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RESUMO

FORESTIERO, F.J. Variantes genéticas da N-acetiltransferase 2, CYP2ELl e
Glutationa S-transferase: relagdo com a segurancga terapéutica em pacientes
com tuberculose. 2009. 155f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009

Polimorfismos nos genes da n-acetiltransferase 2 (NAT2), CYP2E1l e glutationa S-
transferase (GST) tém sido associados a diferencas na resposta ao tratamento da tuberculose. O
papel de variantes dos genes NAT2, CYP2El e GSTM1/GSTT1, no perfil de seguranca do
tratamento da tuberculose, foi avaliado em 99 pacientes com tuberculose, sem co-infecgcdo por
HIV ou virus da hepatite, tratados por 6 meses. Amostras de sangue foram colhidas antes e
durante o tratamento para avaliagdo de marcadores de lesdo hepatocelular (ASLT e AST),
colestase (ALP, GGT e bilirrubinas) e funcéo renal (creatinina). O DNA gendmico foi extraido de
sangue colhido em EDTA pelo método precipitacdo salina. Os polimorfismos NAT2 foram
analisados por PCR-RFLP e seqiienciamento de DNA. Os polimorfismos da regido promotora do
CYP2E1 foram detectados por PCR-RFLP e para a analise dos genétipos nulos de GSTM1
(GSTM1*0) e GSTT1 (GSTT1*0) foi utilizada a PCR multiplex. Durante o tratamento, 59,6% dos
pacientes apresentaram reacdes adversas aos medicamentos (RAM) e alteragc6es nos marcadores
de lesdo hepatocelular e colestase, com aumento de 1 a 4 vezes o limite superior de referéncia.
Foi observada forte relacdo entre RAM e alterag6es nos marcadores séricos (p< 0,05) e também
com o uso de medicacdo concomitante (p< 0,001). As frequéncias dos alelos NAT2*4 e NAT2*6
foram maiores e menores, respectivamente, quando comparadas com outros estudos na
populacédo brasileira. O perfil de acetilador lento (alelos NAT2*5, NAT2*6 e NAT2*7) foi associado
com manifestacdo de RAM e hepatotoxicidade. Os portadores dos genétipos NAT2*4/*5 e
NAT2*5/*5 apresentaram, respectivamente, risco 2,4 e 5,0 vezes maior de RAM que os portadores
dos demais genétipos NAT2 (p< 0,05). O gendtipo funcional GSTM1*1/GSTT1*1 foi associado
com alteracBes acentuadas de ALT, AST e ALP (p< 0,05). Enguanto que as variantes da CYP2E1
nao foram associadas a alteragdes no perfil bioquimico ou com risco de RAM ou hepatotoxicidade.
Em concluséo, o perfil de acetilacao lenta de NAT2 e o gendtipo funcional de GSTM1/GSTT1
aumentam a susceptibilidade de lesdo hepatocelular e outras RAM induzidas pelos

antimicobacterianos utilizados no tratamento da tuberculose.

Palavras-chave: NAT2. CYP2El. GST. ReagbOes Adversas A Medicamentos.

Hepatotoxicidade.



ABSTRACT

FORESTIERO, F.J. Genetic variants of N-acetyltransferase 2, CYP2E1 and
Glutathione S-transferase: relation with therapeutic safety in patients with
tuberculosis. 2009. 155f. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas — Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo, 2009

Polymorphisms in N-acetiltransferase 2 (NAT2), CYP2E1 and glutatione S-transferase
(GST) have been associated with differences in response to antituberculosis drugs. The role of the
NAT2, CYP2E1 and GSTM1/GSTT1 variants on safety profile of the anti-tuberculosis therapy was
evaluated in 99 tuberculosis patients, without co-infection by HIV or hepatitis virus, treated during 6
months. Blood samples were collected before and after the therapy to evaluate serum markers for
hepatocelullar damage (ASLT and AST), cholestasis (ALP, GGT and bilirrubin) and kidney function
(creatinine). Genomic DNA was extracted from EDTA-blood samples by salting-out method. NAT2
polymorphisms were analyzed by PCR-RFLP and DNA sequencing. CYP2E1 promoter region
polymorphisms were detected by PCR-RFLP and for analysis of the null genotypes GSTM1
(GSTM1*0) e GSTT1 (GSTT1*0) PCR multiplex technique was used. During the therapy, 59.6% of
the patients had adverse drug reactions (ADR) and alterations on hepatocellular damage and
cholestasis serum markers, with increase of 1 to 4 times the upper limit reference level. There was
a significant relationship between ADR and serum markers alterations (p< 0,05), as well as, the
concomitant medicine (p< 0,001). The frequencies of the NAT2*4 and NAT2*6 alleles were higher
and lower, respectively, when compared to other studies in the Brazilian population. The slow
acetilator profile (NAT2*5, NAT2*6 and NAT2*7 alleles) was associated with ADR and
hepatotoxicity manifestations. The NAT2*4/*5 and NAT2*5/*5 genotypes carriers had, respectively,
2.4 and 5.0 times higher risk for ADR than those carrying the other NAT2 genotypes (p< 0,05). The
functional genotype GSTM1*1/GSTT1*1 was associated with enhanced variations on ALT, AST
and ALP (p< 0.05). No relationship was found between CYP2EL1 variants and variations on
biochemical profile or risk for ADR or hepatotoxicity. In conclusion, the NAT2 slow acetilator profile
and the GSTM1/GSTT1 functional genotype increase the susceptibility to hepatocellular damage

and other ADR induced by antibiotics used in tuberculosis therapy.

Keywords: NAT2. CYP2EL. GST. Adverse Drug Reactions. Hepatotoxicity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Epidemiologia e tratamento da tuberculose

Apesar de ser uma doenca passivel de prevencdo e curavel, a tuberculose
permanece como a principal causa de morte em adultos decorrente de um Unico
agente infeccioso, apesar de se conhecer seu agente etioldgico, suas formas de
transmissdo e de se dispor de medicamentos eficazes para o tratamento da
doenca (MAZARS et al.,, 2001). Atualmente, cerca de um ter¢co da populacao
mundial (aproximadamente 2 bilhdes de pessoas) esta infectada pelo bacilo da
tuberculose tendo sido estimada, somente no ano de 2007, a ocorréncia de 9,27
milhdes de novos casos e 1,32 milhdes de 6bitos no mundo (TEIXEIRA et al.,

2007; WHO, 2009).

Em 1993, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considerou a
tuberculose como uma situacdo de emergéncia global, no &mbito da saude.
Vérias iniciativas foram criadas desde entdo para o controle da doenca (WHO,
2006). A iniciativa “Stop TB” estabeleceu na Assembléia Mundial da Saude em
2000 alguns objetivos como a detecgdo de 70% dos casos de tuberculose e 85%
de sucesso no tratamento (cura) até 2005, que em 2015 a incidéncia global da
doenga (6bitos e prevaléncia) deve estar reduzida em 50% quando comparada
aos indices de 1990 e por ultimo que a incidéncia global da doencga sera de
menos de 1 por 1 milhdo na populacdo até 2050, ou seja, eliminagdo da

tuberculose como um problema global de saude publica.

A taxa de deteccdo € calculada como o numero de casos notificados

divididos pelo nimero de casos esperados no ano, expresso em porcentagem.
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Segundo as estimativas atuais da OMS, a incidéncia de tuberculose no Brasil € de
60 casos por 100 mil habitantes, situando o pais na 14° posicdo entre os 22

paises mais afetados pela doenga (WHO, 2009).

Desde 1999 o Ministério da Saude definiu a tuberculose como prioridade
entre as politicas governamentais de saude. As acdes para o controle da
tuberculose no Brasil ttm como meta diagnosticar pelo menos 90% dos casos
esperados e curar pelo menos 85% dos casos diagnosticados (RODRIGUES et

al., 2007).

Globalmente, observou-se sucesso no controle da tuberculose resultado do
aumento de 28% em 2000 para 60% em 2005 nas taxas de detec¢do de bacilos
alcool-4cido resistentes (BAAR) e de sucesso do tratamento de 82% em 2000
para 84% em 2005. Entretanto, a cada ano pelo menos 1,7 milhGes de pessoas
morrem por tuberculose no mundo, sendo 12% deles associados a epidemia da

sindrome da imunodeficiéncia adquirida (AIDS) (WHO, 2007).

Apesar dos progressos, os desafios para o controle da doenga ainda
permanecem devido a baixa sensibilidade da baciloscopia, particularmente na
presenca de co-infeccdo pelo virus HIV. Como a infec¢do pelo HIV tem efeito
imunossupressor e predispde o individuo infectado a desenvolver a doenca, a
epidemia de AIDS veio contribuir, a partir de 1981, para o aumento do nimero de
casos notificados de tuberculose, entre eles os casos extrapulmonares, tanto em
paises desenvolvidos como em desenvolvimento (ESPINAL et al.,, 2001;
RODRIGUES et al, 2007). Enquanto uma em cada dez pessoas

imunocompetentes infectadas pelo Mycobacterium tuberculosis acaba adoecendo
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em algum momento de sua vida, entre as pessoas com HIV, uma em cada dez

desenvolve a doenga por ano (PALOMINO, LEAO & RITACCO, 2007).

A associacdo AIDS e tuberculose constitui um sério problema de saude
publica levando ao aumento da morbidade, principalmente dos casos resistentes
ao tratamento, e também da mortalidade (HIJJAR et al., 2001; ESPINAL et al.,
2001). Em 2003, no Brasil, foi estimada uma prevaléncia de 0,65% de
soropositividade ao virus HIV na populagdo. Entretanto, entre os pacientes com
tuberculose, a prevaléncia foi de 8%, muito acima do estimado pela OMS de 3,8%

(WHO, 2005).

A BCG, vacina produzida com o bacilo Calmette-Guérin (BCG), € a Unica
vacina disponivel para a prevencao da tuberculose em humanos. Ela é produzida
a partir de uma cepa atenuada, e j4 foi dada a mais de 2,5 bilhdes de pessoas
desde 1948, promovendo tanto uma resposta imune humoral como mediada por
células. Embora a BCG fornecga protecdo clara em criangas quando administrada
no periodo neonatal, em adultos, devido a razdes ainda pouco esclarecidas, ela
varia muito. O nivel de protecdo difere de acordo com a forma da tuberculose
pulmonar; pela co-infeccdo com o HIV e entre diferentes populagbes, néo
apresentando nenhuma protecdo na india e de 50-80% de protecdo no Reino

Unido (PALOMINO, LEAO & RITACCO, 2007).

Na falta de uma vacina homogeneamente eficaz e tendo em vista que a
maior fonte de infeccdo sdo os individuos doentes, o melhor recurso de
prevencao disponivel no sistema de saude continua sendo a detec¢do precoce e

o tratamento dos casos (RODRIGUES et al., 2007).
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O tratamento da tuberculose teve seu inicio em 1944 quando a
estreptomicina (S) e o &cido para-aminosalicilico (PAS) foram descobertos e
passaram a ser usados em terapia combinada. Em 1952, um terceiro
medicamento, a isoniazida (H), foi adicionada a combinacdo prévia melhorando
significativamente a eficicia do tratamento, porém a sua duragéo ainda era longa,
de 18 a 24 meses. Em 1960, o etambutol (E) substituiu o0 PAS e o tempo de
tratamento foi reduzido para 18 meses. Nos anos 70, com a introducdo da
rifampicina (R) na combinagé&o, o tratamento pode entdo ser encurtado para 9
meses e, finalmente em 1980, a pirazinamida (Z) foi introduzida permitindo a
reducdo do tempo de tratamento para apenas 6 meses (PALOMINO, LEAO &

RITACCO, 2007).

Atualmente, o tratamento permanece complexo e demorado,
compreendendo a associagdo de varios medicamentos, inclusive durante a fase
de recuperacéao clinica do paciente. Em decorréncia disso, a taxa de abandono do
tratamento é alta e pode resultar no surgimento de formas resistentes do M.
tuberculosis (RODRIGUES et al., 2007). A resisténcia a pelo menos INH e RMP é
denominada de tuberculose multidrogarresistente (MDR-TB) e o seu tratamento é
mais longo e com uso de medicamentos de segunda linha que apresentam maior
toxicidade e maior custo quando comparados com os disponiveis para os doentes
sensiveis (DYE et al., 2002; MITCHISON, 1998). No Brasil, para fins de
notificacdo e tratamento, considera-se multirresistente aquele caso que apresente
resisténcia in vitro a RMP e a INH e a mais um terceiro farmaco dos esquemas

padronizados (DALCOLMO et al., 2007).
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A Organiza¢do Mundial de Saude recomenda a implantacdo do tratamento
diretamente observado de curta duragcdo (em inglés, Directly Observed Short
Course Treatment — DOTS), como estratégia para que 0s pacientes tenham
tratamento correto e completo. Essa estratégia tem como principal sustentaculo a
observacgéo direta da tomada de medicamento para tuberculose em pelo menos
trés observagbes semanais, nos primeiros dois meses, e uma observagdo por
semana, até o seu final. Além disso, o DOTS visa ao aumento da adesdo dos
pacientes, a maior descoberta das fontes de infeccdo (pacientes pulmonares
baciliferos) e ao aumento da cura, reduzindo-se o risco de transmissédo da doenca

na comunidade (BRASIL, 2005).

No Brasil, os esquemas terapéuticos sdo padronizados e as
recomendagfes variam de acordo com a forma clinica da doencga, idade do
paciente, historia de tratamento anterior e resultado do tratamento (cura ou falha),
co-infeccdo pelo HIV, perfil de resisténcia e disponibilidade de
antimicobacterianos, entre outros fatores. Todos 0s esquemas séo constituidos de
duas fases: (1) fase de ataque, na qual se utiliza a associagdo de medicamentos
com alto poder bactericida, com o intuito de se reduzir rapida e drasticamente a
populacdo bacilar e a proporgdo de mutantes resistentes; e (2) fase de
manutencdo que tem como objetivo a eliminagdo dos bacilos persistentes e a

prevencao de recaidas e recidivas (BRASIL, 2002).

