria relacionado com o perfil genotipico de acetilagdo do
paciente e com a carga bacilar antes do inicio do tratamento, ou seja, os
acetiladores lentos apresentariam menor tempo de negativagado se comparados com
os acetiladores rapidos e aqueles que apresentassem carga bacilar elevada

demorariam mais tempo para conversao da cultura.
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Embora l6gica, esta hipotese ainda ndo foi sustentada com base em ensaios clinico-
laboratoriais, o que torna necessario a realizacdo de estudos para um melhor

entendimento desta questao.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar geneticamente o perfil de acetilagdo da isoniazida em pacientes com
tuberculose pulmonar e analisar o seu papel no processo de redugao ou eliminagao

da carga bacilar no escarro.

3.2 Objetivos Especificos

a) Verificar a possibilidade de extragdo, amplificagcao e purificagdo de DNA gendmico
para o sequenciamento do gene NATZ2 a partir de amostras de escarro congeladas.

b) Caracterizar geneticamente o gene NAT2 em amostras de sangue e/ou escarro e,
assim, determinar o perfil de acetilagdo de pacientes com tuberculose pulmonar.

c) Avaliar a possivel associagao entre o perfil genotipico de acetilagdo da isoniazida
e o tempo de negativagdo da cultura de escarro de pacientes em vigéncia de

tratamento para tuberculose.

d) Avaliar a possivel associagédo entre a carga bacilar e o tempo de negativacao da

cultura de escarro de pacientes em vigéncia de tratamento para tuberculose.

e) Avaliar a possivel associacdo entre a gravidade da doenga e o tempo de
negativagdo da cultura de escarro de pacientes em vigéncia de tratamento para

tuberculose.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Aspectos éticos da pesquisa

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital
Universitario Cassiano Anténio de Moraes (HUCAM), Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), sob o numero de registro CEP — 288.963. Titulo: “Estudo
sobre a acetilagcdo da isoniazida em pacientes com tuberculose pulmonar e da sua

implicac&do na redugao ou eliminagéo da carga bacilar no escarro”.

4.2 Estratégia do Estudo

4.2.1 Delineamento do Estudo

Trata-se de um estudo do tipo descritivo transversal analitico, o qual utilizou sangue
e/ou escarro de pacientes com tuberculose para genotipagem de polimorfismos no
gene NAT2.

4.2.2 Local do Estudo

Este estudo foi realizado no Laboratério de Micobacteriologia do Nucleo de Doengas
Infecciosas (NDI) — Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), Espirito Santo,
em parceria com o Laboratorio de Biologia Molecular aplicada a Micobactérias do
Departamento de Micobacterioses — Instituto Oswaldo Cruz (IOC) — Fundagéao
Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, onde a parte experimental de
farmacogenética e analise dos resultados foi executada (extragdo do DNA
gendémico, amplificacdo das regides de interesse do gene NAT2, purificagdo dos
fragmentos amplificados, sequenciamento).
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4.3 Caracterizacao dos Pacientes

A populagcdo do estudo foi composta por 70 pacientes dentre aqueles que
participaram de ensaios clinicos prévios realizados no HUCAM e que atenderam aos

critérios de inclusdo estabelecidos, como mostrado a seguir:

- 10 pacientes do “Estudo fase |, aberto, randomizado, para avaliacdo da atividade
bactericida precoce de multiplas doses da Linezolida, Gatifloxacina, Levofloxacina e
Moxifloxacina em pacientes adultos nado infectados pelo HIV com tuberculose
pulmonar bacilifera e sem tratamento prévio para a doenga”. Registro CONEP:
7917.

- 38 pacientes do "Estudo prospectivo, multicéntrico, controlado, randomizado, para
a avaliagao de esquema encurtado do tratamento padrdo da tuberculose de 6 meses
para 4 meses, em pacientes HIV negativos, infectados com cepas sensiveis as
drogas, sem doenga cavitaria e com cultura negativa no segundo més de
tratamento”. Registro CONEP: 3319.

- 22 pacientes do estudo: “Analise do potencial preditivo e marcadores imunolégicos
e microbiolégicos na avaliagdo da resposta terapéutica anti-tuberculose em
pacientes adultos HIV negativos com baciloscopia positiva e baciloscopia negativa
para tuberculose pulmonar”. Registro CONEP: 1491.

4.3.1 Critérios de Inclusao

Para inclus&o no protocolo de estudo considerou-se os seguintes itens:

- Pacientes que tenham participado previamente dos estudos citados no item 4.2;

- Ambos os sexos e idade entre 18 e 65 anos;

- Que concordaram e assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
(TCLE).
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4.3.2 Critérios de Exclusao
Para exclus&o do protocolo de estudo considerou-se o seguinte item:

- Incapacidade de localizagdo do paciente.

- Incapacidade de assinatura do TCLE

4.4 Amostra Clinica
4.4.1 Escarro

Utilizou-se amostras de escarro previamente armazenadas no banco de escarros em
freezer a -70°C do NDI-UFES, referentes aos pacientes dos trés estudos citados no
item 4.2.

4.4.2 Sangue Total

Coletou-se 3mL de sangue em tubo vacutainer contendo anticoagulante (citrato de
sédio ou EDTA). A coleta foi realizada pelo pesquisador e por um enfermeiro
treinados para execugao do procedimento para assegurar o bem-estar do paciente e
a qualidade da amostra.

4.5 Caracterizagao do Tempo de Negativagao da Cultura de Escarro

As amostras de escarro, dos pacientes dos estudos citados no item 4.3, foram
processadas com NALC/ citrato de sddio e descontaminadas com hidroxido de
sdédio. Reconstituiu-se o sedimento com tampao fosfato e o inoculou em meio de
cultura solido (Lowenstein-Jensen) e meio de cultura liquido BACTEC™ 460 TB
System Mycobacterial Culture Media (Becton Dickinson, Sparks, MD). Observou-se
as culturas em meio solido semanalmente para verificagdo de crescimento

bacteriano até a 62 semana. Para a cultura no BACTEC, definiu-se como positivo um
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crescimento acima de 75 GU (Unidades de Crescimento) (VON GROLL et al., 2010).
Todos os isolados dos pacientes foram identificados como M. tuberculosis com base
nas caracteristicas fenotipicas das colbnias (rugosas, creme e opacas), na
sensibilidade ao p-nitro-a-acetilamino-B-hidroxipropiofenona (NAP) e/ou ao acido p-
nitrobenzadico e na resisténcia a hidrazida do acido tiofeno-2-carboxilico (DIETZE et
al., 2001; JOHNSON et al., 2006; PALACI et al., 2007).

A partir da analise retrospectiva dos dados microbiolégicos de cada paciente,
verificou-se o tempo, para confirmacdo da conversdo das culturas positivas de
escarro, que foi definido como a data de inicio do tratamento até a data de coleta do
primeiro escarro com cultura negativa, ou seja, auséncia de crescimento em cultura
de micobactérias (tempo de negativagao). Classificou-se a variavel “tempo” em trés

categorias: més 1, més 2 e més 3.

4.6 Caracterizagao dos Pacientes de Acordo com a Carga Bacilar Presente no
Escarro

A cultura quantitativa, nos estudos citados no item 4.3, foi realizada digerindo-se as
amostras de escarro com NALC/citrato de sodio ou com dithiothreitol (DTT).
Preparou-se diluigdes seriadas da ordem de 10 vezes e semeou-se separadamente
duas amostras com 30uL em agar Middlebrook 7H10 seletivo (contendo anfotericina,
polimixina B, carbenicilina, trimetoprim) e agar 7H10 seletivo plus (concentragéo
dobrada de antibiéticos). Incubou-se as placas inoculadas a 37°C com CO; e as
examinou nos dias 3, 14, 21, 30 e 42 (JOHNSON et al., 2006).

Classificou-se a variavel “carga bacilar” em 2 categorias: o grupo de pacientes com
carga bacilar < 4 log de unidades formadora de col6nia (UFC) (baixa carga bacilar) e
0 grupo de pacientes com carga bacilar > 4 log de UFC ( alta carga bacilar) (PALACI
et al., 2007).
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4.7 Caracterizagcao dos Genoétipos de Acetilagao

4.7.1 Extragcao do DNA Genémico

O DNA gendmico foi isolado de 200uL da amostra congelada (sangue total e/ou
escarro) utilizando o Q/Aamp® DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Inc., USA), como se
segue: adicionou-se a amostra a 20uL de proteinase K e 200uL de Buffer AL. Levou-
se a mistura ao vortex, durante 15 segundos, e incubou-se a 56°C, durante 10
minutos. A seguir, adicionou-se 200uL de etanol (96-100%) e levou-se ao vortex, por
mais 15 segundos. Transferiu-se a mistura para a coluna cromatografica,
centrifugou-se a 8000 rpm (6000 x g) por 1 minuto, descartou-se o filtrado,
adicionou-se 500uL de Buffer AW1 e centrifugou-se a 8000 rpm (6000 x g), por mais
1 minuto. Descartou-se o filtrado e adicionou-se 500uL de Buffer AW2, centrifugou-
se a 14000 rpm (20000 x g) por 3 minutos e, novamente, descartou-se o filtrado.
Adicionou-se 100uL de Buffer de eluicao AE, incubou-se em temperatura ambiente
(15 a 25°C) por 1 minuto e centrifugou-se a 8000 rpm (6000 x g), por 1 minuto, em
um tubo para coleta do liquido eluido. Apds a extracdo, as amostras de DNA foram

estocadas a -20°C.