O Esquema 1 estd indicado para pacientes com tuberculose pulmonar e
extrapulmonar, sem histéria de tratamento anterior, exceto os portadores da forma
meningoencefélica (Tabela 1). Para os casos de tuberculose meningoencefélica
concomitantes com outras formas de tuberculose, recomenda-se o Esquema 2

(Tabela 2). Os pacientes com necessidade de novo tratamento por recidiva apds
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cura ou retorno apés abandono, independentemente do tempo decorrido,
recomenda-se o Esquema 1 reforcado (1R) (Tabela 3). Para o tratamento apds
faléncia dos esquemas terapéuticos basicos (1 e 2) ou refor¢cado, ou seja, na
persisténcia de positividade na baciloscopia ao final do tratamento, € preconizado

0 Esquema 3 (Tabela 4) (BRASIL, 2002).

Tabela 1. Esquema terapéutico 1 indicado nos casos novos de todas as formas

de tuberculose pulmonar e extra-pulmonar.

Dose com base no peso paciente
Fase do F4
tratamento & Maco - aAté 20 Kg 20a35Kg 35a45Kg  Mais 45 Kg

(mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia)

12 fase R 10 300 450 600
(2 meses) H 10 200 300 400

Z 35 1000 1500 2000
22 fase R 10 300 450 600
(4 meses) H 10 200 300 400

Nota: R: rifampicina; H: isoniazida; Z: pirazinamida. Fonte — BRASIL, 2002.

Tabela 2. Esquema terapéutico 2 indicado para a forma meningoencefalica da

tuberculose.

Dose com base no peso paciente
Fase do F4
tratamento AMaco  Ate20Kg < 20a35Kg  35a45Kg  Mais 45 Kg

(mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia)

12 fase R 10a20 300 450 600
(2 meses) H 10a20 200 300 400

z 35 1000 1500 2000
22 fase R 10a20 300 450 600
(7 meses) H 10a20 200 300 400

Nota: R: rifampicina; H: isoniazida; Z: pirazinamida. Fonte — BRASIL, 2002.
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Tabela 3. Esquema terapéutico 1 Refor¢ado (1R) indicado para recidiva apos

cura ou retorno apds abandono do Esquema 1.

Dose com base no peso paciente

Fase do Farmaco A i

tratamento Até 20 Kg 20a35Kg 35a45Kg Mais 45 Kg
(mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia)

12 fase R 10 300 450 600

(2 meses) H 10 200 300 400

z 35 1000 1500 2000

E 25 600 8100 1200

22 fase R 10 300 450 600

(4 meses) H 10 200 300 400

E 25 600 800 1200

Nota: R: rifampicina; H: isoniazida; Z: pirazinamida; E: etambutol. Fonte: BRASIL, 2002.

Tabela 4. Esquema 3 indicado para faléncia dos esquemas 1 e 1R.

Dose com base no peso paciente

Fase do .

tratamento T &MAC0 A6 20Kg 20a35Kg 35a45Kg Mais 45 Kg
(mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia) (mg/Kg/dia)

12 fase S 20 500 1000 1000

(3 meses) Z 35 1000 1500 2000

E 25 600 800 1200

Et 12 250 500 750

22 fase E 25 600 800 1200

(9 meses) Et 12 250 250 750

Nota: S: estreptomicina; Z: pirazinamida; E: etambutol; Et; etionamida. Fonte: BRASIL, 2002.
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A eficicia no Brasil do principal esquema de tratamento (esquema 1) é
elevada, em torno de 98%. Mesmo considerando-se a ocorréncia de 6bitos de 7%
e a taxa de abandono de 12%, a efetividade do esquema 1 cai para 83%, mas
continua adequada. Entretanto, o abandono do tratamento permanece como 0

principal problema para melhor efetividade do tratamento (BRASIL, 2005).

7

A quimioprofilaxia da tuberculose € indicada em pacientes com PPD
positivo, porém sem sinais clinicos da doenca ativa (infeccdo latente)
especialmente quando h& risco de desenvolvimento da tuberculose, como por
exemplo, pacientes HIV positivos (BALCELLS et al., 2006; CDC, 2003).
Geralmente apenas a isoniazida é administrada, na dose de 300mg por dia por 6

a 9 meses (embora haja o risco de desenvolvimento de resisténcia).

Os pacientes que ndo se curam apoés tratamento com 0s esquemas
padronizados pelo Ministério da Saude, portadores de bacilos resistentes a mais
de dois farmacos, dentre os quais a R e a H, constituem um grupo de pacientes
classificados como portadores de tuberculose multirresistente. A este grupo, sao
agregados os pacientes que apresentam resisténcia primaria & R, H e a outros

farmacos utilizados, geralmente a S e/ou E.

A maioria dos pacientes submetidos ao tratamento da tuberculose
consegue completar o tempo recomendado sem sentir qualquer efeito colateral
relevante. Entretanto, de 5 a 20% dos pacientes submetidos ao tratamento da
tuberculose apresentam alguma reacdo adversa a medicamentos (RAM), que é
definida pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) como “qualquer
resposta a um medicamento que seja prejudicial, ndo intencional, e que ocorra

nas doses normalmente utilizadas em seres humanos para profilaxia, diagnostico
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e tratamento de doencas, ou para a modificagdo de uma funcgéo fisiologica"

(BRASIL, 2002).

Os determinantes das reagdes adversas s&o multifatoriais e se referem
principalmente a dose, aos horarios de administracdo da medicagéo, a idade, ao
estado nutricional, ao etilismo, as condi¢gbes da funcdo hepatica e renal e a co-

infeccdo pelo HIV (HUANG et al., 2002; PALOMINO, LEAO & RITACCO, 2007).

Nas tabelas 5 e 6, sdo apresentadas as principais reaces adversas
relacionadas aos farmacos utilizados no tratamento da tuberculose. As reacfes
adversas a medicamentos séo classificadas em efeitos maiores e menores. Os
efeitos maiores sé@o aqueles que implicam interrupgéo ou alteracéo do tratamento
e sdo menos frequentes, ocorrendo em torno de 2% dos casos, podendo chegar a
8% em servigos especializados; os efeitos menores ocorrem entre 5% a 20% dos
casos e sdo assim classificados porque nao implicam em modificagdo imediata do

esquema padronizado (VUILLEUMIER et al., 2006; BRASIL, 2005).

Tabela 5. Reacgbes adversas (eventos maiores) dos farmacos usados no

tratamento da tuberculose.

Eventos Maiores Farmacos

Rifampicina

Exantemas (erupcao de pele) Estreptomicina

Hipoacusia (perda de audi¢ao) Estreptomicina

Vertigem e nistagmo (oscila¢des repetidas e involuntarias

- Estreptomicina
ritmicas de um ou ambos os olhos) P

Psicose, crise convulsiva, encefalopatia téxica e coma Isoniazida

Etambutol

Neurite 6ptica ..
P Isoniazida



Hepatotoxicidade (alteracdo das provas de funcao hepética) Todos os farmacos
Trombocitopenia, leucopenia, eosinofilia, anemia hemaolitica, Rifampicina
agranulocitose, vasculite Isoniazida
Nefrite Intersticial Rifampicina

Rabdomidlise (sindrome causada por danos na musculatura

- . AR A Pirazinamida
esquelética) com mioglobindria e insuficiéncia renal
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Fonte — BRASIL, 2005.

Tabela 6. ReacgbOes adversas (eventos menores) dos farmacos usados

tratamento da tuberculose.

no

Eventos Menores Farmaco
Irritac@o gastrica (ndusea e vomito), epigastralgia e dor Rifampicina
abdominal Isoniazida Pirazinamida

. . Pirazinamida
Artralgia ou artrite

Isoniazida
Neuropatia periférica Isoniazida
(dorméncia das extremidades) Etambutol
Cefaléia ou mudanca de comportamento _—

R . a Isoniazida
(euforia, insbnia, ansiedade e sonoléncia)
Suor e urina alaranjada Rifampicina
. « Isoniazida

Prurido cutaneo ) .

Rifampicina

Pirazinamida

Hiperuricemia Etambutol

Rifampicina

Febre o
Isoniazida

Fonte — BRASIL, 2005.
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A hepatotoxicidade é uma das reacbes adversas mais graves no
tratamento da tuberculose e, a maioria dos casos de hepatite induzida por
antimicobaterianos tém sido relacionados com a rifampicina, pirazinamida e,
especialmente, & isoniazida. Sua incidéncia varia de 1 a 47% dependendo dos
diferentes esquemas terapéuticos usados e também das definicbes de hepatite
usadas nos estudos, que consideram variagdes de 2 a 5 vezes o limite superior
de referéncia (LSR) nas concentracdes séricas das aminotransferases, com ou
sem a presenca de ictericia concomitante (HUANG, 2007). Além disso, etnia,
género, idade avancada, baixo peso corporeo, etilismo, infeccdo por HIV e
hepatite viral B e C também tém sido relatados como fatores de risco para

hepatite induzida por antimicobacterianos (GARG & TANDON, 2003; ROY, 2003).

O potencial hepatotdxico da isoniazida e da rifampicina bem como o risco
maior de hepatotoxicidade quando essas medicagbes s&o usadas
concomitantemente ja sdo bem conhecidos. Entretanto, também se observa uma
alta prevaléncia de tuberculose em associacdo com o virus da hepatite o que
poderia levar a uma atribuicdo errbnea da hepatotoxicidade a esses

medicamentos (KUMAR et al., 1991).

Episddios agudos de hepatite sdo comuns na prética clinica em pacientes
portadores do virus da hepatite B (HBV) durante o tratamento com farmacos
antituberculose. WU e colaboradores (1990) determinaram que os portadores do
HBV embora apresentassem o0s sintomas da hepatite induzida por isoniazida e
rifampicina mais tardiamente, geralmente apresentavam niveis elevados de ALT e

bilirubina, ictericia grave e maior fatalidade que individuos ndo portadores.



27

E possivel que a isoniazida e a rifampicina agravem os quadros de hepatite
viral leve ou sub-clinica, mas por outro lado, também € possivel que a hepatite
viral aumente a toxicidade da isoniazida e rifampicina (KUMAR et al., 1991).
Como o periodo de laténcia da hepatotoxicidade pode variar de uma semana a
mais de 6 meses, tendo como média 8 semanas, 0 monitoramento dos pacientes
em uso de isoniazida € um fator importante na prevencdo de hepatotoxicidade
(ACHARYA et al., 1996). Se a isoniazida for descontinuada antes da ocorréncia
de um dano hepatico mais grave, a recuperagdo € mais rapida, o que também
reduz a taxa de abandono do tratamento pelo paciente (GARG & TANDON, 2003;

HUANG et al., 2002).

A gravidade da lesdo hepética induzida por antimicobaterianos pode variar
de pequenas alteracbes ndo-especificas na estrutura anatomo-funcional ao
desenvolvimento de cirrose, insuficiéncia e cancer hepatico (HUANG et al., 2003;

HUSSAIN et al., 2003).

Histérico de etilismo geralmente é uma contra-indicagdo ao uso de
isoniazida e rifampicina, uma vez que o etilismo predispbe o paciente a
hepatotoxicidade. Entretanto, como o etilismo € uma condicdo multifacetada
apresentando aspectos sociais, comportamentais, psicolégicos e fisicos, a
declaragéo pelo proprio paciente tem sido o principal meio de avaliagdo, baseado
na quantidade de &lcool consumido relatado pelo paciente, o que limita o seu
diagnéstico (CROSS et al.,, 1980). Esse mesmo estudo indicou que pacientes
etilicos apresentam elevacdes anormais de aspartato aminotransferase (AST)
mais frequentes durante a terapia antituberculose quando comparados a
pacientes nado etilicos. Entretanto, esses pacientes ndo apresentam uma

propensdo maior a reac¢des hepéticas induzidas pela rifampicina e isoniazida que
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sejam severas o suficiente a ponto de interromper o tratamento por mais que 14

dias.

1.2 Fatores genéticos associados com a resposta a isoniazida

A isoniazida é rapidamente absorvida quando administrada por via oral e
parenteral, e a sua concentracdo plasmatica € de 3 a 5 pg/mL apds uma a duas
horas da ingestéo, distribuindo-se por todos os fluidos e células. A excrecdo da
isoniazida é preferencialmente pela via urinaria, com 75-95% da dose inicial

excretada em 24 horas (NIEMI et al., 2003).

O processo de metabolizagéo inicia-se no figado, onde a isoniazida é
acetilada pela N-acetiltransferase (NAT) (Figura 1) para acetilisoniazida, seguida
de hidrélise para acetilhidrazina que é entdo oxidada a compostos intermediarios
hepatotoxicos pela isoenzima do citocromo P450 2E1 (CYP2E1l) (YUE et al,
2009) (Figura 2). Outra via importante na formag&o de intermediarios toxicos € a
hidrélise direta da isoniazida pela amidohidrolase, sem a prévia acetilacéo,
produzindo a hidrazina que também pode induzir dano hepatico (HUANG et al.,
2002). O tempo necessario para que 0s metabdlitos atinjam concentragdes

7

hepatotoxicas € menor quando se utiliza a isoniazida associada a rifampicina

7

gquando comparada com a isoniazida isolada e o efeito é predominantemente

sinérgico (HUSSAIN et al., 2003).
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Figura 1. Representacdo da estrutura tridimensional do modelo NAT1 e NAT2 humanas

(RODRIGUES-LIMA et al., 2002).