4.7.2 Confirmagao da extragao do DNA genémico

Submeteu-se todos os DNAs genémicos extraidos a eletroforese em gel de agarose
1% e coloragdo do DNA com brometo de etidio (0,5 pg/mL). Capturou-se e
armazenou-se todas as imagens geradas usando o sistema de fotodocumentagao
MiniBis Pro: Fotodocumentador para Fluorescéncia UV e Luz branca (DNR, Bio-
Imaging Systems).

4.7.3 Genotipagem do Gene NAT2

Realizou-se a genotipagem da regido codificante de NATZ2 por meio de técnicas de
PCR e sequenciamento automatizado. Para isso, utilizou-se duas estratégias: (i)
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amplificacdo de um fragmento de 1093pb, contendo toda regido codificante do gene
alvo, ou (ii) amplificacdo de dois fragmentos (com tamanhos de 560 pb e 685 pb)
que juntos formam a regido codificante de NAT2. Utilizou-se a segunda estratégia
para as amostras com DNA gendmico altamente fragmentado, onde foi possivel a
obtencdo do fragmento de 1093 pb (Figura 8).

NAT2EF NAT2IR

— +1 — +873

NAT2

NAT2IF NAT2ER

- e8ppb

560 pb

Figura 8. Esquema das amplificacbes da regido codificante de NAT2 que mostra os trés fragmentos
gerados para sequenciamento a partir dos iniciadores NAT2EF, NAT2ER, NAT2IF e NAT2IR.

4.7.3.1 Reacao da Polimerase em Cadeia (PCR — Polymerase Chain Reaction)

Realizou-se a reagdo de PCR para amplificacdo da regido codificante de NAT2
(intronless — 873 pb) segundo Teixeira e colaboradores (2007), utilizando-se os
iniciadores NAT2EF e NAT2ER, para geragao do fragmento de 1093 pb (Tabela 3).
Rapidamente, adicionou-se 100ng de DNA gendmico a uma reagdo que continha
200ng de cada iniciador, 0,2mM de dNTPs, 3,5mM de MgCl,, tampao da enzima 1X
(2mM de tris-HCI pH 9,0 e 10mM de KCI) e 1U de Taq Gold polimerase (AmpliTaq
Gold® DNA Polymerase - PE Applied BioSystems) em um volume final de 50 pL.
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Tabela 3. Sequéncia dos Iniciadores (Teixeira et al., 2007).

Iniciador Sequéncia Tamanho de amplificagao
NAT2EF 5 TTAGTC ACA CGA GGA AATCAAA T

NAT2ER 5 AAATGC TGACAT TTT TAT GGATGA 3

NAT2IF 5 ACC ATT GAC GGC AGG AATTA 3 NAT2IF+NAT2ER = 685 pb
NAT2IR 5 TGG TCC AGG TAC CAG ATT CC 3 NAT2EF+NAT2IR = 560 pb

NAT2EF+NAT2ER = 1093 pb

Para amplificagdo dos produtos, as condi¢des de termociclagem foram: uma
desnaturacao inicial a 94°C por 15 minutos, seguidos por uma etapa de PCR
touchdown, onde, durante os primeiros 20 ciclos, a temperatura de anelamento
decrescia em 0,5°C. Nessa etapa, a desnaturacao foi realizada a 94°C por 1 minuto,
a temperatura de anelamento dos iniciadores foi 67°C—57,5°C, por 1 minuto e a
extensao ocorreu a 72°C, por 1 minuto. Apds a etapa de touchdown, adicionou-se
mais 15 ciclos de 94°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto, 72°C por 1 minuto e um
ciclo de extenséao final a 72°C por 5 minutos, o que gerou um produto de 1093 pb
(TEIXEIRA et al., 2007).

Para geracdo do fragmento de 560 pb, a reagcdo de PCR foi a mesma utilizada
anteriormente, porém, utilizou-se os iniciadores NAT2EF e NAT2IR (Tabela 3). A
termociclagem também seguiu as mesmas condigdes para amplificacdo do
fragmento de 1093 pb.

Para geracdo do fragmento de 685 pb, a reagcdo de PCR seguiu as mesmas
condicbes previamente citadas, utilizando-se os iniciadores NAT2IF e NAT2ER

(Tabela 3). A termociclagem também seguiu as mesmas condi¢des anteriores.

4.7.3.2 Detecgao dos Fragmentos Amplificados de PCR

Submeteu-se todos os produtos de PCR a eletroforese em gel de agarose 1,5% e
coloragédo do DNA com brometo de etidio (0,5 pg/mL). Capturou-se e armazenou-se
todas as imagens geradas usando o sistema de fotodocumentagdo MiniBis Pro:
Fotodocumentador para Fluorescéncia UV e Luz branca (DNR, Bio-Imaging

Systems).
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4.7.3.3 Purificagao dos Fragmentos a partir do Produto Direto de PCR

Para a purificagdo dos produtos amplificados utilizou-se o MinElute PCR Purification
Kit (Qiagen Inc., USA) como se segue: adicionou-se 200uL de Buffer PB a 40uL do
produto de PCR e misturou-se. Transferiu-se a mistura para uma coluna
cromatografica e centrifugou-se a 13000 rpm (17900 x g) por 1 minuto. Descartou-se
o filtrado e adicionou-se 750uL de Buffer PE para lavagem da coluna centrifugando-
se por mais 1 minuto a 13000 rpm (17900 x g). Para a eluicdo do DNA, adicionou-se
20uL de Buffer EB no centro da membrana da coluna e centrifugou-se durante 1

minuto a 13000 rpm (17900 x g), recolhendo assim o liquido eluido (DNA purificado).

4.7.3.4 Purificagao dos Fragmentos a partir do Gel Preparatério de Agarose
1,5%

Para amostras que, mesmo apds a purificagao do produto amplificado em coluna
cromatografica ainda apresentaram bandas inespecificas, utilizou-se o Kit QIAquick
Gel Extraction (Qiagen Inc., USA) para purificagdo do recorte do fragmento

especifico do gel preparatério de agarose 1,5% com DNA.

Colocou-se o gel com o DNA em uma cédmara com luz ultravioleta para recortar, com
um bisturi limpo e afiado, fragmentos com bandas de tamanhos especificos (1093
pb, 685 pb e/ou 560 pb). Transferiu-se o fragmento para um tubo de 1,5mL e pesou
este fragmento. Adicionou-se 3 volumes de Buffer QG a 1 volume de gel (100mg gel
~ 100uL). Incubou-se a 50°C por 10 minutos, agitando-se a cada 2 minutos para
dissolver o gel. Adicionou-se 1 volume de isopropanol (100%) e misturou-se.
Aplicou-se a amostra dissolvida com o gel na coluna cromatografica e centrifugou-se
por 1 minuto a 13000 rpm (10000 x g). Descartou-se o filtrado e adicionou-se 500uL
de Buffer QG a coluna, para centrifugagao por mais 1 minuto a 13000 rpm (10000 x
g). Novamente descartou-se o filtrado. Para lavagem, adicionou-se 750uL de Buffer
PE e centrifugou-se (1 minuto a 13000 rpm). Colocou-se a coluna cromatografica em
um novo tubo de 1,5mL, adicionou-se 25uL de Buffer de eluicdo EB e centrifugou-se

por 1 minuto a 13000 rpm(10000 x g) para coleta do DNA eluido.
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4.7.3.5 Detecgao do DNA Purificado

Submeteu-se as amostras purificadas a eletroforese em gel de agarose 1,5% e
coloragédo do DNA com brometo de etidio (0,5 pg/mL). Capturou-se e armazenou-se
todas as imagens geradas usando o sistema de fotodocumentagdo MiniBis Pro:
Fotodocumentador para Fluorescéncia UV e Luz branca (DNR, Bio-Imaging
Systems).

4.7.3.6 Reacao de Sequenciamento

Com a finalidade de identificar os SNPs na regido codificante do gene NAT2,
realizou-se o sequenciamento automatizado pelo método de Sanger e colaboradores
(1977), a partir dos produtos de PCR de 1093 pb, 685 pb e 560 pb. Para o fragmento
de 1093 pb, utilizou-se dois iniciadores externos (NAT2EF e NAT2ER) e dois
iniciadores internos (NAT2IF e NATZ2IR), o que totalizou quatro reagdes, a fim de
atingir de forma bem resolvida as extremidades. Para os fragmentos menores,

utilizou-se apenas os iniciadores adicionados nas respectivas amplificagoes.