R M-acetiltransferase oy ..
Isoniazida Acetilisoniazida

Amidohidrolase Amidohidrolase

L‘Mﬁcido Isonicotinico "

H-acetiltransferase H-acetiltransferase
Hidrazina Acetithidrazina Diacetilidrazina

Amidohidrolase

CYP2EL oxidacio . . .
Ligagdocom proteinas

Radicaislivres Dano Hepaético

GST conjugagio GST conjugacio

b EXCP@CRQ e

Figura 2. Metabolismo da isoniazida no figado (YUE et al., 2009).
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A reagdo de acetilagdo, envolvida no processo de metabolizacdo da
isoniazida, ocorre pela transferéncia de um grupo acetil provindo da
acetilcoenzima A (acetil-CoA), para um grupo amino livre formando uma
acetilamida. Em humanos, as reacdes de acetilagdo séo catalisadas pela N-
acetiltransferase presente no citosol, que apresenta duas isoformas, a N-
acetiltransferase-1 (NAT1) e a N-acetiltransferase-2 (NAT2) (BROOKE, et al.,

2003).

Para o gene da N-acetiltransferase-2 (NAT2), alguns polimorfismos foram
identificados e descritos classificando o perfil de acetilacdo dos individuos em
acetiladores rapido, intermediario ou lento (SMITH et al.,, 1997). O NAT2*4 é
definido como o alelo de referéncia para o NAT2 humano, pois esta associado
com elevada atividade da enzima e € o alelo mais frequente (68%) na populacdo
originalmente estudada, os japoneses (HEIN, 2002; UPTON et al,. 2001). Trés
principais alelos, denominados NAT2*5 (rs1799929), NAT2*6 (rs1799930) e
NAT2*7 (rs1799931), estdo relacionados com o perfil de acetilador lento,
resultando em diminui¢céo da atividade da isoenzima NAT2 (SMITH et al., 1997). A
freqUéncia desses alelos em caucasianos americanos é 42-45%, 28-31% e 2%,

respectivamente (HEIN, 2002).

O perfil de acetilagcdo e sua relagdo com o risco de dano hepatico induzido
por farmacos antituberculose tém sido discutido por mais de 3 décadas e é
notavel em quase todos os estudos que o fenétipo pode ser influenciado por
varios fatores tais como idade, sexo, dieta, consumo de alcool, abuso de drogas,
desordens hepéaticas entre outros (MITCHELL et al., 1975; YAMATOTO et al.,

1986; PANDE et al., 1996).
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A NAT2 também é responsével pela acetilacdo da monoacetil-hidrazina
(metabdlito toxico da isoniazida) em diacetil-hidrazina (metabdlito n&o téxico). Os
acetiladores rapidos produzem mais monoacetil-hidrazina que os lentos, mas por
outro lado também a transforma em diacetil-hidrazina mais rapidamente o que
leva alguns autores a aceitar que a hidrazina, resultado do metabolismo direto da
isoniazida estimulado pela indugédo microssomial da rifampicina, seja o principal
responsavel pelo desenvolvimento de hepatite no uso dessa associacdo

(MORRONE et al., 1993; FIUZA DE MELO et al., 1996; CYNAMON et al., 1994).

MITCHELL e colaboradores (1975) primeiramente afirmaram que
acetiladores rapidos seriam mais vulneraveis aos danos hepéticos induzidos por
medicamentos antituberculose uma vez que eles produziriam hepatotoxinas mais
rapidamente através da rapida atividade da NAT. Entretanto, resultados diferentes

foram encontrados por GURUMURTHY e colaboradores (1983).

Os resultados deste estudo mostraram conclusivamente que o0s
acetiladores rapidos ndo apresentam um risco maior de dano hepético
comparados aos lentos acetiladores durante o tratamento com regimes contendo
isoniazida, sendo a incidéncia entre os dois fenétipos de 1,2% e 1,9%,
respectivamente (GURUMURTHY et al., 1983). Estudos farmacoldgicos sugerem
que a exposicdo a monoacetilhidrazina € similar nos dois fenétipos, sendo a
formacdo mais rapida nos acetiladores rapidos contrabalanceada pela rapida

eliminacéo via diacetilhidrazina (ELLARD, 1976).

Jd& HUANG e colaboradores (2002) concluiram que acetiladores NAT2
lentos apresentam maior probabilidade em desenvolver dano hepatico que os

acetiladores rapidos enfatizando, portanto, a hipétese de que a acetilacdo
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apresenta um importante papel na patogénese da hepatite induzida por farmacos

(HUANG, 2007).

Varios polimorfismos, incluindo os de nucleotideo Unico (SNPs), foram
descritos para o gene da CYP2EL incluindo dois na regido promotora, -1053C>T e
-1293G>C que caracterizam o alelo CYP2E1*5B (WATANABE et al.,, 1994;
HAYASHI et al.,, 1991; DALY et al., 1998). Esses SNPs foram associados com
diminuicdo na taxa de transcricdo génica e na atividade enzimética sobre vérios
compostos quimicos e estdo relacionados com a susceptibilidade a hepatite
induzida por farmacos incluindo as utilizadas no tratamento da tuberculose
(HUSSAIN et al, 2003; SEGADO et al., 2005; ZHU et al., 2005). Na populagao

brasileira, a freqliéncia desses SNPs é de 5% (ROSSINI et al., 2006).

Outra classe de enzimas importantes que participam no processo de
biotransformacdo de farmacos € a das Glutationa S-transferases (GSTs). As
enzimas GST-u e GST-# apresentam papel critico na prote¢éo celular contra o
estresse oxidativo e compostos toxicos exdgenos e séo codificadas pelos genes

GSTM1 e GSTT1, respectivamente (HAYES & STRANGE, 2000)

Para GSTM1 foram descritos quatro alelos GSTM1*A, GSTM1*B,
GSTM1*0, e GSTM1*1x2 (HAYES & STANGE, 2000). Os alelos GSTM1*A e
GSTM1*B parecem ser funcionalmente semelhantes entre si, enquanto que nos
portadores do alelo GSTM1*0 a atividade enzimética esta reduzida ou ausente.
Coletivamente, os genoétipos GSTM1*1 podem ser categorizados em duas
classes: os gendtipos homozigotos para a dele¢do do gene (GSTM1*0/GSTM1*0),
denominado GSTM1 nulo, e os gendtipos com um ou dois alelos ndo deletados,

denominados GSTM1 n&o-nulos. De forma semelhante, dois genétipos GSTT1
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funcionalmente diferentes foram identificados, os gendétipos homozigotos para a
delecdo do gene (GSTT1*0/ GSTT1*0), denominado GSTT1 nulo, e os gendtipos
com um ou dois alelos ndo deletados (GSTT1 néo-nulos) (PEMBLE et al., 1994).
As variantes nulas estdo associadas com dificuldade de detoxificar potenciais
substancias carcinogénicas e tém sido relacionadas com vérias formas de dano
hepético, incluindo o carcinoma hepatocelular (EATON, 2000; ROY et al., 2001;
SUN et al., 2001; ZHU et al., 2005). Segundo o trabalho de Rossini (ROSSINI et
al., 2002) a populacdo brasileira apresenta 42,1% e 25,4% de freqiiéncia do
gendtipo nulo para os genes GSTM1 e GSTT1, respectivamente. Dessa forma, os
polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1 podem modular a suscetibilidade a

hepatotoxicidade induzida por farmacos.

Polimorfismos genéticos podem modificar a atividade metabdlica de
enzimas envolvidas nas vias de biotransformacdo de xenobidticos. Essas
modificacdes afetam a eficiéncia terapéutica e podem predispor os individuos a
reacbes adversas, principalmente a hepatotoxicidade induzida por farmacos e
seus metabdlitos. Poucos estudos tém investigado o papel dessas alteracdes
genéticas na eficicia e seguranca de medicamentos utilizados no tratamento da
tuberculose, como a isoniazida. E, embora os dados disponiveis ainda sejam
limitados e necessitem de confirmacdo em diferentes populacdes étnicas, é
importante destacar a importancia da farmacogenética ou farmacogendmica na
prevencao de lesBes hepaticas induzidas por antimicobaterianos (HUANG, 2007).
Portanto, estudos dessa natureza se fazem necessarios para avaliar 0s

determinantes genéticos de resposta terapéutica na tuberculose.



34

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar a relagdo entre os polimorfismos do NAT2, CYP2E1l e
GSTM1/GSTT1 e o perfil de resposta a antimicobacterianos em pacientes com

tuberculose.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1) Conhecer as frequéncias alélicas dos polimorfismos do NAT2,

CYP2E1 e GSTM1/GSTT1 na populacéo de estudo;

2.2.2) Avaliar a relacdo entre os polimorfismos genéticos e a presenga ou
auséncia de reacOes adversas e hepatotoxicidade durante a terapia da

tuberculose;

2.2.3) Avaliar a relacdo entre os polimorfismos genéticos sobre os

marcadores de leséo celular hepatica, colestase hepética e de disfuncéo renal.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1. Casuistica

No periodo de 01 de novembro de 2005 a 20 de Dezembro de 2008,
aproximadamente 800 individuos adultos (18 a 70 anos de idade), de ambos os
sexos, sem vinculo genético, e com suspeita clinica de tuberculose, foram triados
no Servico de Pneumologia do Instituto Clemente Ferreira (IFC), Sdo Paulo-SP e
na Universidade Estadual de Maringa-PR, dos quais 153 individuos foram

selecionados para participar do estudo.

Os individuos foram informados do protocolo de estudo que foi previamente
aprovado pelo comité de ética da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de S&o Paulo e pela Comissdo Nacional de Etica em Pesquisa —
CONEP (ANEXO C) e somente participaram do estudo os individuos que
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (APENDICE).
Neste momento foram obtidos os dados de Sexo, Etnia, Idade, Etilismo (consumo
diario de cerveja, vinho e doses de bebidas destiladas de >1g/dia) e Historia
Médica. Os dados das medicac¢des concomitantes utilizadas durante o tratamento

foram obtidos diretamente dos prontuarios médicos.

Dos individuos selecionados, 104 apresentaram tuberculose confirmada
por diagnostico clinico e laboratorial. O diagnostico clinico foi fundamentado na
manifestacédo de febre, emagrecimento, tosse com expectoracdo por mais de trés
semanas e histdria pregressa de tuberculose, em conjunto com exames

complementares como radiografia de térax, tomografia computadorizada e
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biopsia. O diagnéstico laboratorial foi confirmado por baciloscopia e cultura de

escarro e prova tuberculinica cutanea (teste do PPD) (BRASIL, 2002).

Os demais individuos (n= 49) foram excluidos do estudo por ndo terem
tuberculose confirmada por diagnostico clinico e laboratorial e apresentar suspeita

ou co-infecgao pelo HIV ou hepatite.

Adicionalmente, 5 individuos com tuberculose confirmada, foram excluidos
posteriormente do estudo por apresentarem informagdes incompletas nos

prontudrios.

Dos individuos incluidos neste estudo (n= 99), 82 apresentaram
tuberculose pulmonar e 17 apresentaram formas de tuberculose extra-pulmonar,

descritas na tabela 7.

Tabela 7. Frequéncia de individuos diagnosticados com tuberculose pulmonar e

extrapulmonar.

Diagndstico Frequéncia (n) % % Acumulado
TB pulmonar 82 82,8 82,8
TB pleural 10 10,1 92,9
TB ganglionar 3 3,0 96,0
TB cutanea 2 2,0 98,0
TB Oftamica 1 1,0 99,0
TB 6ssea 1 1,0 100,0

Total 99 100,0
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3.2. Protocolo de tratamento

Os pacientes sem histéria pregressa de tuberculose foram tratados com o
esquema terapéutico 1 preconizado pelo Ministério da Saude. No caso de falha
na resposta terapéutica ao esquema 1, foi aplicado o esquema 3, também
preconizado pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2002). Ambos os esquemas

encontram-se descritos nas tabelas 1 e 4 da introdug&o.

Os pacientes com historia clinica prévia de tuberculose utilizaram os
esquemas de tratamento preconizados, incluindo esquemas que utilizam a
ofloxacina como um dos farmacos {SEO (3SEOFX / EOFX) ou SHE (3SHE / 9HE)

ou SER (2SRE / 4RE)}.

A resposta foi considerada favoravel quando, ao final do tratamento, duas
ou mais baciloscopias estavam negativas, a expectoragdo estava ausente e 0s
resultados de exames complementares (radiografia do térax, tomografia ou

outros) eram indicativos de cura clinica (BRASIL, 2002).

A falha na resposta terapéutica foi determinada quando a baciloscopia de
escarro se manteve positiva ao final do tratamento, quando a baciloscopia estava
fortemente positiva (++ ou +++) no inicio do tratamento e se manteve positiva até
0 quarto més, ou quando se tornou negativa na fase inicial do tratamento e

posteriormente se positivou por dois meses consecutivos (BRASIL, 2002).

Durante o tratamento, foram obtidas informagdes sobre as RAM relatadas
pelos pacientes, bem como sinais clinicos indicativos de comprometimento
hepatico (ictericia) e outros sintomas como vomitos e nauseas. Também foram
determinados os marcadores de lesdo celular hepatica [alanina aminotransferase

(ALT) e aspartato aminotransferase (AST)], colestase hepatica [fosfatase alcalina
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(ALP); gama-glutamil transferase (GGT); bilirrubina direta e total] e de disfungéo

renal (creatinina) (BRASIL, 2002).