Para realizacdo das reacbes de sequenciamento utilizou-se o Kit ABI Prism®
BigDye® Terminator v3.1 (PE Applied BioSystems) de acordo com as instrugdes do
fabricante com algumas adaptagdes. Para cada reacdo de sequenciamento utilizou-
se aproximadamente 20ng do produto amplificado, 3,2 pmoles do iniciador, 1,5uL do
tampédo 5X e 1,0uL do reagente BigDye, em um volume final de 10uL completados

com agua milliQ.

Nesta etapa, € importante destacar que realizou-se todo o processo de preparo da
mistura da reagéo para o sequenciamento, ao abrigo da luz, para que nao houvesse
excitacdo do fluoréforo (BigDye®) e perda da capacidade de emitir luz quando
excitado pelo feixe de luz no sequenciador automatico. Sequencialmente, realizou-
se a termociclagem com 40 ciclos de 96°C por 10 segundos, 50°C por 5 segundos e
60°C por 4 minutos. Manteve-se a placa armazenada a -20°C ou submeteu-se, em

seguida, a técnica de precipitagao.
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4.7.3.6.1 Precipitacao da Reagao de Sequenciamento

Para precipitacdo da reagcdo de sequenciamento adicionou-se ao produto da PCR
30uL de isopropanol (75%) e agitou-se vigorosamente no mixer por 10 segundos.
Incubou-se por 15 minutos em temperatura ambiente e centrifugou-se a 4000rpm
por 45 minutos a 20°C. Desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se 50uL de etanol
(75%) ao sedimento. Novamente, centrifugou-se a 4000rpm durante 15 minutos a
20°C e descartou-se o sobrenadante. Realizou-se a secagem do pellet em
termociclador por 10 minutos a 60°C. Manteve-se a placa a -20°C até o momento do
sequenciamento. Antes do sequenciamento, desnaturou-se os DNAs referentes as
diferentes amostras com 10uL de formamida (Hi-Di"™, Applied Biosystems) e
incubou-se a 95°C por 3 minutos, sendo em seguida resfriado (choque térmico).

4.7.3.7 Sequenciamento

Analisou-se as reagdes no sequenciador de 96 capilares “ABI PRISM® 3730 XL DNA
Analyzer” (Applied Biosystems), situado no Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ,
Plataforma de Sequenciamento de DNA PDTIS
(http://www.dbbm.fiocruz.br/PDTIS _Genomica/).

4.7.3.8 Analise Computacional das Sequéncias

Analisou-se as sequéncias de cada amostra para a identificacdo de SNPs por meio
do software SeqScape v.2.5 (Applied BioSystems —

http://www.appliedbiosystems.com) utilizando como sequéncia referéncia o numero

de acesso no GenBank AY331807 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank).

Para detecgao do par de haplétipo de cada paciente e para definicdo do respectivo
perfil de acetilagdo, realizou-se a reconstru¢cdo haplotipica e a identificagdo do par
de alelos pelo programa PHASE v2.1.1 (STEPHENS e DONNELLY, 2003). Utilizou-
se 0 modelo padrao (default model) para a variagdo da taxa de recombinacgao (LI e
STEPHENS, 2003). Foram realizadas 5 corridas independentes uma da outra, com
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0os seguintes parametros: 1000 interagcbes, 500 interagbes “burn-in” e “thinning
interval” igual a 1. A melhor corrida foi a que mostrou uma consisténcia maxima,
sendo a escolhida entre as 5. Na reconstrugdo haplotipica, os genoétipos que

apresentaram uma certeza < 95% foram excluidos do estudo.

4.8 Curvas de Crescimento

Para verificar se o tempo de conversao da cultura de escarro estava relacionado
com o tempo de duracéo da fase lag de crescimento (fase de adaptagdo metabdlica
da bactéria ao novo ambiente, na qual o metabolismo celular esta direcionado para
sintetizar as enzimas requeridas para o crescimento nas novas condi¢gées) dos
isolados de M. tuberculosis de cada paciente, construiu-se curvas de crescimento de
cada cepa, a partir das medidas de densidade oéptica (DO) em meio de cultura
liquido Middlebrook 7H9 e a partir do BACTEC™ MGIT™ 960 Mycobacterial
Detection System (Becton Dickinson, Sparks, MD). Realizou-se os dois métodos

simultaneamente, em 3 dias consecutivos (triplicata).

4.8.1 Preparo do Cultivo Inicial em Fase Log em Meio de Cultura Liquido
Middlebrook 7H9 (TO0)

Todos os isolados dos pacientes foram descongelados e inoculados em meio
Ogawa a 37°C por exatamente 21 dias. Apds esse periodo, suspendeu-se uma alga
bacteriologica cheia de cultura em 4mL de 7H9 com Tween 80 0,05% em um tubo
com tampa de rosca com 6 a 10 pérolas de vidro. Agitou-se vigorosamente as
suspensdes em vortex durante 2 minutos e deixou-se em repouso em temperatura
ambiente durante 20 minutos para decantagdo dos grumos de bactérias. A seguir,
transferiu-se o sobrenadante (com cuidado para né&o transferir junto o sedimento)
para outro tubo com tampa de rosca e deixou-se em repouso para decantagao por
mais 15 minutos. Com a suspensao sobrenadante, em um novo tubo com tampa de
rosca, adicionou-se 5mL de 7H9 com Tween 80 0,05% e ajustou-se a DO para 0,25
em espectrofotdmetro de luz visivel a 625nm, o que é equivalente ao padréo 1,0 na
escala de McFarland (10’ UFC/mL). Desta suspensdo com DO padronizada, diluiu-
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se 500uL em 4,5mL de 7H9 com Tween 80 0,05% em tubo com tampa de rosca
(diluicdo de 1:10 do in6culo). Anotou-se as DOs de todas as suspensdes de
bactérias diluidas e incubou-se em estufa a 37°C. Diariamente, mediu-se a DO de
cada suspensao até que todas alcangassem a DO de 0,25 (o que significa que a
bactéria esta na fase logaritmica de crescimento) para dar inicio aos experimentos

das curvas de crescimento, definindo assim, as suspensdes como T0.

4.8.2 Analise da Curva de Crescimento dos Isolados de M. tuberculosis em
Meio de Cultura Liquido Middlebrook 7H9

A partir de TO, preparou-se as suspensodes para realizagdo da curva de crescimento
como se segue. Para cada cepa, agitou-se mecanicamente em vortex o tubo TO
durante 30 segundos. Identificou-se 2 tubos com tampa de rosca (tubo 1 e tubo 2).
Ao tubo 1 (T1), adicionou-se 4,5mL de 7H9 com Tween 80 0,05% e 500uL da
suspensao concentrada (250nm), o que correspondeu a uma diluicdo de 1:10. Ao
tubo 2 (T2), adicionou-se 4,5mL de 7H9 com Tween 80 0,05% e transferiu-se 500uL
de T1 (diluicdo de 1:10) para T2, correspondendo a uma diluicdo de 1:100 da
suspenséo inicial padronizada com DO de 0,25. Entdo, mediu-se a DO diariamente
até odia 7.

Para garantir que o indculo inicial foi igual para todos os isolados, realizou-se o
controle de concentragdo do indculo (CCl). A partir de uma aliquota de 100uL do
inéculo inicial, realizou-se diluicbes em solucédo salina de NaCl 0,9% + Tween 20
0,05% de 10, 100, 1000, 10000 e 100000 vezes. A seguir, plaqueou-se 40uL das
diluicdes 102, 10°, 10* e 10° em meio solido 7H11 enriquecido com 10% de OADC,
adicionando-se 2 inoculos de 20uL cada por quadrante de uma placa quadripartida.
Vedou-se as placas em embalagens hermeticamente fechadas e incubou-se em
estufa a 37°C por 30 dias. As colbnias visiveis foram contadas com auxilio de lupa
nos dias 7, 14, 21 e 30 apds a inoculagdo nas placas. O numero de coldnias na
diluicdo escolhida foi corrigido de acordo com a diluicdo e expresso em UFC/mL de
acordo com a formula:

UFC/mL do inéculo = n° colénias em 40uL x 25 (1000uL/40uL) x 1/diluicdo
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4.8.3 Analise da Curva de Crescimento dos Isolados de M. tuberculosis em
BACTEC™ MGIT™ 960

Inoculou-se cada isolado de M. tuberculosis em 2 tubos de MGIT BBL (tubo A e tubo
B) enriquecido com OADC (volume final com o inéculo de 8,3mL): ao tubo A,
adicionou-se 500uL do in6culo de T1 (do item 4.9.2) que estava diluido em 1:10;
assim a diluigdo final do tubo A correspondeu a 1:166. Ao tubo B, adicionou-se
500puL do in6culo de T2 (do item 4.9.2) que estava diluido em 1:100; assim a diluigao
do tubo B correspondeu a 1:1660.