A presencga de hepatotoxicidade foi considerada quando aminotransferases
séricas (ALT ou AST) apresentava valores acima de trés vezes o LSR, e/ou
bilirrubina total acima de 2 mg/dL, de acordo com o Consenso Brasileiro de

Tuberculose (FILHO et al., 2004).

3.3. Amostras bioldgicas

No inicio do estudo, foram coletadas amostras de sangue (5mL) sem
anticoagulante para determinagdo de parametros bioquimicos séricos AST, ALT,
ALP, GGT, bilirrubina direta e total e creatinina. Também foi obtida amostra de
sangue (4mL) coletada em anticoagulante (EDTA 1mg/mL sangue) para a

extracdo de DNA gendmico.

Durante o tratamento, foram obtidas amostras de escarro para avaliagéo da
resposta ao tratamento a cada dois meses. Também foram coletadas amostras de
sangue para os testes bioquimicos com a finalidade de detectar disfuncéo

hepatica ou renal causadas pelo uso de medicamentos antimicobacterianos.

3.4. Testes bioquimicos

A analise das enzimas AST (WROBLEWSKI & LA DUE, 1956), ALT
(KARMEN et al.,, 1955), ALP (DGKC, 1972) e GGT (SSCC, 1976) foram

realizados por métodos cinéticos otimizados no UV. A creatinina foi determinada
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por método enzimatico-colorimétrico (HORDER et al., 1991) e as bilirrubinas por

método colorimétrico (JENDRASSIK & GROF, 1938).

3.5. Extragc&o de DNA gendmico humano

O DNA gendmico foi extraido a partir de sangue total periférico, colhido
com EDTA, pelo método de precipitacdo salina modificada por SALAZAR e
colaboradores (1998), desenvolvido em nosso laboratério. A integridade das
amostras de DNA foi avaliada por separacéo eletroforética (100 V por 30 min) em
gel de agarose 0,8% em tampdo TBE 0,5X [Tris-HCL 0,45 mM, acido bdérico
0,45mM e EDTA 2,5 mM (pH 8,0)] corado em solugdo de brometo de etideo

(300ng/mL).

A quantificagdo e analise de pureza foram realizadas por
espectrofotometria a 260 e 280 nm (SAMBROOK & RUSSELL, 2001), utilizando o
espectrofotometro NanoDrop ® (NanoDrop Technologies INC., Wilmington, DE,

EUA).

3.6. Pesquisa de polimorfismos do NAT2 por PCR-RFLP

Os polimorfismos NAT2*5 (rs1799929), NAT2*6 (rs1799930) e NAT2*7
(rs1799931) estdo localizados respectivamente nas posicdes +481pb, +590pb e
+857pb do NAT2. As sequéncias dos polimorfismos NAT2*5, NAT2*6 e NAT2*7
sao reconhecidas pelas endonucleases EcoRIl, Tagl e Xholl, respectivamente, e
foram confirmadas com o auxilio do programa Primer Premier versdo 5.00

(PREMIER Biosoft International, Palo Alto, CA, EUA).
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Na figura 3, é apresentado um esquema ilustrativo das substituicdes de
nucleotideos para cada polimorfismo e, na tabela 8, encontram-se as sequéncias

de reconhecimento das enzimas descritas.

5'...AAT CTG GTA CCT GGA CCA AAT...3’ NAT2*4 Alelo comum

...CTT... NAT2*5 Alelo raro

5...TTG AAC CTC GAA CAA TTG AAG...3’ NAT2*4 Alelo comum

__AAA... NAT2*6 Alelo raro

5'...CCT GGT GAT GGATCC CTT ACT...3' NAT2*4 Alelo comum

_..GAA... NAT2*7 Alelo raro

Figura 3. Esquema representativo das substituicdbes nas sequéncias de

nucleotideos para os polimorfismos NAT2*5, NAT2*6 e NAT2*7.

Para amplificacdo da regidao que contém os polimorfismos NAT2 foram
utilizados os iniciadores denominados NAT2F3 e NAT2R4 que permitem gerar um
produto de 608 pb. Esse produto contém os sitios polimorficos e constitutivos para
as trés enzimas (Tabela 8). Essa estratégia € muito conveniente, uma vez que ha
possibilidade de testar a eficiéncia e a reprodutibilidade das rea¢des de restricao
enzimatica através da deteccao dos fragmentos gerados pelos sitios constitutivos.
Por esta estratégia, os perfis de tamanhos de fragmentos de restricdo (RFLP),

indicados na tabela 9, sdo muito consistentes.
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Tabela 8. Dados para detecgdo dos polimorfismos NAT2 por PCR-RFLP.

: , Enzima de Sequéncia de Posicdo do sitio de
Polimorfismo . . .
restricao reconhecimento reconhecimento (*)
NAT2*5 ECORI| "CCWGG polimérfico 710 pb
C481T (W=AouT) constitutivo 1077 pb
NAT2*6 polimorfico 819 pb
N\
G590A Taql TCGA constitutivo 989 pb
N
NAT2*7 RIGATCY constitutivo 981 pb
G857A Xholl (R=AouG) olimorfico 1087 pb
(Y=CouT) P P

(*) Cédigo de acesso Gl 11321494 (www.ncbi.nlm.nih.gov)

Tabela 9. Perfis de RFLP para deteccdo dos polimorfismos NAT2.

Genotipos Enzima Fragmentos de restricdo

*4[%4 117 pb 124bp 367 bp

NAT2*5 *4%5 EcoRll 117 pb 124bp 367 bp 491 bp
*B/*5 117 pb 491 bp
*4[*4 170 pb 205bp 233 bp

NAT2*6 *4/*6 Taql 170 pb 205bp 233 bp 403 bp
*6/*6 205 bp 403 bp
*4[%4 107 pb 395 bp

NAT2*7 *4[%7 Xholl 107 pb  213bp 395 bp
*T1*7 213 bp 395 bp
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Os ensaios de PCR foram realizados em tubos de 0,2 mL contendo 50 ng
de DNA, iniciadores 160 nM (Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, 1A),
desoxi-nucleotideos (dNTP) 200 mM (Pharmacia Biosciences do Brasil Ltda, S&o
Paulo, SP, Brasil), DNA polimerase 1 U e tampao de PCR [Tris-HCI 75 mM, pH
9,0; KCI 50 mM; MgCl, 2 mM; (NH4),SO, 20 mM] (Biotools B&M Labs, Madrid,

Espanha).

A PCR foi realizada em termociclador PTC-200TM (MJ Research, Inc.,
Waltham, MA, EUA), programado da seguinte maneira: 94°C por 5 min; 28 ciclos
de 94°C por 1 min, 59°C por 1 min e 72°C por 1 min; e extens&o final a 72°C por

10 min.

Os produtos de amplificagéo foram avaliados por eletroforese em gel de
agarose 1,0% em cuba eletroforética Horizon 58 (Gibco BRL, Life Technologies
Inc. Rockville, MD, USA) realizada a 100 V durante 30 min utilizando fonte modelo
EPS 200 (Pharmacia Biosciences, Uppsala, Suécia). Como referéncia foi utilizado
um marcador de tamanho molecular de DNA 100bp (Amersham-Pharmacia
Biotech, Uppsala, Suécia). O gel foi corado em solugé@o de brometo de etidio 300
ng/mL e as bandas de DNA foram visualizadas sob luz UV e registradas
utilizando-se o sistema Digital com camera CCD (Multimage Light Cabinet

Alphalnnotech, San Leandro, CA, EUA).

Os ensaios de RFLP foram realizados por incubag¢éao dos produtos de PCR
com 2 U de cada enzima de restricdo por 4 h, nas temperaturas de 60°C para
EcoRIl (Promega — Madison, WI, EUA), 65°C para a Taqgl (Jena Biosciences
GmbH, Jena, Alemanha) e 37°C para a Xholl (Fermentas International Inc.,

Ontario, Canada).
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Os produtos de restricdo foram separados por eletroforese em gel de
poliacrilamida 8% (19:1 acrilamida/bisacrilamida) em tampao TBE 1X [Tris-HCI
0,45 mM, &cido bodrico 0,45 mM e EDTA 2,5 mM (pH 8,0)] utilizando-se uma cuba
vertical da Gibco BRL (Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD, EUA). Como
referéncia foi utilizado marcador de tamanho molecular de DNA 50pb (Amersham-
Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). A separacdo eletroforética foi realizada a
150 V, 15 mA por 4h. Os géis foram corados com SYBRGold 100 ng/mL
(Invitrogen Detection Technologies, Eugene, OR, EUA) por 20 min. Os produtos
de RFLP foram visualizados sob Iluz UV e registrados como descrito

anteriormente.

Na figura 4, sao apresentados os perfis de RFLP para os trés
polimorfismos NAT2 estudados. Nas posicdes 3 a 8, observa-se o perfil de RFLP
EcoRIl do NAT2*5, onde o gendtipo *4/4* é observado nas posicdes 5 a 7 e o
*4/5* nas posigoes 3, 4 e 8; nas posigdes 9 a 13, o perfil RFLP Taqgl do NAT2*6,
onde o genotipo *4/4* é observado nas posi¢des 9, 10 e 12 e 0 6*/6* na 11; e nas
posicdes 14 a 18, o perfil RFLP Xholl do NAT2*7, mostrando o perfil 4*/4* em

todas as posigoes.
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Figura 4. Perfis de RFLP dos polimorfismos NAT2 separados em gel de poliacrilamida
8% (150V, 15mA, 4h) corado com SYBR Gold. Posic¢des 1, 2 e 19: marcador de tamanho
molecular de DNA de 50pb. Posicdes 3 a 8: polimorfismo NAT2*5 (EcoRIl), onde o
genotipo *4/4* é observado nas posi¢cdes 5 a 7 e 0 *4/5* nas posicdes 3, 4 e 8; posicdes 9
a 13: polimorfismo NAT2*6 (Taql), onde o genétipo *4/4* é observado nas posi¢bes 9, 10
e 12 e 0 6*/6* na 11; posi¢cdes 14 a 18: polimorfismo NAT2*7 (Xholl), mostrando o pefrfil

4*/4* em todas as posicoes.

3.7. Pesquisa de variantes do CYP2E1 por PCR-RFLP

Para o estudo dos polimorfismos CYP2E1*1B (rs 2070676) e CYP2E1*5
(rs 2070675) por PCR-RFLP, dois pares de iniciadores foram escolhidos com
base na sequéncia disponivel no GeneBank (Numero de acesso: JO2843;

www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando-se o programa Primer Premier versdo 5.00

(PREMIER Biosoft International, Palo Alto, CA, EUA).

As sequéncias dos polimorfismos CYP2E1*1B e CYP2E1*5 séo
reconhecidas pelas endonucleases Rsal e Alul, respectivamente. Na tabela 10,

encontram-se as sequéncias de reconhecimento das enzimas Rsal e Alul.
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Tabela 10. Dados para detecc¢ao dos polimorfismos CYP2E1 por PCR-RFLP.

Enzima de Sequéncia de Posicdo do sitio de
Polimorfismos
restricao reconhecimento reconhecimento (*)

polimérfico  1053pb
CYP2E1*5 Rsal GT~AC
constitutivo  1696pb

polimérfico  1293pb
CYP2E1*1B Alul AG"CT
constitutivo  1326pb

(*) Cédigo de acesso Gl J02843 (www.nchi.nim.nih.gov)

Os ensaios de PCR foram realizados em tubos de 0,2 mL contendo 50 ng
de DNA, iniciadores 200 nM (Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, 1A),
dNTPs 200 mM (Pharmacia Biosciences do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil),
Taq DNA polimerase 1 U e tampé&o de PCR [Tris-HCI 75 mM, pH 9,0; KCI 50 mM;

MgClz 2 mM; (NH4)2SO4 20 mM] (Biotools B&M Labs, Madrid, Espanha).

A PCR foi realizada em termociclador PTC-200™ (MJ Research, Inc.,
Waltham, MA, EUA) com o seguinte programa: ciclo inicial de 94°C por 5 min; 28
ciclos de 94°C por 1 min, 57°C por 1 min e 72°C por 1 min; e ciclo final de 72°C
por 10 min. Os produtos de PCR foram avaliados por eletroforese em gel de
agarose 1,0 % corado com brometo de etideo e os resultados foram

documentados como descrito anteriormente.

Os ensaios de RFLP foram realizados por incubagéo do produto de PCR

com 2U das endonucleases Alul (New England, BioLabs, EUA) e Rsal (New
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England, BioLabs, EUA) por 4 h a 37°C. Os produtos de restricdo foram
separados por eletroforese em gel de poliacrilamida 8%, em TBE 1X, a 150 V, 15
mA, por 4h. Como referéncia foi utilizado marcador de tamanho molecular de DNA
50 pb (Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia). O gel foi corado com

SYBR Gold 100 ng/mL e os produtos de RFLP foram detectados e documentados

como descrito anteriormente.

Na figura 5, sdo apresentados os perfis RFLP CYP2E1*1B. Nas posi¢oes
2,5a7,11al5e 17 a 20, podemos observar o perfil do gendtipo *1A/*1A e nas

posicdes 3, 4, 8 a 10 e 16, encontra-se o perfil do gendtipo *1A/*1B.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

350 pb
300 pb
250 pb

NIt &

200 pb

150 pb

100 pb

50 pb

Figura 5. Perfis de RFLP do CYP2E1*1B separados em gel de poliacrilamida 8%
(150V, 15mA, 4h) corado com SYBR Gold. Posi¢Bes 1. marcador de tamanho

molecular de DNA de 50 pb. Posi¢des 2, 5 a 7, 11 a 15 e 17 a 20: gendtipo

*1A/*1A. Posicbes 3, 4, 8 a 10 e 16: gendtipo *1A/*1B.
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Na figura 6, sdo apresentados os perfis de RFLP CYP2E1*5. Nas posi¢oes
7 e 11, podemos observar o perfil do genoétipo *1A/*5 do CYP2E1*5, e nas

posicdes restantes, € mostrado o perfil do gendtipo *1A/*1A.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Figura 6. Perfis de RFLP do CYP2E1*5 separados em gel de poliacrilamida 8%
(150V, 15mA, 4h) corado com SYBR Gold. Posicdo 1. marcador de tamanho
molecular de DNA de 50 pb. Posi¢cbes 7 e 11: genétipo *1A/*5. Posicbes 2 a 6, 8 a

10 e 12 a 20: genotipo *1A/*1A.