Anotou-se, até o dia 12, os resultados de crescimento bacteriano (Tempo Para
Positivacdo - TTP) registrados no equipamento BACTEC™ MGIT™ 960.

4.9 Analise Estatistica

Armazenou-se todos os dados em planilhas do Excel. Para reconstrugao haplotipica
utilizou-se o programa PHASE v2.1.1 com confianga de 95%. Comparou-se as
caracteristicas demograficas e clinicas dos pacientes por meio do teste Qui-
Quadrado de Pearson para variaveis categoéricas e Kruskal-Wallis para variaveis
continuas, utilizando o programa STATA 9.0. Para comparagdo do perfil de
acetilacdo com o tempo de negativagédo da cultura de escarro e com a carga bacilar,
utilizou-se o Teste Exato de Fisher. Para comparar as curvas de crescimento,
utilizou-se uma estratégia de comparagdo de duas populagdes, com amostras
independentes, distribuicdo normal e variancias iguais porém desconhecidas. Todos
os intervalos de confianga foram de 95% e o nivel de significancia para os testes
utilizados foi de 0,05.
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Resultados
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5. RESULTADOS

5.1 Populacao de Estudo

Um total de 70 pacientes foi selecionado para o estudo. Oito pacientes foram
excluidos por n&do ser possivel a extracdo do DNA genbmico devido as suas
amostras (escarro) apresentarem o material genético altamente degradado. Logo, o
sequenciamento foi realizado em 62 pacientes. Destes, 8 foram excluidos do estudo
por indefinicdo de gendtipo por meio dos parametros utilizados no PHASE 2.1.1., ou
devido perfil de acetilagdo ndo determinado. A caracterizagdo genotipica do gene
NAT2 e a determinacdo do perfil de acetilagdo foram realizadas nos 54 pacientes
ainda incluidos. Destes, 11 foram excluidos porque foram utilizados para
padronizagdo, além de ndo conterem dados microbiolégicos. Por fim, a populagao,
para comparagao do perfil de acetilagdo com o tempo de negativacdo e a carga
bacilar, compreendeu 43 individuos (Figura 9).

Individuos selecionados

para o estudo, n=70

Excluidos por nao ser

A 4

possivel extrair DNA

v gendmico, n=8
Genotipagem de

NAT2, n=62

Excluidos por indefinicdo

de gendtipo ou perfil de

\ 4

‘ acetilacao néo
Caracterizagéo do genotipo de determinado, n=8

NAT2 e determinagao do perfil de

acetilacao , n=54

Excluidos por serem

Y

v utilizados para

Comparacao do perfil padronizagao, n=11

acetilador com o tempo

de negativagdo e com a

carga bacilar, n=43

Figura 9. Fluxograma dos pacientes selecionados para o estudo.
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5.2 Extracao de DNA Genémico a Partir de Amostras de Escarro

Dos 62 individuos dos quais se obteve a extracdo do DNA genémico, em 20 deles o
DNA foi extraido a partir de amostras de sangue total e em 42 deles o DNA foi
extraido de amostras de escarro. Na extracdo do DNA de sangue total, foi obtido um
otimo rendimento do material de interesse. Porém, as amostras de escarro estavam
armazenadas a -70°C desde 2003 e neste periodo pode ter havido eventos de
interrupcédo de energia dos freezers que as continham, o que pode ter causado o
congelamento e descongelamento algumas vezes dessas amostras. Além disso, o
escarro contém muitas enzimas que podem ter influenciado na integridade dos

acidos nucléicos. Por isso, foi encontrada grande dificuldade em extrair o DNA de

algumas amostras, pois o material gendmico estava muito degradado (Figura 10).

Figura 10. Eletroforese em gel de agarose 1%. Extracdo de DNA gendmico humano a partir de
amostras de escarro.

5.3 Amplificagao da Regiao Codificante do Gene NAT2 por Técnica de PCR

Apos a extragdo do DNA gendmico humano, foi realizada a técnica de PCR para
amplificacdo da regido codificante do gene NAT2. Foram utilizadas duas estratégias
diferentes. Na primeira estratégia foi amplificado um fragmento de 1093pb, contendo
toda regido codificante do gene alvo; na segunda, foram amplificados dois

fragmentos menores, com tamanhos de 560 pb e 685 pb, que juntos formaram a
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regido codificante de NAT2. Como algumas amostras estavam com o DNA
gendmico muito degradado, foi necessaria a utilizacdo da segunda estratégia. Como
controle positivo foi utilizado o DNA extraido de sangue total de um voluntario sadio
da area da saude; como controle negativo foi utilizada a mistura da reagdo de PCR

sem DNA. A figura 11 mostra um gel de agarose 1,5% com os fragmentos de
interesse amplificados (560 pb, 685 pb e 1093 pb).

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose 1,5% representando a amplificacdo por meio de PCR. No
gel superior, as bandas positivas possuem 560 pb; no gel do meio, as bandas positivas possuem 685
pb; no gel inferior, as bandas positivas possuem 1093 pb. Os 3 géis séo referentes as mesmas
amostras. Primeiro pogo de cada gel: Peso molecular 100 pb (Gene Ruler 100 pb Plus DNA ladder —
Thermo Scientific). Pogo 1: Controle positivo. Pogos 2 — 22: Amostras de pacientes. Pogo 23:
Controle negativo.

Nas amostras que, mesmo apds serem utilizadas as duas estratégias ndo se obteve
o produto de PCR visualizado em gel de agarose, foi realizada a re-amplificacéo de
seus respectivos produtos utilizando o mesmo protocolo (dados n&do mostrados).
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5.4 Purificagao dos Fragmentos a Partir do Produto Direto de PCR

Apos amplificacdo, os produtos de PCR foram purificados para remogao de enzimas,
sais e oligbmeros para posterior sequenciamento. A figura 12 mostra um gel de

agarose 1,5% com o produto amplificado apés a purificagao.

Figura 12. Eletroforese em gel de agarose 1,5% representando a purificagdo do produto direito do
PCR. Os pocos de 1 — 33 sao de amostras de pacientes, sendo que: Pogos 1 — 15 possuem bandas
positivas com 1093 pb; pogos 16 — 24 possuem bandas positivas com 560 pb e pogos 25-33 possuem
bandas positivas com 685 pb. O primeiro po¢co de cada gel (superior e inferior) contém o peso
molecular (Gene Ruler 100 pb Plus DNA ladder — Thermo Scientific).

Para aquelas amostras que, mesmo apos a purificagdo do produto amplificado em
coluna cromatografica ainda apresentaram bandas inespecificas, utilizou-se um kit
préprio para purificacdo diretamente de um gel preparatério de agarose 1,5%, por
meio do recorte do fragmento especifico com DNA (Figura 13).
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose 1,5% representando a purificagdo do produto a partir do
gel preparatério. Pogos 1 — 6 possuem bandas positivas com 560 pb; pogos 7 — 11 possuem bandas
positivas com 685 pb. L: peso molecular (Gene Ruler 100 pb Plus DNA ladder — Thermo Scientific).

5.5 Reacao de Sequenciamento e Identificagcao de SNPs no Gene NAT2

Apo6s a purificagdo, os produtos de PCR foram submetidos a 4 reacgbes de
sequenciamento automatizado a fim de se obter uma sequéncia completa e de boa
qualidade da regidao de interesse. Para aperfeicoar as analises das sequéncias
obtidas de 62 amostras e identificar os SNPs presentes, foi utilizado o software
SeqScape v.2.5 (Applied BioSystems). Tendo a sequéncia AY331807 como
referéncia e alinhando-se as sequéncias obtidas, foram identificados diferentes
SNPs na populagéo estudada. A figura 14 e a 15 ilustram a utilizacdo do SeqScape

v.2.5. para identificagdo dos polimorfismos.
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Figura 14. Interface do programa SeqScape v.2.5. Nesta imagem s&o visualizados a sequéncia
consenso, a sequéncia referéncia e o alinhamento da sequéncia de DNA de diversos pacientes.

U T2_COS ROl w T2_CDS ROIs M

uRRALY FAGGTGACCA GAYGGCAG uRRALY AGGTGACCA GAYGGC

Variants b ..o e v v v abhevoeenan Variants = L . ... s s s s s bkoaeea e
ndex 3 3 ndex

ference ference
teference-AA 9 v T o G ference-AA
W Pacienteldl FAGGTGACCANFGACGGCAG ~ Pacientelss [AGGTGACCA

ACCAFRT AcC LCCA

FIO_FS9_RFT_6_ FIO_F59_RFT_6_

WL ki
CCAFFCAC
FIO_FS58_RFT_5_ Ill FIO_FS8_RFT_S_

I\
_M_,” | [l NEA's

" M " - al | PR

Dois picos (vermelho e Um pico vermelho
azul) referentes a timina referente a timina (TT)
e citosina (CT)

Figura 15. Eletroferograma visualizado dentro do programa SeqScape v.2.5. A seta da esquerda que
mostra dois picos indica uma mutagado heterozigota; a seta da direita que mostra um pico indica uma
mutagao homozigota.
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5.6 Perfil de SNPs Entre a Populagao Estudada

Por meio da técnica de sequenciamento direto do PCR, a analise de 62 amostras de
DNA indicou a presenca de 10 SNPs, dos quais 7 representam os que sao mais
frequentemente encontrados em populagdées no mundo e estéo registrados no site
oficial de nomenclatura de NAT2
(www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.html). A frequéncia alélica dos 10

SNPs detectados, a sequéncia proteica alterada e o efeito que eles exercem na

funcéo da proteina sdo mostrados na tabela 4.

Tabela 4. Frequéncia de mutagdes pontuais no gene NAT2 na populagéo de estudo.

SNPs Frequéncia Alteracdo do aa Efeito
G191A° 1,61% R64Q Defectivo
Cc282T° 30,64% Nenhuma Nenhum
T341C* 39,65% 1114T Defectivo
C403G 1,61% L135V Nenhum
A472C 0,81% Nenhuma Nenhum
C481T° 38,71% Nenhuma Nenhum
G590A° 23,40% R197Q Defectivo
A766G 0,81% Nenhuma Nenhum
A803G* 34,67% K268R Nenhum
G857A? 1,61% G286E Defectivo

@ Sete SNPs mais comuns encontrados no mundo.

5.7 Determinacao das Variantes Alélicas de NAT2

Quatorze haplotipos distintos foram encontrados na analise dos 62 pacientes
estudados por meio do software PHASE 2.1.1., o que permitiu a caraterizacdo dos
alelos correspondentes de NAT2. A tabela 5 mostra a frequéncia de cada variante
alélica encontrada. Dentre os alelos funcionais, o NAT2*4 (tipo selvagem) foi o que
teve maior frequéncia (24,29%). Dentre os alelos defectivos, o NAT2*6B e o
NAT2*6A foram os que tiveram maior frequéncia com 29,03% e 23,39%,

respectivamente.




Tabela 5. Frequéncia de variantes alélicas de NAT2.
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Alelo Haplétipo® Frequéncla Acetilagido
Total %

NAT2*4 GCTCACGAAG 30 24,29 Rapida
NAT2*5A GCCCATGAAG 9 7,26 Lenta
NAT2*5B GCCCATGAGG 36 29,03 Lenta
NAT2*5C GCCCACGAGG 2 1,61 Lenta
NAT2*5D GCCCACGAAG 1 0,81 Lenta
NAT2*6A GTTCACAAAG 29 23,39 Lenta
NAT2*7B GTTCACGAAA 2 1,61 Lenta

NAT2*12A GCTCACGAGG 3 2,42 Rapida
NAT2*12C GCTCATGAGG 2 1,61 Rapida
NAT2*13A GTTCACGAAG 4 3,23 Rapida
NAT2*14B ATTCACGAAG 2 1,61 Lenta
ND GCTGACGAAG 2 1,61 ND
ND GCCCCTGAAG 1 0,81 ND
ND GTTCACGGAG 1 0,81 ND

®. Posigdes dos nucleotideos dentro da regido codificante de NAT2: 191, 282, 341, 403, 472, 481,
590, 766, 803 e 857. ND: Nao determinado.

5.8 Caracterizagcao Genotipica do Gene NAT2 e Determinacao Preliminar do

Perfil de Acetilagao

Para caracterizagdo do gene NATZ2, das amostras dos 62 individuos sequenciados,
8 foram excluidos por incerteza de gendtipo ou pelo perfil de acetilagdo nao
determinado. Logo, a caracterizagdo genotipica e a determinagdo do perfil de
acetilagao foram realizadas em 54 pacientes.

A distribuicdo de frequéncias genotipicas e a predicdo dos fendtipos estdo listadas
na tabela 6. Quinze gendtipos diferentes foram encontrados com o predominio de
perfil de acetilagédo lento (48,1%) e o gendtipo mais observado foi o *5B/*5B com a
frequéncia de 20,4%. O perfil intermediario apresentou 38,9% de frequéncia e o
genotipo mais observado desta categoria foi o *4/*56B (13%). Ja o perfil de acetilagao
rapido representou apenas 13% de todos os individuos, com predominio do genatipo
*4/*4 (9,3%).
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Tabela 6. Perfis de acetilacdo e gendtipos dos pacientes do estudo. FF, FS e SS = fendtipo
homozigoto rapido, heterozigoto intermediario e homozigoto lento.

Fenétipo Genétipo Pacientes (n) Frequéncia (%)
Rapido (FF) NAT2*4/*4 5 9,3
NAT2*4/*13A 2 3,7
Intermediario (FS) NAT2*4/*5A 5 9,3
NAT2*4/*5B 7 13,0
NAT2*4/*5D 1 1,9
NAT2*4/*6A 4 7,4
NAT2*12C/*6A 2 3,7
NAT2*13A/*5B 1 1,8
NAT2*13A/*6A 1 1,8
Lento (SS)* NAT2*5B/*5B 11 20,4
NAT2*5A/*6A 4 7,4
NAT2*5B/*6A 3 55
NAT2*5C/*6A 2 3,7
NAT2*6A/*6A 5 9,3
NAT2*14B/*6A 1 1,8
Total = 54 100

5.9 Caracterizagao da Populacao Selecionada Para Comparacao do Perfil de
Acetilagdo de INH com o Tempo de Negativagao da Cultura de Escarro e com a

Carga Bacilar

Para esta analise, foram selecionados 43 individuos. As variaveis demograficas e
clinicas dos pacientes estudados nos 3 grupos classificados de acordo com tempo

de negativagao da cultura estdo descritas na tabela 7.
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Tabela 7. Distribuicdo das variaveis demograficas e clinicas para os grupos classificados de acordo
com o tempo de negativacéo da cultura.

Tempo de Negativagédo da Cultura

Caracteristicas Més 1 Més 2 Més 3 \gaelc';r
(n=12) (n=22) (n=9)
Média de idade (anos + DP?) 40+12,89 38,2 +11,57 35,916,195 0,83°
N°de homens (% total) 6 (50) 13 (59) 7 (77,8) 0,40°
Média de IMC* + DP? 23+5,09 22,14+3,86 19,842,26  0,09°
Gravidade da doencga — Radiografia (%)
Minima 4(33,3) 5(22,7) 1(11,1)
Moderada 6 (50) 8 (36,4) 3(33,3) 0,43°
Avancgada 2 (16,7) 9 (40,9) 5 (55,6)

*IMC: indice de Massa Corporal. Peso em quilogramas dividido pelo quadrado da altura em metros.
@ DP: Desvio padrao

® Kruskal-Wallis

°. Qui-Quadrado de Pearson

Ao se analisar as variaveis continuas, a média de idade e de IMC na populagao
estudada nao foi estatisticamente diferente entre os 3 grupos.

Em relagdo ao sexo, houve predominio do sexo masculino nos grupos do més 2 e
més 3. A porcentagem total de homens participantes do projeto foi de 60,5%. Nao

foram observadas diferengas estatisticas com relagdo ao sexo entre os grupos.

A partir da analise do exame radiografico de torax, foi verificado que 76,7% do total
de individuos apresentaram doenga moderada ou avancada, ao passo que apenas
23,3% apresentaram doenca de gravidade minima. Quando se comparou gravidade
da doenga (minima, moderada e avangada) com os 3 grupos de tempo de
negativacdo da cultura (més 1, més 2 e més 3), ndo foi encontrada diferencga
estatistica (p=0,43). Mesmo quando a gravidade da doenga foi separada em dois
grupos, minima e moderada/avangada, ndo houve diferenga estatistica com o tempo

de negativagao (p=0,49).
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5.10 Comparacgao do Perfil de Acetilacao de INH com o Tempo de Negativagao

da Cultura de Escarro

Ao se comparar uma possivel relacdo entre o perfil de acetilagdo da isoniazida com
o tempo de negativagao da cultura de escarro dos 43 pacientes selecionados, nao

se observou diferenca estatistica entre as mesmas. (Tabela 8).

Tabela 8. Comparacgéo do Perfil de Acetilagdo da INH com o Tempo de Negativacdo da Cultura de
Escarro.

Tempo de Negativagao da Cultura

Perfil de Acetilagao Més 1 Més 2 Més 3 \;aelzr
(n=12) (n=22) (n=9)
Lenta (%) 7 (58,3) 8 (36,4) 5 (55,6)
Intermediaria (%) 4 (33,3) 11 (50) 2 (22,2) 0,55°
Rapida (%) 1(8,4) 3(13,6) 2(22,2)

®. Teste Exato de Fisher

5.11 Comparacao entre Tempo de Negativagao da Cultura de Escarro e Carga
Bacilar

Ao se comparar uma possivel relagdo entre o tempo de negativagdo da cultura de
escarro com a carga bacilar de 43 pacientes selecionados, ndo foi observado

diferencga estatistica entre estas duas variaveis (Tabela 9).