3.8. Pesquisa de polimorfismos NAT2 por sequenciamento de DNA

Os polimorfismos do NAT2 também foram pesquisados por
sequenciamento de DNA. Para essa finalidade foram selecionados quatro pares
de iniciadores (NATF1R1 a NATF4R4) com base na sequéncia do NAT2 (Namero

de acesso: 11321494, www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando-se o programa Primer

Premier. Estes iniciadores flanqueiam quatro regides do NAT2 em toda a sua
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extensdo incluindo 170pb antes do inicio do gene e 152pb apo6s o final do gene

(Figura 7).

Stop codon (TAG)
Posicédo 1041 pb

1200 pb

< ’ < 259 pb ,
310 pb 624 pb 935 pb 1193pb 3°

1pb

Start codon (ATG)
Posicéo 231 pb

Figura 7. Esquema ilustrativo da estratégia de sequenciamento do NAT2. As setas
coloridas indicam a posi¢cdo dos 4 pares de iniciadores para a amplificacdo do gene

em toda a sua extensao.

As condigdes dos ensaios de PCR foram estabelecidas para cada par de
iniciadores variando-se a temperatura de hibridizagéo (gradiente de 50°C a 65°C),
0 numero de ciclos de cada reacdo (de 28 a 31 ciclos) e a concentra¢do de cada
iniciador (8 a 10 uM). Apds os testes, foram determinadas as condicbes
adequadas conforme mostrado na tabela 11. Na figura 8, podem ser observados

os produtos gerados nos ensaios de PCR.



Tabela 11. Condigdes dos ensaios de PCR para amplificagéo do NAT2.

Produtos Temperatura de Numero de Concentragéo final
hibridizacéo Ciclos de iniciadores
NAT2F1R1 57°C 28 10 uM
NAT2F2R2 57°C 28 8 uM
NAT2F3R3 59°C 28 8 uM
NAT2F4R4 51°C 30 8 uM

600 pb
500 pb
400 pb
300 pb

200 pb

100 pb

Figura 8. Produtos de PCR do NAT2 para sequenciamento de DNA. Gel de
Agarose 1% (100V, 60mA, 30min) corado com brometo de etideo. Posicdo
1 e 7: marcador de tamanho molecular de DNA de 100pb. Posi¢bes 2 a 6:
produtos de PCR NAT2F1R1, NAT2F2R2, NAT2F3R3, NAT2F4R4 e
NAT2F3R4, respectivamente.

49
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Os produtos de PCR foram purificados utilizando-se os kits GFX PCR
DNA e Gel Band purification kit (GE Healthcare Biosciences, Buckinghamshire,
UK), seguindo as recomendagdes do fabricante. Os produtos foram
quantificados por eletroforese em gel de agarose a 2% em cuba eletroforética
Horizon 58 (Gibco BRL, Life Technologies Inc. Rockville, MD, USA) realizada a
100V durante 30min utilizando fonte modelo EPS 200 (Pharmacia Biosciences,
Uppsala, Suécia) em tampdo TBE 0,5X (composicdo previamente descrita).
Como referéncia um marcador de massa molecular de DNA foi utilizado (Low
DNA Mass Ladder, Invitrogen Corporation, Carlsbad CA, EUA). O gel foi corado
em solucdo de brometo de etideo (300 ng/mL) e documentado como descrito

anteriormente.

Os produtos purificados foram sequenciados no Laboratério de
Sequenciamento do Centro de Estudos do Genoma Humano (CEGH) do Instituto
de Biologia da Universidade de S&o Paulo, utilizando-se o sistema de separacao
de DNA de 96 capilares MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences do Brasil, Sao
Paulo, Brasil). As reagfes de sequenciamento foram realizadas de acordo com as
informag0des fornecidas pelo fabricante, utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator
Cycle Sequencing Kit que contem a Thermo Sequenase™ Il DNA Polimerase
(Amersham Biosciences do Brasil, Sdo Paulo, Brasil). Os resultados do
sequenciamento foram analisados utilizando-se o aplicativo BioEdit Sequence
Aligment Editor, versdo 5.0.9 (Tom Hall, Department of Microbiology, North

Caroline State University, EUA).

Os eletroferogramas das reacgfes de sequenciamento dos SNPs NAT2*5

(C481T), NAT2*6 (G590A) e NAT2*7 (G857A) sédo mostrados nas figuras 9, 10 e
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11 respectivamente. Os portadores do alelo comum NAT2*4 apresentaram as
sequéncias dos alelos 481C, 590G e 857G confirmando os resultados obtidos na
genotipagem por RFLP. A seqiéncia do alelo NAT2*5 (alelo 481T) foi confirmada
pela deteccdo de A na fita reversa do sequenciamento (Figura 9-B). A sequéncia
do alelo NAT2*6 (alelo 590A) foi confirmada pela deteccéo de T na fita reversa do
seguenciamento (Figura 10-B). A sequéncia do alelo NAT2*7 (alelo 857A) foi

confirmada pela detec¢éo de A na fita reversa do sequenciamento (Figura 11-B).

A B

100 110 200 |
TOO TADS TOO ACT A8 A TTTGOGTCO A8 G T

e LM

Figura 9. Eletroferograma representativo da andlise de seqiiéncia do alelo NAT2*5. A.
Sequéncia do alelo comum NAT2*4 (alelo 481C). B. Seqiiéncia com substituicdo de G
por A (na fita reversa do seqlienciamento) que caracteriza a substituicdo de C por T na

posicdo 481pb (alelo NAT2*5), em heterozigose.
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A B
240 oo
AACCTCG AACAATT TT GT T Ga G TTO AN

el ol

Figura 10. Eletroferograma representativo da andlise de seqiiéncia do alelo NAT2*6.

A. Seqliéncia do alelo comum NAT2*4 (alelo 590G). B. Seqiiéncia com substituicao de
C para T (na fita reversa do sequienciamento) que caracteriza a substituicdo de G por

A na posicdo 590pb (alelo NAT2*6), em heterozigose.

A B

470 l a0 l 410

TG 4T GG AT COCCC T T TG ATGOG &TCC C T T

Figura 11. Eletroferograma representativo da analise de sequéncia do alelo NAT2*7.
A. Seqliéncia do alelo comum NAT2*4 (alelo 857G). B. Seqliéncia indicativa da
substituicdo de G para A (na fita reversa do seqiienciamento) na posicédo 857pb (alelo

NAT2*7), em heterozigose.
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3.9. Pesquisa de polimorfismos GSTM1 e GSTT1 por PCR multiplex

Para o estudo dos polimorfismos GSTM1*1 e GSTT1*1, dois pares de
iniciadores (GSTM1F/GSTM1R, GSTT1F/GSTT1R) foram selecionados com base
nas sequéncias disponivel no GeneBank (NUmeros de acesso: Gl 23065546 e

Gl 4504184, respectivamente, www.ncbi.nlm.nih.gov). Para controle interno da

PCR multiplex foi amplificada simultaneamente a regido que contém o

polimorfismo CYP2E1*5.

Com o objetivo de estabelecer as concentragdes ideais dos reagentes de
PCR e as condic¢des ideais de temperaturas de hibridizagdo dos iniciadores e dos
ndmeros de ciclos de amplificacdo, foram realizados estudos baseados em
trabalhos descritos previamente (BELL et al., 1993; HUANG et al., 2002; CHEN et

al., 1996).

Os ensaios de PCR foram realizados em tubos de 0,2mL contendo 50ng de
DNA, 100nM de cada iniciador (Integrated DNA Technologies, Inc., Coralville, 1A),
dNTPs 200 mM (Pharmacia Biosciences do Brasil Ltda, Sdo Paulo, SP, Brasil),
DNA polimerase 1 U e tampéo de PCR (Biotools B&M Labs, Madrid, Espanha). A
PCR foi realizada em termociclador PTC-200™ (MJ Research, Inc., Waltham, MA,
EUA), programado da seguinte maneira: 94°C por 5 min; 30 ciclos de 94°C por 1
min, 57°C por 1 min e 72°C por 1 min; e extens&o final a 72°C por 10 min. Os
produtos de PCR foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,0 %
(100V, 60mA, 45min) em TBE 0,5X, visualizados e documentados como descrito
anteriormente. Como referencia foi utilizado um marcador de DNA de 100pb

(Amersham-Pharmacia Biotech, Uppsala, Suécia).
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Na PCR multiplex, os genétipos GSTM1*1 e GSTT1*1 sdo amplificados
conjuntamente, gerando produtos de 273pb (GSTM1*1) e 480pb (GSTT1*1)
(Figura 12). O produto de 182 pb corresponde a amplificacdo de um segmento do
CYP2EL1 que foi incluido como controle interno da reacdo para evitar erros de
interpretacdo na delecdo do GSTM1*0 ou GSTT1*0 (genétipos nulos). A delecéo

do GSTM1*0 pode ser observada na figura 12 (posicéo 2).

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 12. Produtos de PCR multiplex para andlise dos gendtipos GSTM1*1 e
GSTT1*1. Gel de agarose 1% (100V, 60mA, 45min) corado com brometo de etideo.
Posicédo 1: marcador de tamanho molecular de DNA de 100pb. Posicdo 2: auséncia
do gendtipo GSTM1 (GSTM1*0). Posicbes 3 e 4: presenca de gendtipos GSTM1
(GSTM1*1) e GSTT1 (GSTT1*1). A banda de 182pb indica amplificacdo do CYP2E1

(controle interno).

3.10. Anélise estatistica dos resultados

Os dados quantitativos foram expressos como a média + DP (desvio
padrdo). As comparacdes de distribuicbes das frequiéncias génicas e genotipicas
e as associagdes entre as variaveis categoricas foram analisadas pelo teste qui-
quadrado e Teste Exato de Fischer. Qui-quadrado também foi utilizado para o
teste de Equilibrio de Hardy-Weinberg. As varidveis numéricas (quantitativas)

foram comparadas pelos teste t de Student e Analise de Variancia (ANOVA). Para
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comparacdes de parametros bioquimicos durante o tratamento foi utilizada a
ANOVA de medidas repetidas e o teste de Dumm'’s para andlise de comparacdes
multiplas. O coeficiente de correlag@o para postos de Spearman foi utilizado para
as andlises de correlacdes dos parametros bioquimicos. Regressdo Logistica foi
utilizada para a andlise da relacdo entre as varidveis dependentes binarias com

as independentes.

Para a aplicacdo desses testes foi utilizado os programas de estatistica
SigmaStat v. 2.0. (San Rafael, CA), Minitab v. 14 (Minitab Inc., USA), R 2.7.1
(Viena, Austria) e SPSS v. 15 (Chicago, lllinois). Foi considerado o nivel de

significancia estatistica de p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Dados clinicos e laboratoriais dos pacientes

Na tabela 12, sdo apresentados os dados dos pacientes incluidos no
estudo. A idade média dos pacientes foi de 36,7 (£12,8) anos com distribuicdo
semelhante de homens (53,5%) e mulheres (46,7%). Entre os individuos que

declararam sua etnia, obtida conforme recomendacéo do IBGE (www.ibge.gov.br)

houve predominio de individuos brancos (60,6%).

Dos 99 pacientes com tuberculose incluidos no estudo, 48 apresentaram
baciloscopia e cultura positiva para M. tuberculosis; 9 tinham somente cultura
positiva e 10 tinham apenas baciloscopia positiva antes do inicio do tratamento.
Baciloscopia e cultura negativa foram encontradas em 15 pacientes, porém o
diagnéstico de tuberculose pulmonar foi baseado nos sinais e sintomas clinicos
(febre, emagrecimento, tosse com expectoragdo por mais de 3 semanas), prova
tuberculinica e radiografia positivas. Outros 17 pacientes n&o realizaram
baciloscopia e cultura por apresentarem tuberculose cutanea, ganglionar,

oftdlmica e pleural.
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Tabela 12. Dados biodemograficos, diagndsticos e terapéuticos dos pacientes

incluidos no estudo.

Variavel TB positiva TB pulmonar TB extra-pulmonar
(99) (82) a7
Idade (Anos) 36,7+12.8 36,7+129 365+11,7

Género masculino
Etnia
Brancos
N&o Brancos
Tratamento
Esquema 1*
Outros esquemas**

Etilismo

Nao

Medicacéo
Concomitante***

Nao

53,5% (53)

60,6% (60)
39,4% (39)

66,7% (66)
33,3% (33)

7,1% (7)
92,9% (92)

57,6% (57)
42,4% (42)

52,4% (43)

63,4% (52)
36,6% (30)

62,2% (51)
37,8% (31)

6,1% (5)
93,9% (77)

64,6% (53)
35,4% (29)

58,8% (10)

47,1% (8)
52,9% (9)

88,2% (15)
11,8% (2)

11,8% (2)
88,2% (15)

23,5% (4)
76,5% (13)

Numero de individuos entre parénteses. TB: tuberculose.

(*) Numero de pacientes que foram tratados somente com E1

(**) Numero de pacientes que iniciaram o tratamento com E1 e passaram para outros esquemas
como: E1R ou E3 ou SEO (3SEOFX / EOFX) ou SHE (3SHE / 9HE) ou SER (2SRE / 4RE)

(***) Presenca de medicagcao concomitante define-se como pelo menos o uso de um farmaco,
diferente daqueles utilizados para o tratamento da tuberculose.

Na tabela 13, sdo apresentados os dados de marcadores bioguimicos dos
pacientes que retornaram para a coleta antes e apds 2, 4 e 6 meses de
tratamento. Antes do tratamento (basal), os valores médios de ALT, ALP,
Bilirrubina direta, Bilirrubina total e creatinina estavam dentro dos limites de

referéncia do laboratério, enquanto que os valores de AST e GGT estavam acima
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dos limites de referéncia para 12 e 11 individuos, respectivamente, sendo que 4

individuos, para ambos os parametros, foram classificados como etilistas.

Alteracdes proximas de duas vezes o LSR foram observadas ap6s 2 meses
de tratamento para os valores médios de ALT (116,2 U/L) e AST (97,0 U/L). No 4°
més de tratamento, os valores médios de ALT (55,9 U/L) e AST (57,9 U/L), ainda
permaneciam acima do LSR, porém apresentaram acentuada queda em relagéo
ao segundo més de tratamento. No 6° més, os valores de ALT e AST atingiram os

limites de normalidade.

No 2° més de tratamento, a média de ALP sérica (188,7 U/L) aumentou
uma vez o LSR. No 4° més de tratamento observamos redugédo de ALP em 57%
em comparacdo com o 2° més de tratamento. No 6° més de tratamento observa-

se que o valor médio de ALP retornou para a faixa de normalidade.

Os valores médios do parédmetro GGT (156,2 U/L) e (148,8 UIL),
respectivamente, no 2° e 4° més de tratamento apresentaram-se acima de 2

vezes 0 LSR. No sexto més, o valor médio de GGT retornou a normalidade.

Alteracdes semelhantes ocorreram para os valores medios de bilirrubina
direta (alteragBes de até 10 vezes) e bilirrubina total (aumento de 8 vezes) no 2°
més de tratamento. No 4° més, as bilirrubinas permaneceram alteradas em no
maximo uma vez o LSR, retornando a faixa de normalidade no 6° més de

tratamento.

O paradmetro creatinina ndo apresentou elevagdes médias acima do LSR

em nenhum periodo do tratamento (2, 4 e 6 meses).
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Quando se aplica o teste de Dumm’s para a analise de comparacfes
multiplas, observa-se que os valores médios de ALT, AST, ALP, GGT e bilirrubina
direta, no 2° més de tratamento, foram significativamente superiores aos valores
médios do pré-tratamento (basal) (Tabela 13). Além disso, os valores médios de
ALT e AST, no 6° més de tratamento, foram inferiores aos valores médios

encontrados no 2° més de tratamento.



Tabela 13. Dados de perfil bioquimico sérico dos pacientes incluidos no estudo que retornaram para as

coletas, antes e apo6s o tratamento com antimicobacterianos.

Tempo de tratamento

Variavel Intervalo de
Basal 2 meses 4 meses 6 meses p referéncia
(81) (67) (58) (76)
ALT (U/L) 38,2+24,0 116,2 + 247,4° 55,9 + 72,5 28,9+14,7° 0,002 9,0 - 52,0 U/L
AST (U/L) 38,9+44,3 97,0 + 166,7° 57,9 + 74,7 26,4+9,2" <0,001 14,0 — 36,0 U/L
ALP (U/L) 112,9+ 29,9 188,7 + 153,92 145,5 +108,3 90,8 + 40,2 0,007 38,0 —126,0 U/L
GGT (U/L) 85,4 + 139,2 156,2 + 144,32 148,8 £ 190,7 60,7 + 58,3 0,028 15,0+ 73,0 U/L
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,3+0,2 1,6+3,3% 0,6+1,0 0,3+0,1 0,016 0,1 - 0,4 mg/dL
Bilirrubina total (mg/dL) 0,8+0,5 2,7+5.22 1,3+1,6 0,9+0,4 0,066 0,1-1,2mg/dL
Creatinina (mg/dL) 0,8+0,2 0,7+0,12 1,0+0,3 0,9+0,3 0,034 0,6 -1,2 mg/dL

Nota: ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato amino transferase; ALP: fosfatase alcalina; GTT: gama-glutamil transferase.
Valores apresentados como média + desvio-padrdo e comparados utilizando-se teste de andlise de variancia (ANOVA).

a: Valores em negrito: p<0,05 em relagcéo ao basal. Método de multiplas comparacdes (Dumm’s Method)
b: Valores em negrito: p<0,05 em relagéo ao 2 més de tratamento. Método de multiplas comparacdes (Dumm’s Method)

60
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Durante o tratamento com antimicobacterianos, 59,6% (n=60/99) dos
pacientes incluidos no estudo, reportaram pelo menos uma RAM, tal como prurido,

sonoléncia, dores articulares, febre ou gastrite.

No total, 174 RAMs foram reportadas, sendo que 14 pacientes relataram 1
RAM, 9 relataram 2 RAMs, 16 relataram 3 RAMs, 11 relataram 4 RAMs e 10
relataram 5 RAMs. Essas RAMs encontram-se agrupadas de acordo com o0s

sistemas fisiolégicos afetados, conforme descrito na tabela 14.

Tabela 14. Reacfes adversas a medicamentos (RAM) relatadas pelos individuos

com tuberculose, durante o tratamento.

Reacdes adversas Tempo de tratamento
2 meses 4 meses 6 meses Total
% (n) % (n) % (n) % (n)

Gastrointestinais

(gastrite, azia, nausea, vomitos) 351 (61) 52(9) 11,5 (20) 51,7 (90)
Dermatolégicos

(descamagao e prurido cutaneo) 4.0(7) 23(4) 0,6 (1) 6,9 (12)
Pulmonares

(dispnéia) 6,9 (12) 1,1(2) 0,0 (0) 8,0 (14)
Ocular / Visual

(turvag&o da visao) 0,0 (0) 0,0 (0) 1,703 1,73
Dor 46 (8) 2.3 (4) 2.9 (5) 9,8 (17)
(dores articulares) : , ; :
Outras reacdes

(inapeténcia, sonoléncia, febre) 13,2 (23) 17(3) 6,9 (12) 21,9 (38)
Total (%) 63,8 (111) 12,6 (22) 23,6 (41) 100,0 (174)

Nota: Nimero de rea¢fes adversas entre parénteses.
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A maior parte das RAMs (63,8%) relatadas pelos pacientes ocorreu nos
primeiros dois meses de tratamento (Figura 13), sendo que as RAM do sistema

gastrointestinal estavam presentes em 51,7% dos casos (tabela 14).

Outras reacoes

Figura 13. Frequéncias de reacdes adversas a medicamentos (RAMs) encontradas

nos individuos com tuberculose.

A relacao entre as caracteristicas biodemograficas e clinicas dos individuos
com tuberculose e a manifestacdo de RAM foi analisada por qui-quadrado e o0s

resultados séo apresentados na tabela 15.

Quando foi avaliado o uso de medicagdo concomitante, observou-se que
56,5% (n= 56) dos pacientes selecionados para esse estudo utilizaram alguma

medicacdo concomitante em conjunto ao tratamento para tuberculose.

A frequéncia de RAM foi maior no grupo de individuos que fazia uso de

medicagdo concomitante (72,8%) comparado com O grupo que nao utilizou
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nenhuma medicagdo concomitante (27,1%, p< 0,001) (Tabela 15). O risco de RAM

foi 5,6 vezes maior para os individuos em uso de medicacdo concomitante (OR: 5,6;

95% Intervalo de Confianca: 2,98-10,45, p< 0,001). Para as demais variaveis, ndo

foi encontrada relagdo com RAM (p> 0,05).

Tabela 15. Relagdo entre RAM e paradmetros biodemogréficos e clinicos dos

individuos com tuberculose.

Variavel RAM
Sim (59) Nao (40)

Género
Masculino 49,2% (29) 60,0% (24)

x*=1,128, p=0,288
Feminino 50,8% (30) 40,0% (16)
Idade
<50 anos 86,4% (51) 80,0% (32)

x> = 0,332, p= 0,565
=50 anos 13,6% (8) 20,0% (8)
Etnia
Brancos 66,1% (39) 52,5% (21)

N&o Brancos

Etilismo
Sim

Nao

Medicagcdo Concomitante

Sim

Nao

33,9% (20)

5,1% (3)
94,9% (56)

72,8% (43)
27,1% (16)

47,5% (19)

10,0% (4)
90,0% (36)

32,5% (13)
67,5% (27)

x*=1,128, p=0,223

x> =0,877, p = 0,349

x’= 16,121 / p<0,001

Numero de pacientes entre parénteses. RAM: reacao adversa a medicamentos.



64

Na tabela 16, sdo apresentados os resultados dos parédmetros bioquimicos
antes e apos o tratamento, em pacientes com e sem RAM. No periodo basal, os
valores médios desses parametros foram similares entre os grupos com e sem RAM
(p> 0,05). Porém, no 2° més de tratamento, o grupo com RAM apresentou todos o0s
marcadores bioquimicos aumentados, exceto creatinina, quando comparados com

os individuos sem RAM (p<0,05).

Nas figuras 14 a 17, é possivel observar o perfil das variaveis bioguimicas dos
pacientes, durante o tratamento com antimicobacterianos. Nos pacientes sem RAM,
ndo foram observadas diferengas significativas nos valores séricos de ALT e AST
(Fig. 14), ALP e GGT (Fig. 15), bilirrubinas (Fig. 16) e creatinina (Fig. 17) durante o
tratamento (p> 0,05). Por outro lado, os pacientes com RAM apresentaram aumento
de todas as variaveis biogquimicas no 2° més de tratamento comparado com o basal,

com excecao da creatinina.

Esses resultados indicam que a presenca de RAM no 2° més de tratamento é
acompanhada por alteragédo dos marcadores de leséo hepatocelular (ALT e AST) e
colestase (bilirrubinas, ALP e GGT) sugerindo que a hepatotoxicidade é a principal
RAM encontrada durante o tratamento farmacoldgico dos pacientes com

tuberculose.



Tabela 16. Dados de perfil bioquimico de individuos com tuberculose que apresentaram ou n&o reacdes

adversas a medicamentos (RAM).

Tempo de tratamento

Variavel Basal Valor de referéncia
2 meses 4 meses 6 meses
Com RAM 39,4 + 25,6 140,7 + 279,7 59,9 + 76,1 28,1+16,8
ALT (UIL) Sem RAM 36,6 + 22,3 37,3+12,7 24,7 + 14,5 30,8+ 9,0 9,0 -52,0 U/L
P 0,297 0,011% 0,749 0,667
Com RAM 45,9 + 56,6 118,2 + 186,2 62,3+ 78,4 26,7 +10,4
AST (UL) Sem RAM 29,4 +15,3 28,3 +13,0 24,3+94 25,7 +6,1 14,0 - 36,0 U/L
P 0,099 0,013 0,669 0,449
Com RAM 114,2 + 26,1 224,6 +172,5 150,3 + 117,4 94,4 + 46,9
ALP (U/L) Sem RAM 111,3 +35,1 134,9 + 109,4 121,7 + 45,8 82,8+21,0 38,0 - 126,0 U/L
P 0,331 0,018° 0,767 0,026"
Com RAM 112,2 + 178,5 172,2 +161,8 166,7 + 199,7 68,1+ 65,1
GGT (U/L) Sem RAM 50,4 + 44,1 122,0 + 99,0 35,3+ 19,5 40,0 + 28,3 15,0 + 73,0 U/L
P 0,136 0,022° 0,111 0,186
- Com RAM 0,3+0,3 2,0+37 07+1,1 0,3+0,1
Bilirrubina direta
(m/dL) Sem RAM 0,3+0,2 0,4+0,2 0,3+0,1 0,3+0,2 0,1 - 0,4 mg/dL
m
g P 0,288 0,0042 0,679 0,950
Com RAM 0,8+0,6 3,3+5,9 14+17 0,9+0,4
Bilirrubina total
Sem RAM 0,8+0,4 0,8+0,3 0,9+0,1 0,8+0,1 0,1-1,2 mg/dL
(mg/dL)
P 0,313 0,007 0,667 0,896
Com RAM 0,8+0,2 0,7+0,1 1,0 +0,3 0,9 +0,4
Creatinina
Sem RAM 0,8+0,3 0,6 +0,2 0,9+0,1 0,8+0,1 0,6 -1,2 mg/dL
(mg/dL)
p 0,613 0,048° 0,125 0,385

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato amino transferase; ALP: fosfatase alcalina; GTT: gama-glutamil transferase.
Valores apresentados como média + desvio-padrdo e comparados utilizando-se teste de andlise de variancia (ANOVA).

a: Valores em negrito: p<0,05 em relagdo ao basal. Método de multiplas compara¢6es (Dumm'’s Method)

b: Valores em negrito: p<0,05 em relagdo ao 2 més de tratamento. Método de multiplas compara¢8es (Dumm'’s Method)
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Figura 14. Valores de transaminases séricas de pacientes com tuberculose com ou sem

RAM durante o tratamento com antimicobacterianos. Resultados sdo expressos como média

+ DP e comparados por ANOVA. *p<0,05 quando comparado com basal.
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Figura 15. Valores de ALP e GGT séricas de pacientes com tuberculose com ou sem RAM

durante o tratamento com antimicobacterianos. Resultados sdo expressos como média + DP

e comparados por ANOVA. *p<0,05 quando comparado com basal.
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Figura 16. Valores de bilirrubina direta e total séricas de pacientes com tuberculose com ou
sem RAM durante o tratamento com antimicobacterianos. Resultados s8o expressos como

média + DP e comparados por ANOVA. *p<0,05 quando comparado com basal.
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Figura 17. Valores de creatinina de pacientes com tuberculose com ou sem RAM durante o
tratamento com antimicobacterianos. Resultados sdo expressos como média + DP e

comparados por ANOVA. *p<0,05 quando comparado com basal.
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Estudos de correlagBes entre as variaveis bioquimicas no 2° e 4° meses de
tratamento foram realizados. Para os parametros ALT, AST e ALP, observou-se
correlagcdo positiva com GGT no 2° més de tratamento. Os parametros ALT,
Bilirrubina direta e total no 2° més, e ALT, AST e Bilirrubina total no 4° més de
tratamento estdo correlacionadas positivamente com AST no 2° més de tratamento.
O parametro ALP no 2° més, apresenta correlacdo com os valores de ALP no 4°
més, bem como o parametro GGT no 2° més de tratamento apresenta correlagéo
com os valores do 4° e 6° meses (p= 0,02 e p= 0,04, respectivamente) (Tabelas 17

e 18).