Tabela 9. Comparacédo do Tempo de Negativagdo da Cultura de Escarro com Carga Bacilar.

Tempo de Negativagao

. Valor
Carga Bacteriana Més 1 Més 2 Més 3 de p
(n=12) (n=22) (n=9)
Baixa (CFU < 4 log) 7 (58,3) 7 (31,8) 3(33,3) 0.29°
Alta (CFU > 4 log) 5(41,7) 15 (68,2) 6 (66,7) ’

@ Teste Exato de Fisher
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5.12 Analise da Curva de Crescimento dos Isolados de M. tuberculosis em
Meio de Cultura Liquido Middlebrook 7H9

Foram selecionadas 21 isolados de M. tuberculosis para realizacdo de curvas de
crescimento, referentes ao pacientes que tiveram sua cultura de escarro convertida
para negativo no més 1 e no més 3. Porém, no subcultivo, 3 isolados foram
contaminados. Assim, 18 isolados de M. tuberculosis tiveram suas curvas de
crescimento comparadas entre si, por meio da leitura de DO, diariamente, do dia 0
até o dia 7. Dez isolados foram referentes aos individuos que tiveram a negativagao
da cultura de escarro no més 1 e 8 isolados foram referentes aos individuos que
tiveram a negativag&o da cultura de escarro no més 3. Cada curva foi comparada de
acordo com a leitura da DO. De acordo com a analise, as curvas de crescimento dos
isolados dos grupos do més 1 e do més 3 mostraram o mesmo perfil de crescimento,

ou seja, apresentaram DOs semelhantes ao mesmo tempo (Figuras 16 e 17).
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Figura 16. Curvas de crescimento em Middlebrook 7H9 dos isolados de M. tuberculosis oriundos dos
pacientes que tiveram a negativacdo de suas culturas de escarro no més 1 (n=10). C01-C10: isolado
referente a cada paciente.
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Figura 17. Curvas de crescimento em Middlebrook 7H9 dos isolados de M. tuberculosis oriundos dos

pacientes que tiveram a negativagdo de suas culturas de escarro no més 3 (n=8). C11-C18: isolado
referente a cada paciente.

5.13 Analise da Curva de Crescimento de Isolados de M. tuberculosis em
BACTEC™ MGIT™ 960

Curvas de crescimento em meio MGIT de 18 isolados de M. tuberculosis foram
construidas de acordo com a leitura do tempo para positivagdo (TTP). Foram
comparados 10 isolados de pacientes que apresentaram negativacdo de suas
culturas no més 1, com 8 isolados de pacientes que apresentaram negativagao de
suas culturas no més 3. A duragao da fase lag de crescimento foi determinada como
o0 inicio da incubagéo até o alcance de 75 GU, que é o ponto de corte, ou seja, € a
duragao do TTP. De acordo com as analises, a média de TTP dos isolados do més 1
foi de 102,9 horas e a média de TTP dos isolados do més 3 foi de 96,1 horas. Na
analise nao foi encontrada diferenga significante entre as curvas, ou seja, a média
de TTP de crescimento dos isolados do més 1 de negativagdo é estatisticamente
igual a média de TTP de crescimento dos isolados do més 3 (Figuras 18 e 19).
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Figura 18. Curvas de crescimento em BACTEC MGIT 960 dos isolados de M. tuberculosis oriundos
dos pacientes que tiveram a negativacdo de suas culturas de escarro no més 1 (n=10). C01-C10:
isolado referente a cada paciente.
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Figura 19. Curvas de crescimento em BACTEC MGIT 960 dos isolados de M. tuberculosis oriundos
dos pacientes que tiveram a negativagdo da cultura de escarro no més 3 (n=8). C11-C18: isolado
referente a cada paciente.
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Discussao
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6. DISCUSSAO

Os pacientes com tuberculose apresentam uma grande variedade de respostas ao
tratamento com farmacos anti-TB. Embora nos primeiros dias de tratamento ocorra
uma grande reducdo da carga bacilar devido a atividade bactericida precoce da
isoniazida e da rifampicina (JINDANI, DORE e MITCHISON, 2003), alguns
individuos demoram mais tempo do que outros para apresentarem resultados de
cultura negativa, ou seja, sem crescimento de bacilos, mesmo que o esquema de
medicamentos seja administrado na posologia correta e na duragado adequada. Além
disso, alguns individuos que apresentam cultura de escarro com carga bacilar
inicialmente alta tém a sua conversdo para negativo ja no primeiro més de
tratamento, enquanto outros, que apresentam carga bacilar inicialmente baixa, tém

cultura de escarro que dura até 3 meses para ser convertida.

Considerando que entre os individuos existem polimorfismos genéticos em um gene
que codifica a enzima responsavel pela variagdo nas concentragdes sistémicas de
isoniazida (DEGUCHI et al., 1990; PARKIN et al., 1997), principal farmaco do
esquema de tratamento para tuberculose, buscamos compreender de forma mais
clara o efeito que essas mutagdes genéticas podem exercer sobre o tempo de

reducdo ou eliminag&o na carga bacilar do escarro.

Assim, para realizacado deste trabalho, selecionamos 70 pacientes que participaram
de ensaios clinicos realizados previamente no NDI-UFES. Embora nao tenha sido o
objetivo principal, a extragdo, amplificacdo e purificagdo do material genémico a
partir de escarro congelado consistiu em uma etapa fundamental deste estudo, com
o intuito de n&o submetermos os pacientes a pungéo venosa para coleta de sangue.
E importante destacar que este é o primeiro relato descrito na literatura de
sequenciamento do gene NATZ2 a partir de DNA gendmico extraido de amostras de
escarro congeladas por um longo periodo. Ainda, obtivemos grande sucesso na
utilizacdo de escarro pois conseguimos extrair o DNA gendmico 84% das amostras
(42 de 50 pacientes).

Todos os pacientes selecionados foram submetidos a técnica de extragdo do DNA
gendmico, porém soO foi possivel a extragdo do DNA de 62 pacientes, os quais
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submetemos a analise do sequenciamento da regido codificante do gene NAT2 e
detectamos a presencga de 10 SNPs, 7 deles descritos como os mais frequentes no
mundo  (www.louisville.edu/medschool/pharmacology/NAT.html). As mutacbes
pontuais 191 G>A, 341 T>C, 590 G>A e 857 G>A sao relacionadas aos fendtipos de
acetilagao lento, enquanto que as mutagdes 282 C>T, 481 C>T e 803 A>G néo

conferem nenhuma alteragdo no fenotipo (FRETLAND et al.,, 2001). As mutagdes
403 G>A, 472 A>C e 766 A>G sao silenciosas e foram encontradas com frequéncias
menores de 2% entre os individuos. O SNP 341 T>C, que caracteriza acetiladores
lentos, foi encontrado em maior frequéncia com 39,65%, e se assemelha a dados
encontrados em estados do Brasil, como Rio de Janeiro e Goias, com 40% e 33%
respectivamente (TEIXEIRA et al., 2007). Os nossos dados corroboram dados
encontrados no pais e sugerem que a populacdo brasileira apresente um predominio

de fendtipos acetiladores lentos.

Os 10 SNPs detectados neste estudo permitiram a caracterizagdo de 14 alelos
distintos entre os individuos. Trés deles ainda ndo foram descritos, portanto nao
temos informagdes sobre sua atividade funcional. Dos 11 alelos restantes, 7 deles
sdo defectivos e 4 sido funcionais. Dentre os alelos defectivos que caracterizam o
fendtipo de acetilagédo lento, o NAT2*5B (29,03%) e o NAT2*6A (23,39%) foram os
mais frequentes. Dos alelos funcionais, o NAT2*4 (24,29%) foi o mais frequente.
Tanto os alelos defectivos quanto o funcional predominantes na populagdo de
estudo vao ao encontro das frequéncias encontradas por Teixeira e colaboradores
(2007), que detectaram frequéncias de 33% (NAT2*5B), 26% (NAT2*6A) e 20%
(NAT2*4). Logo, observamos que pode haver um predominio de alelos defectivos na

populagao brasileira.