Uma correlagdo entre Bilirrubina direta no segundo més de tratamento com
Bilirrubina total (segundo més de tratamento), e Bilirrubina direta e total no quarto més
de tratamento também foi observada. Por dltimo, encontrou-se correlagcdo entre GGT
e Bilirrubina total mensuradas no quarto més com os resultados de Bilirrubina total do
segundo més de tratamento. Nenhuma associagéo foi encontrada entre o parametro
creatinina no segundo més de tratamento com os demais parametros laboratoriais

avaliados (Tabelas 17 e 18).



69

Tabela 17. Matriz de correlagdo dos parametros laboratoriais no segundo més de

tratamento versus todos 0s meses de tratamento.

2 meses de Tratamento

Bilirrubina  Bilirrubina o
ALT AST ALP GGT . Creatinina
Direta Total
0,79
ALT 2M
p< 0,01
0,63
ALT 4M
p< 0,01
0,73
AST 4M
p< 0,01
0,90
ALP 4M
p= 0,04
0,43 0,53 0,52
GGT 2M
p= 0,04 p=0,01 p= 0,04
0,77 0,63
GGT 4M
p= 0,02 p= 0,04
GGT 6M 0,90
p= 0,04
0,50
BD 2M
p< 0,01
0,91
BD 4M
p< 0,01
0,49 0,91
BT 2M
p< 0,01 p< 0,01
0,46 0,91 0,91
BT 4M
p= 0,05 p< 0,01 p< 0,01

O Coeficiente de correlagcdo de Spearman’s esta indicado em cada célula.
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Tabela 18. Matriz de correlagdo dos parametros laboratoriais no quarto més de

tratamento versus todos 0s meses de tratamento.

4 meses de Tratamento

Bilirrubi Bilirrubi
ALT AST ALP GGT rirrubina - BRI - eatinina
Direta Total
0,86
ALT 4M
p< 0,01
0,49
ALT 6M
p= 0,03
0,50
AST 6M
p=0,03
0,60
ALP 4M
p=0,01
0,64 0,79 0,66 0,58
GGT 4M
p< 0,01 p< 0,01 p< 0,01 p=0,01
0,60 0,60 0,88
GGT 6M
p= 0,05 p=0,01 p< 0,01
0,81 0,64
BD 4M
p< 0,01 p< 0,01
0,82 0,70 0,88
BT 4M
p< 0,01 p< 0,01 p< 0,01
. 0,89
Creatinina 4M
p< 0,01

Creatinina 6M

0,87
p=0,02

O Coeficiente de correlacdo de Spearman’s esta indicado em cada célula.

Ao se analisar 0s mesmos parametros, porém para 0 quarto més de

tratamento,

observa-se que o0 parametro AST encontra-se correlacionado

positivamente com ALT, ALP, GGT, Bilirrubina direta, Bilirrubina total e creatinina no

guarto més de tratamento e com AST e GGT no sexto més de tratamento. Os

parametros GGT, Bilirrubina direta e indireta no quarto més e ALT no sexto més

apresentam correlagdo com ALT no quarto més de tratamento. Observam-se

correlagcdes entre GGT e ALP no quarto més com GGT no sexto més. Ainda se
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encontram correlagdes positivas entre ALP e GGT no quarto més de tratamento, bem
com Bilirrubina direta e GGT e Bilirrubina total no mesmo més de tratamento. Para o
paréametro creatinina avaliado no quarto més somente foi identificada correlagédo nos
valores do mesmo parametro no sexto més de tratamento. Nenhuma associag¢éo foi
encontrada entre o parametro Bilirrubina total no quarto més de tratamento com 0s

demais parametros laboratoriais avaliados.

Correlagbes no sexto més de tratamento somente foram observadas para AST
com os parametros ALT (fator de correlagdo 0,52; p<0,01) e creatinina (fator de

correlagédo 0,66; p<0,01).

4.2. Resultados dos polimorfismos NAT2

Na tabela 19 s&o observadas a distribuicdo de gendtipos e a frequiéncia de
alelos das variantes do NAT2. Os gen6tipos mais frequentes foram *4/*5, *5/*6, *4/*4
(de referéncia), *4/*6 e *5/*5, com frequéncias de 27,3%, 16,2%, 15,2%, 14,1% e
12,1%, respectivamente. Os genotipos *6/*6, 4/*7, *5/*7 e *6/*7* foram os menos

frequentes e o gendtipo *7/*7 n&o foi encontrado em nenhum paciente deste estudo.

Os alelos mais frequentes foram NAT2*4 (37,9%) e NAT2*5 (35,8%) e os
menos frequentes foram NAT2*6 (21,7%) e NAT2*7 (4,5%). O grupo de estudo
apresentou diferenca na distribuicdo dos alelos (valor p<0,001) em relagdo as
frequéncias alélicas encontradas por TEIXEIRA e colaboradores (2007). O alelo
NAT2*4 foi mais frequente no grupo de estudo e difere da frequéncia encontrada na
populacéo brasileira (p< 0,001), enquanto que o alelo NAT2*6 teve frequiéncia menor
no grupo de estudo quando comparado com a frequéncia desse alelo na populagéo

brasileira (Tabela 19).



Tabela 19. Frequéncias genotipicas e alélicas das variantes NAT2.
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Freqiiéncia dos Alelos

Freqiéncia
) Neste Na populacéo
Variante dos Alelos o
) estudo** brasileira

Gendétipos*
NAT2*4/*4 15,2% (15) NAT2*4 37,9% (75) 23,1% (161) p< 0,001
NAT2*4/*5 27,3% (27)
NAT2*4/*6 14,1% (14) NAT2*5 35,8% (71) 41,1% (286) p=0,18
NAT2*4/*7 4,0% (4)
NAT2*5/*5 12,1% (12) NAT2*6 21,7% (43) 30,6% (213) p= 0,01
NAT2*5/*6 16,2% (16)
NAT2*5/*7 4,0% (4) NAT2*7 4,5% (9) 5,2% (36) p=0,71
NAT2*6/*6 6,1% (6) p< 0,001
NAT2*6/*7 1,0% (1)

Nota: *Numero de individuos entre parénteses.

**NUmero de alelos entre parénteses.

Freqiéncia de alelos na populacéo brasileira - TEIXEIRA et al., 2007.

Equilibrio Hardy-Weinberg (ZOU et al., 2006):

NAT2 5% C481T SNP: 2= 0,495 (1gl, p> 0,05);
NAT2 6% G590A SNP: 2= 0,453 (1gl, p> 0,05);
NAT2 7* G857A SNP: 2= 0,205 (1gl, p> 0,05);
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Os resultados da andlise de Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) avaliado
pelo teste de qui-quadrado, indicam que as distribuicdes dos genotipos das variantes
NAT2*5, NAT2*6 e NAT2*7 estdo em HWE nesta amostra populacional (p> 0,05).
Logo, o numero de gendtipos observados obedece a distribuicdo esperada para uma
populagdo em condi¢des de equilibrio. Desequilibrio de ligagcdo foi encontrado entre

os polimorfismos NAT2*5/*6 e NAT2*6/*7 (D’'= 1.00).

Na tabela 20 sdo mostradas as freqiéncias genotipicas e alélicas dos
polimorfismos NAT2 nos grupos de individuos com tuberculose com ou sem RAM ou
hepatotoxicidade. A hepatoxicidade foi mais frequente nos portadores do genoétipo
NAT2*5/*6 (40,0%) (OR: 3,6; 95% Intervalo de Confianga: 0,92 - 14,26, p= 0,018)
que nos demais individuos. Além disso, o genotipo funcional NAT2*4/*4 estava
presente apenas no grupo que nao apresentou hepatotoxicidade (17,0%), indicando
que a auséncia do genotipo homozigoto funcional € um fator de risco para

hepatotoxicidade.

Ao analisar os alelos, a freqiiéncia do alelo NAT2*5 foi maior no grupo com
RAM (42,4%) que no grupo sem RAM (26,3%), (OR: 2,7; 95% Intervalo de
Confianga: 1,48 - 5,09, p= 0,049) (Tabela 20). Esse resultado € sugestivo de que o

alelo NAT2*5 esté associado com um risco maior de apresentar RAM de 2,7 vezes.
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Tabela 20. Frequéncias genotipicas e alélicas de variantes NAT2 em pacientes com

tuberculose com RAM e com hepatotoxicidade.

RAM Hepatotoxicidade*
Genotipos N&o (40) Sim (59) N&o (88) Sim (11)
NAT2*4/*4 22,5% (9) 10,2% (6) 17,0% (15) 0,0% (0)
NAT2*4/*5 20,0% (8) 32,2% (19) 28,4% (25) 10,0% (2)
NAT2*4/*6 17,5% (7) 11,9% (7) 14,8% (13) 10,0% (1)
NAT2*4/*7 7,5% (3) 1,7% (1) 3,4% (3) 10,0% (1)
NAT2*5/*5 5,0% (2) 16,9% (10) 11,4% (10) 20,0% (2)
NAT2*5/*6 15,0% (6) 16,9% (10) 13,6% (12) 40,0% (4)
NAT2*5/*7 7,5% (3) 1,7% (1) 4,6% (4) 0,0% (0)
NAT2*6/*6 5,0% (2) 6,8% (4) 6,8% (6) 0,0% (0)
NAT2*6/*7 0,0% (0) 1,7% (1) 0,0% (0) 10,0% (1)
x> =11,872; p= 0,157 x%=18,519; p= 0,018
Alelos
NAT2*4 45,0% (36) 33,1% (39) 37,9% (71) 18,2% (4)
NAT2*5 26,3% (21) 42,4% (50) 35,8% (61) 45,4% (10)
NAT2*6 21,3% (17) 22,0% (26) 21,7% (37) 27,3% (6)
NAT2*7 7,5% (6) 2,5% (3) 4,5% (7) 9,1% (2)

¥* = 7,845; p= 0,049

¥* = 4,647; p= 0,200

Nota: Nimero de individuos entre parénteses.

*Hepatotoxicidade: foi considerada quando aminotransferases séricas (ALT ou AST) apresentava valores acima

de trés vezes o LSR, e/ou bilirrubina total acima de 2 mg/dL, de acordo com o Consenso Brasileiro de
Tuberculose (FILHO et al., 2004).
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Os polimorfismos NAT2 foram classificados em gendtipos de acetilagédo
rapida (NAT2*4/+4), intermedidria (NAT2*4/*5, NAT2*4/*6 e NAT2*4/*7) e lenta

(NAT2*5/*5, NAT2*5/*6, NAT2*5/*7, NAT2*6/*6 e NAT2*6*7) (SMITH et al., 1997).

A frequiéncia de gendtipo de acetilacdo lenta foi maior no grupo de individuos
com hepatotoxicidade (63,6%) que no grupo sem hepatotoxicidade (44,3%)
(OR: 2,2; 95% Intervalo de Confianca: 0,60 - 8,06, p< 0,001) (Tabela 21). Esse
resultado € sugestivo de que a presenca do gendtipo de acetilagéo lenta confere um
risco 2,2 vezes maior de desenvolver hepatotoxicidade. Além disso, o genotipo
funcional (rapido) nédo foi encontrado no grupo sem hepatotoxicidade, confirmando o

seu efeito hepatoprotetor.

O genotipo de acetilacdo lenta também foi mais freqiente nos individuos com
RAM (44,1%) que sem RAM (32,5%) (Tabela 21), porém a relacdo n&o foi

significativa (p= 0,201).

Tabela 21. Frequéncias dos gendtipos de acetilagdo da NAT2 em pacientes com

tuberculose de acordo com a presen¢a de RAM e hepatotoxicidade.

RAM Hepatotoxicidade
Gendtipo de _
o N&o (40) Sim (59) N&o (88) Sim (11)
acetilacéo
Lento 32,5% (13) 44,1% (26) 36,4% (32) 63,6% (7)
Intermediario 45,0% (18) 45,8% (27) 46,6% (41) 36,4% (4)
Rapido 22,5% (9) 10,2% (6) 17,0% (15) 0,0% (0)
2 = 3,205; p=0,201 ¥2 =24,300; p< 0,001

Nota: Numero de individuos entre parénteses.
Genodtipos de acetilagdo: rapida (NAT2*4/*4), intermediaria (NAT2*4/*5, NAT2*4/*6 e NAT2*4/*7) e lenta
(NAT2*5/*5, NAT2*5/*6, NAT2*5/*7, NAT2*6/*6 e NAT2*6*7)
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Na tabela 22, sdo apresentados os resultados dos parametros bioquimicos
antes e apds o tratamento com antimicobacterianos e a variagdo em porcentagem
do segundo més de tratamento com o periodo basal dos individuos portadores dos
gendtipos de acetilagcdo rapido (NAT2*4/*4), intermediario (NAT2*4/*5, NAT2*4/*6 e

NAT2*4/*7) e lento (NAT2*5/*5, NAT2*5/*6, NAT2*5/*7, NAT2*6/*6 e NAT2*6/*7).