Apos a exclusdo de 3 SNPs que nao permitiram a determinagdo do fendtipo, a
caracterizagao genotipica e a determinagao do perfil de acetilagao foram obtidas de
54 pacientes. Encontramos 15 genotipos distintos com predominio do perfil de
acetilacao lento (48,1%) representado principalmente por *5B/*6B. Os pacientes
caracterizados como acetiladores intermediarios corresponderam a 38,9% do total,
com o genotipo *4/*6B. O perfil de acetilagdo rapido foi o encontrado em menor
proporgao com apenas 13% do total, com predominio do genoétipo *4/*4. Apesar da
porcentagem de acetiladores lentos ter sido maior aparentemente, ao aplicarmos o
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teste para amostras aleatérias e independentes identificamos que ndo existem
diferencas estatisticamente significantes entre a frequéncia de acetiladores
intermediarios e lentos. Além destes 3 gendtipos mais frequentes, encontramos 12
que sao encontrados em frequéncias variadas no mundo. A presenca desses
genotipos pode ser explicada pela grande diversidade étnica que existe no Brasil,
oriunda desde os tempos de sua colonizagédo, devido a miscigenag¢ao entre nativo-
americanos e imigrantes de varios continentes, principalmente da Europa, o que
pode ter influenciado na ampla distribuicdo de variantes alélicas distintas do gene
NAT2 pelo pais (TEIXEIRA et al., 2007).

Com relagdo as variaveis demograficas e clinicas, utilizamos dados de 43 pacientes
e ndo encontramos nenhuma associagéo entre idade, IMC, sexo e gravidade da
doenga entre os grupos (més 1, més 2 e més 3). Embora alguns autores tenham
descrito na literatura que a gravidade da doenca é um dos fatores relacionados ao
atraso no tempo de conversédo, tanto da baciloscopia quanto da cultura (GULER et
al., 2007; VISSER et al., 2012), quando comparamos essas duas variaveis nao
encontramos evidéncia estatistica. Uma possivel explicagdo para o encontro de
dados controversos € que quando estratificamos os 43 pacientes, o tamanho
amostral ficou muito pequeno em cada grupo e podemos ter cometido um erro

estatistico do tipo Il.

Uma das principais finalidades deste estudo foi detectar o possivel efeito que o tipo
de perfil acetilador do paciente poderia exercer em relagdo ao tempo de negativagao
da cultura de escarro. Acreditavamos que os pacientes que possuem um perfil lento
de acetilagédo, pelo fato do farmaco permanecer por maior tempo no sangue em
relacdo aos acetiladores intermediarios e rapidos (WEBER e HEIN, 1979), teriam um

tempo mais curto de convers&o da cultura de escarro.

Ao fazermos uma busca detalhada na literatura, encontramos no trabalho de Evans
e colaboradores (1960) a citagdo de um estudo de Mitchell e colaboradores (1958)
com objetivos semelhantes ao nosso, no qual aquele afirma que estes investigaram
o tempo de negativacdo da cultura de escarro em pacientes com tuberculose
pulmonar cavitaria tratados com isoniazida e outros farmacos e compararam com o

perfil de acetilagdo do paciente. Porém, como o trabalho foi apresentado em
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congresso e seus autores nao o publicaram em revistas (indexadas) n&o dispomos
de elementos para uma analise comparativa detalhada. De acordo com os
resultados de nosso estudo, de toda forma pioneiro, tal hipotese foi refutada.
Novamente, podemos ter encontrado que nao existe associagao entre o perfil de
acetilacao e o tempo de negativagao da cultura devido ao tamanho da amostra.

Para Ellard (1984), mesmo que a exposigao dos acetiladores lentos a isoniazida seja
consideravelmente maior do que a de acetiladores rapidos, isso nao implica
nenhuma importancia clinica, exceto naqueles individuos que recebem tratamento
intermitente uma ver por semana. Em seu estudo, o autor ainda afirmou que a
eliminagao polimorfica da isoniazida n&o teve influéncia no desfecho terapéutico de
pacientes que receberam tratamento supervisionado (ELLARD, 1984).

Porém, Azuma e colaboradores (2012), afirmaram que o risco de faléncia no
tratamento é maior nos acetiladores rapidos, tratados com a dose convencional de
isoniazida, além de pontuarem que a incidéncia de hepatotoxicidade induzida pelo
farmaco diminui notavelmente com a estratificagdo da dose guiada pelo perfil
acetilador de NAT2, hipotese também confirmada por outros trabalhos (TEIXEIRA et
al., 2010; AN et al.,, 2012; CHAMORRO et al., 2013). Alem disso, os beneficios
terapéuticos potenciais para aqueles que sao acetiladores lentos sao
consideravelmente maiores do que os acetiladores intermediarios e rapidos,
enquanto que os acetiladores rapidos estdo mais propensos a uma resposta
terapéutica ineficaz e desenvolverem TB crénica (PARKIN et al., 1997; DONALD et
al., 2004).

Muitos dos pacientes analisados no nosso estudo foram tratados com regimes
poliquimioterapicos. Para nossa analise, o ideal seria a avaliagdo de pacientes aos
quais fossem administrados apenas a isoniazida, pois o uso de rifampicina poderia
reduzir o tempo de negativagao da cultura de escarro. Porém o uso de isoniazida em
monoterapia por muito tempo ndo é recomendado, visto que induz o surgimento de
resisténcia. Mesmo assim, vimos que apesar da rifampicina estar em associa¢géo no
tratamento, parece que ela ndo potencializou a agao da isoniazida na redugao do
tempo de negativagéo.
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Uma das vantagens encontradas no presente estudo € que todos os pacientes foram
provenientes de ensaios clinicos, o que pressupde que os dados clinicos e
terapéuticos, os critérios de inclusdo, de exclusdo, o acompanhamento dos
pacientes, a coleta de dados e a avaliagdo microbiolégica das amostras de escarro
foram rigorosamente controlados, inclusive a administracdo da isoniazida e dos
outros farmacos, que foi realizada por enfermeiros treinados para garantir que todos

0s pacientes tomassem os comprimidos na dosagem e horario corretos.

Como detectamos que o tipo de acetilacdo n&o influencia no tempo de conversao da
cultura de escarro, depreende-se que a utilidade primordial de se determinar o perfil
de acetilagdo de um paciente submetido a regimes terapéuticos que contém
isoniazida torna-se o ajuste de doses para cada perfil acetilador com o intuito de
potencializar a eficacia terapéutica e diminuir o grau de hepatotoxicidade induzida

pelo farmaco.

Ainda neste trabalho, investigamos se a carga bacilar inicial de um paciente teria
alguma influéncia diretamente proporcional no tempo de negativacdo da cultura de
escarro, com a logica de que os pacientes com carga bacilar baixa demorariam
menos tempo para eliminar os bacilos presentes no escarro. Entretanto, nossos
resultados mostraram que né&o existe relagédo estatistica entre carga bacilar e tempo
de conversao do escarro, visto que 3 de 9 pacientes com carga bacilar inicialmente

baixa tiveram a conversao da cultura apenas no més 3 de tratamento.

Para o controle da infeccdo, a avaliacédo da conversado da cultura de escarro € um
dos principais fatores a serem observados nos pacientes em vigéncia de tratamento
anti-TB, pois € um biomarcador de cura, quando a conversao ocorre até 2 meses do
inicio do tratamento (WALLIS et al, 2009). Condicbes como a existéncia de
cavidade nos pulmdes atrasam o tempo de negativacdo da cultura (GULER et al.,
2007; HORITA et al., 2012). Porém, mais do que isso, existem inumeros outros
fatores que podem prolongar o tempo de conversdo para mais de 2 meses como
diabetes, idade, extensdo da doenca, interagdes com outros farmacos e fatores
genéticos dos individuos (GULER et al., 2007; WANG et al., 2009; LAWSON et al.,
2010).
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Por fim, selecionamos os isolados de M. tuberculosis dos pacientes em dois grupos:
0s que tiveram a negativagao da cultura no més 1 e os que tiveram a negativagéo da
cultura no més 3, com o intuito de analisar se esses isolados do grupo do més 1
apresentariam a duragéo da fase lag mais encurtada do que os isolados do grupo do
més 3. Por meio da construgcdo de curvas de crescimento, uma provavel diferenca
no tempo para positivagdo entre os dois grupos poderia sugerir umas das
explicagbes para demora no tempo de conversdo de cultura, devido ao fato dos
farmacos anti-TB ndo conseguirem agir efetivamente na bactéria em fase lag (sem
multiplicagdo bacteriana e com metabolismo baixo). Entretanto, os nossos
resultados n&o mostraram diferenga no tempo para positivagdo entre os dois grupos,
sendo que a média de TTP no més 1 foi de 102,9h e no més 3 o TTP foi de 96,1h.

Para realizacdo das curvas de crescimento, devemos reconhecer que todos os
isolados foram submetidos as mesmas condicbes ambientais e disponibilizacdo de
nutrientes in vitro. Pode ser que por esses motivos, os isolados cresceram de
maneira homogénea, ao passo que quando o bacilo encontra-se em crescimento
dentro do organismo humano, apesar dos fatores responsaveis pela persisténcia
micobacteriana (positividade da cultura durante a terapia) ainda ndo estarem bem
esclarecidos, sabe-se que incluem fatores bioldégicos e comportamentais do
hospedeiro (WALLIS et al., 1999).

Embora os resultados apresentados ndo tenham mostrado associacdo estatistica
entre tempo de negativagédo da cultura de escarro, perfil de acetilagdo de isoniazida,
carga bacilar e gravidade da doencga, estudo futuros devem ser realizados para uma
investigacdo mais aprofundada dos fatores que influenciam o tempo de negativagéao
da cultura de escarro e como o perfil de acetilacdo da isoniazida pode auxiliar na

cura dos pacientes com tuberculose.
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Conclusoes
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7. CONCLUSOES

1 — A extragao de material genémico a partir de escarro congelado por longo periodo

foi possivel para a maioria das amostras.

2 — A caracterizagdo genotipica do gene NAT2 e a determinacdo do perfil de
acetilacao, associados a dados nacionais, sugerem que pode haver um predominio
do perfil de acetilagao lento na populagao brasileira.

3 — Nao houve associagéo entre o perfil genotipico de acetilacdo da isoniazida e o
tempo de negativagéo da cultura de escarro nos pacientes analisados.

4 — Nao houve associagao entre carga bacilar e o tempo de negativagao da cultura

de escarro nos pacientes analisados.

5 — Nao houve associagdo entre a gravidade da doenga e o tempo de negativagao
da cultura de escarro nos pacientes analisados.
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ANEXO A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
G CENTRO BIOMEDICO
NUCLEO DE DOENGAS INFECCIOSAS

NDI
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
CONTATO DOMICILIAR
TITULO DO ESTUDO: Estudo sobre acetilagdo da isoniazida em pacientes com
tuberculose e da sua implicagdo na redugdo ou eliminagdo da carga bacilar no

escarro

Nome do Voluntario:

Introducgao
Vocé foi convidado a participar de uma pesquisa. Os doutores responsaveis por este
estudo s&o o Dr. Moisés Palaci e o Dr. Reynaldo Dietze.

Este documento € um formulario de consentimento que explica tudo sobre o estudo
que sera feito e fornece as informacdes necessarias para vocé decidir se vai
participar do estudo ou ndo. Portanto leia cuidadosamente e pergunte o que julgar
necessario. Se vocé concordar em participar, sera convidado a assinar este

formulario. Vocé recebera uma copia do mesmo para guardar.

Vocé esta sendo convidado a participar deste estudo porque participou previamente
de um dos trés estudos citados abaixo, realizados no Hospital Universitario Cassiano
Antdnio de Moraes (HUCAM) da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES):

- “Estudo fase |, aberto, randomizado, para avaliagdo da atividade bactericida
precoce de multiplas doses da Linezolida, Gatifloxacina, Levofloxacina e

Moxifloxacina em pacientes adultos n&o infectados pelo HIV com tuberculose
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pulmonar bacilifera e sem tratamento prévio para a doenga”. Registro
CONEP: 7917.

- "Estudo prospectivo, multicéntrico, controlado, randomizado, para a avaliagao
de esquema encurtado do tratamento padrédo da tuberculose de 6 meses para
4 meses, em pacientes HIV negativos, infectados com cepas sensiveis as
drogas, sem doenga cavitaria e com cultura negativa no segundo més de
tratamento”. Registro CONEP: 3319.

- “Analise do potencial preditivo e marcadores imunoldgicos e microbiologicos
na avaliagdo da resposta terapéutica anti-tuberculose em pacientes adultos
HIV negativos com baciloscopia positiva e baciloscopia negativa para
tuberculose pulmonar”. Registro CONEP: 1491.

Por que este estudo esta sendo feito?

Existem diferencas entre as pessoas para a metabolizagado da isoniazida, que € um
medicamento utilizado para o tratamento da tuberculose. Algumas pessoas
permanecem com a droga no sangue por mais tempo do que outras. Quanto mais
tempo a droga permanecer no sangue, maior a chance de matar as bacterias que
causam a tuberculose, porém maior é a probabilidade de surgirem reagbes
adversas. Espera-se que um melhor entendimento deste assunto ira ajudar
cientistas a descobrirem tratamentos para tuberculose que sejam mais eficazes,

mais curtos e com menos eventos adversos.

Como funciona o estudo?

O objetivo do estudo é relacionar o tipo de acetilagdo do individuo com o tempo de
negativagdo da carga bacilar de escarro de pacientes em vigéncia de tratamento
para tuberculose.

O que vao me pedir para fazer?

Se vocé concordar em participar do estudo, vao lhe pedir para assinar este
formulario de consentimento. Solicita-se a permisséo para utilizagao de sua amostra
de escarro que esta armazenada no banco de escarros em freezer a -70°C do NDI-
UFES. Alem disso, solicita-se a permissé&o para a coleta de 3mL de sangue. Este
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sangue e este escarro serdo utilizados para realizagdo da analise genética que

identificara o seu perfil de acetilagdo para isoniazida.

Quem pode participar do estudo?
Para vocé participar deste estudo, vocé tem que ter participado dos estudos

previamente citados e estar em acordo com o termo de consentimento.

Quanto tempo vai durar o meu envolvimento com o estudo?
O seu envolvimento com o estudo terminara assim que a amostra de sangue for

coletada pelo enfermeiro treinado.

Existem riscos?

N&o existem riscos para o paciente ja que vocé obteve a cura no final do tratamento
o qual foi submetido e as amostras de sangue e escarro serdo utilizadas com o
unico objetivo de analise do perfil de acetilagdo para isoniazida, o que nao
ocasionara nenhum maleficio para sua saude fisico-psicologica. O procedimento de
coleta de sangue pode lhe causar dano fisico. Os riscos de ter o seu sangue colhido

sdo dor, hematoma, desconforto temporario e raramente infecgéo local.

Existem beneficios?
O que for descoberto neste estudo ajudara o entendimento do surgimento de efeitos

colaterais devido ao uso da droga.

Ha algum custo para participar do estudo? Vou ser pago?
Ndo ha nenhum custo para vocé participar do estudo. Nao havera beneficios

financeiros.

E quanto a confidencialidade?

Todos os seus dados serao mantidos sob confidencialidade pela equipe do estudo.
Se vocé entrar no estudo, vocé recebera numeros de codigo. Esses numeros de
cbdigo serdo usados no lugar do seu nome para identificar sua amostra e qualquer
informagéo que for obtida sobre vocé. Manteremos uma ligagdo de identidade com o
numero de cddigo do estudo. Esta ligacdo s6 sera conhecida pelo coordenador do
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estudo e ndo sera revelada, a menos que seja exigido por lei. Quando este estudo

se tornar publico, vocé nao sera identificado pelo nome.

Além da equipe do estudo, € preciso permitir que pessoas dos seguintes lugares

vejam seus registros do estudo:

* Universidade Federal do Espirito Santo — UFES,

» Comissdo de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario Cassiano
Antbénio de Moraes - HUCAM

Quais sao os meus direitos?

E sua a escolha de participar deste estudo ou ndo. Vocé pode sair do estudo no
momento em que quiser. Caso vocé decida participar do estudo, vocé tera acesso
garantido a seus dados genéticos quando estes estiverem disponiveis e pode
verifica-los assim que tiver interesse.

Vocé também tera o direito de retira-los dos bancos de armazenamento dos dados a

qualguer momento.

Com quem posso entrar em contato se eu tiver perguntas?
Se vocé tiver perguntas sobre a participagdo neste estudo, ou achar que sofreu

danos, vocé pode entrar em contato com:

Maria José Chiabai

Pesquisadora responsavel

Nucleo de Doengas Infecciosas — NDI
Universidade Federal do Espirito Santo — UFES
Av. Marechal Campos, No. 1468. Vitoria, ES
Tel: 27-3335-7210

Se vocé tiver perguntas sobre seus direitos como voluntario do estudo, vocé pode

entrar em contato com:

Dr. Fausto Edmundo Lima Pereira

Coordenador da Comiss&do de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital Universitario
Cassiano Antonio de Moraes - HUCAM

Tel.: 27-3335-7504
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Assinatura do Sujeito:

Li este formulario inteiro, ou o0 mesmo me foi lido, e o entendi totalmente. Todas as
minhas perguntas sobre este formulario ou esta pesquisa foram respondidas

satisfatoriamente. Concordo em participar desta pesquisa.

Sujeito:

Assinatura (ou impressao digital) Nome do Sujeito (legivel) Data

Testemunha: (Exigida SOMENTE se o sujeito ndo souber ler.)
Li este formulario inteiro para o sujeito. Acredito que ele ou ela o entendeu

totalmente.

Assinatura da Testemunha Nome da Testemunha (legivel) Data

Assinatura do Investigador ou Pessoa Responsavel:

Expliquei os objetivos deste estudo ao voluntario. Tenho plena convic¢édo de que ele/
ela entendeu os objetivos, riscos e beneficios de sua participagao no estudo.

Assinatura do Investigador Nome do Investigador Data

ou seu representante ou seu representante (legivel)