No periodo basal e nos meses subsequentes de tratamento (2, 4 e 6 meses),
os valores médios dos parametros bioquimicos analisados foram similares (p> 0,05)
entre 0os grupos com os gendtipos de acetilagdo rapido, intermediario e lento.
Também néo foram encontradas varia¢des significativas entre o segundo, quarto e
sexto meses de tratamento com o periodo basal dos individuos portadores dos

gendtipos de acetilagdo rapido, intermediario e lento.



Tabela 22. Dados de perfil bioguimico de individuos com tuberculose, antes e apbés o tratamento

farmacoldgico, agrupados por gendtipos de acetilagdo NAT2.

Tempo de tratamento

Variavel NAT2 Basal % alteracdo
2 meses 4 meses 6 meses Basal vs 2 meses
44 35,0 14,1 68,0 + 41,9/ 40,8 * 38,9 287+7.2 106,9 = 71,9
ALT (UIL) 4G + 4G + 44T 35,9 + 22,9 133,6 + 358,5 71,9+97,3  334+195 98,8 + 278,3
XG45 + G[G + *B/¥7 + *6/*6 + *6/*7 42,0 + 26,9 109,3 + 133,5 43,1 +42,5 24,9491 254,2 + 403,2
p 0,805 0,889 0,551 0,289 0,415
“4/%4 74,5 78,5 101,3 « 84,0 44,7 58,0 20,7 +4,2 129,2 + 293,7
AST (UIL) 4G + 4G + 4T 30,5 + 16,2 114,1 + 241,1 735+956  27,8+122 170,1 + 320,3
XG5 + 4G/G + *B/¥7 + *6/*6 + *6/*7 46,0 + 64,9 81,9 + 85,9 45,1 + 48,7 26,3+6,1 207,5 + 403,2
p 0,633 0,633 0,349 0,344 0,771
*4)%4 92,5 + 16,3 112,5 + 41,7 104,8+48,0  87,5+7,8 75,3 + 10,1
4G + 4G + 4T 104,9 + 17,1 237,8 + 188,4 166,3+129,4 91,0 + 46,3 145,8 + 227,1
ALP (UIL) XG45 + G[4G + *B/¥7 + *6/*6 + *6/*7  124.8 + 38,1 146,4 + 105, 9 153,0+123,4 90,4 + 263 26,3 + 105,9
p 0,136 0,481 0,659 0,741 0,284
“4/%4 49,5 * 36,1 182,5 « 38,9 338=+17,7  54,0+1938 477,0+ 1612
GCT (UIL) 4G + 4G + 4T 63,3 + 50,4 188,4 + 174,6 251,5+221,7  63,5+62,0 457,4 + 477,9
XG5 + 4G[G + *B/¥7 + *6/*6 + *6/*7 61,0 + 39.2 118,8 +122,7 92,0+138,8 56,8 +56.8 188,3 + 429,9
p 0,844 0,381 0,252 0,827 0,172
44 0,3%0,3 0,8%0,6 0,4%0,2 0,3%0,2 76,7 + 174,4
o 4G + 4G + 44T 0,3+0,2 1,8+4.4 0,8 + 1,4 0,3+0,1 632,0 + 463,5
Bilirrubina direta (MG/AL) g5 4 s5/xg + %5/+7 + *6/46 + *6/+7 0,3+0,1 16426 0,7 +1,0 0,3+0,1 481,5 + 1191,4
p 0,890 0,485 0,989 0,797 0,333
44 11+04 1607 0,9%0,4 0,8%0,1 16,45 + 58,7
_— 4G + 4G + 44T 0,7 0,4 3,2+7,4 17422 0,9+0,1 448,6 + 367,9
Bilirrubina total (mg/dL) ABJA5 + ¥B/*G + *B/*T + *GG + *6/*T 07+0,2 25+36 12+14 09+0,5 272,9+5208
p 0,312 0,114 0,701 0,066 0,316
“4/%4 0,9%0,2 0,9%0,2 0,8%0,1 0,8%0,1 0,7%0,3
Creatinina (mgfdL) 4G + 4G + 44T 0,8+0,2 0,7+0,2 0,9+0,1 0,8+0,1 22,6+281
XG/45 + B[4G + *B/X7 + GG + *6/*7 0,8+0,2 0,7+0,1 13407 1,1+04 6,6+26,9
p 0,712 0,056 0,743 0,103 0,529

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato amino transferase; ALP: fosfatase alcalina; GTT: gama-glutamil transferase.
Valores apresentados como média + desvio-padrédo e comparados utilizando-se teste de andlise de variancia (ANOVA).

77



78

Nas Figuras 18 a 21 sdo apresentados 0s gendtipos de acetilagdo NAT2
[rapido (NAT2*4/*4), intermedidrio (NAT2*4/*5, NAT2*4/*6 e NAT2*4/*7) e lento
(NAT2*5/*5, NAT2*5/*6, NAT2*5/*7, NAT2*6/*6 e NAT2*6/*7)] e os resultados dos
parametros bioguimicos basais no 2° més de tratamento em pacientes com RAM.
Nos pacientes portadores dos gendtipos NAT2*4/*5, NAT2*4/*6 e NAT2*4/*7
(acetiladores intermediarios), foram observados aumentos significativos (p< 0,05)
nos valores séricos de ALT e AST (Fig. 18), ALP e GGT (Fig. 19) e bilirrubinas (Fig.

20) no segundo més de tratamento.

Esses resultados indicam que os individuos com RAM portadores dos
gendtipos intermediarios apresentam alteracdes importantes no 2° més de
tratamento nos marcadores de lesdo hepatocelular (ALT e AST) e colestase
(bilirrubinas, ALP e GGT), sugerindo que o gendétipo de acetilador intermediario € o

principal fator de risco associado as alteragées dos marcadores hepaticos.

ALT AST

Figura 18. Valores ALT e AST durante o basal e o 2° més de tratamento com

antimicobacterianos associados aos genétipos de acetilacdo NAT2. Resultados

comparados pelo teste t de Student.



79

ALP GGT

Figura 19. Valores ALP e GGT durante o basal e o 2° més de tratamento com antimicobacterianos

associados aos gendétipos de acetilacdo NAT2. Resultados comparados pelo teste t de Student.

Bilirrubina Direta Bilirrubina Total

Figura 20. Valores de Bilirrubina direta e total durante o basal e o 2° més de tratamento com
antimicobacterianos associados aos genétipos de acetilagdo NAT2. Resultados comparados pelo

teste t de Student.

Creatinina

Figura 21. Valores creatinina durante o basal e 0 2° més de tratamento com antimicobacterianos

associados aos gendétipos de acetilacdo NAT2. Resultados comparados pelo teste t de Student.
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As caracteristicas biodemogréficas e clinicas dos individuos com tuberculose
foram comparadas entre os portadores dos diferentes gendtipos de acetilacdo de
NAT2 (Tabela 23). N&o foi observada relagdo entre o perfil de acetilagdo e essas
variaveis, sugerindo que a associacdo entre o perfil de acetilacio e RAM e

hepatotoxicidade é independente dessas variaveis.

Tabela 23. Relagdo entre genoétipos de acetilagdo NAT2 e parémetros

biodemograficos e clinicos dos individuos com tuberculose.

Variavel Genoétipo de acetilagdo NAT2

Lento (39) Intermediério (45) Rapido (15)

Género

Masculino 51,3% (20) 55,6% (25) 53,3% (8) 4 =0,154;

Feminino 48,7% (19) 44.4% (20) 46,7% (7) p= 0,926

Idade

<50 anos 76,9% (30) 86,7 (39) 93,3% (14) .2 = 2 640:
X ) )

2 50 anos 23,1% (9) 13,3 (6) 6,7% (1) p= 0,267

Etnia

Branco 66,7 (26) 64,4 (29) 33,3 (5) = 5.551;

Nao Brancos 33,3 (13) 35,6 (16) 66,7 (10) p= 0,062

Etilismo

Sim 5,1% (2) 8,9% (4) 67% (1) 20454

Nao 94,9% (37) 91,1% (41) 93,3% (14)  P=0.797

Medicacdao Concomitante

N&o 43,6% (17) 46,7% (21) 46,7% (1) 20,090

Sim 56,4% (22) 53,3% (24) 53,3% (8)  p=0,956;

Indutor NAT2 36,4% (8) 20,8% (5) 37,5% (3)

Inibidor NAT2 36,4% (8) 37,5% (9) 375%3)  ,#=4,307;

Indutor e Inibidor NAT2 18 29 (4) 25,0% (6) 0,0 (0) p= 0,828

Sem efeito 9,0% (2) 16,7% (4) 25,0% (2)

Nota: Niumero de individuos entre parénteses.
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4.3. Resultados do sequenciamento de DNA

Foram realizadas reacdes de sequenciamento do NAT2 para os 99 individuos
do grupo de estudo com a finalidade de confirmar os resultados de PCR-RFLP.
Todos os resultados de genotipagem por PCR-RFLP para os SNPs NAT2*5, NAT2*6

e NAT2*7 foram confirmados pelo sequenciamento do NAT2.

Na tabela 24, estdo descritos outros polimorfismos do NAT2, identificados
pelo sequenciamento, assim como as respectivas trocas de nucleotideos e de
aminoacidos, tendo como base a sequéncia de referéncia identificada como Gl

11321494 (www.ncbi.nlm.nih.gov).

As variantes NAT2*12A, NAT2*13 e NAT2*5D foram os polimorfismos
identificados com maior frequéncia, sendo as freqiiéncias alélicas de 38,8%, 23,2%

e 14,1%, respectivamente.

O grupo de estudo nao apresentou diferengca na distribuicdo dos alelos
NAT2*12A, NAT2*13 e NAT2*5D (p= 0,199) em relacdo as frequéncias alélicas
encontradas na populacdo brasileira [NAT2*12A (64,5%), NAT2*13 (31,3%) e

NAT2*5D (34,6%)] (POSSUELO et. al., 2008).

Dois novos polimorfismos foram identificamos, sendo eles a troca de um G
por C na posicéo 548pb e a troca de um G por T na posigédo 724pb. O polimorfismo
identificado na posicdo G>*®C ndo ocasiona em troca de aminoécido e assim
nenhuma mudanca da seqiéncia protéica é observada. Entretanto a alteragéo de G
por T na posi¢cdo 724pb cria um cédon de parada, interrompendo a sintese protéica.
Ainda foi identificada a inclusdo de um C na posi¢do 750pb para um dos individuos,
0 que ocasiona mudanca de toda a sequéncia de aminoacidos a partir dessa

posicao.
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Tabela 24. Relacdo das variantes identificadas no NAT2 por sequienciamento de

DNA, dos pacientes do grupo de estudo (n=99).

_ Troca de o Frequéncia
Variantes Troca de aminoacido
nucleotideo % (n)
NAT2*5D T4C lle™* — Thr 14,1 (28)
NAT2*12A ARG Lys?®® — Arg 38,8 (77)
NAT2*13 c®T Nenhuma Troca 23,2 (46)
NAT2*6D? ™G Nenhuma Troca 0,5 (1)
NAT2*6H? A*5G Lys ®°* > Glu 1,0 (2)
NAT2*61 G*®A Val®® — Met 1,0 (2)
G>*®C Nenhuma Troca 0,5 (1)
G™T Arg**? — Co6don de parada 0,5 (1)

Inclusdo “C” na
- 0,5 (1)
posicao 750pb

Nota: Numero de individuos entre parénteses.

2 Polimorfismo associado a uma variante do alelo NAT2*6

Nas figuras 22A, B e C sdo mostradas as sequéncias da fita reversa do

sequenciamento caracterizando as variantes NAT2*5D, NAT2*12 e NAT2*13
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representadas pela substituicdo de T para C na posicdo 341 pb, A para G na

posicéo 803 pb e C para T na posi¢éo 282 pb, respectivamente.

¢ 20 i a0 i 150

490
¢C A TT G A 0 TGCTGAGAAATATATTTALCA TTTATATOCCC T

Figura 22. Eletroferograma representativo do sequenciamento de DNA das variantes
NAT2*5D (fita reversa, 341T>C) (A); NAT2*12 (fita reversa, 803A>G) (B); e NAT2*13 (fita

reversa, 282C>T) (C).

Nas figuras 23A, B e C sdo mostradas as sequéncias da fita reversa do
seguenciamento caracterizando a incluséo de “C” na posicdo 750pb, a troca de G

por C na posigcéo 548pb e a G por T na posigcao 724pb.
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v

i 160 350 360
A T A C ACGE A& T C T TGCCAAACAAGAAA CTATACTAAAAT

MM%MWMM

Figura 23. Eletroferograma representativo do seqienciamento de DNA. A: Inclusédo de “C” na posi¢ao

750pb. B: llustra a troca de G por C na posi¢édo 548pb. C: llustra a troca de G por T na posi¢éo 724pb.

Quando se analisa os alelos NAT2*5D, NAT2*12 e NAT2*13 entre 0S pacientes
com e sem relato de RAM e hepatotoxicidade, ndo se observa diferenca significativa
entre os grupos com RAM e sem RAM e com o diagnéstico de hepatotoxicidade,
porém os alelos NAT2*12 e NAT2*13, que caracterizam um acetilador rapido séo
mais freqlentes no grupo sem relato de RAM, o que mostra um provavel efeito
protetor. Por outro lado, o alelo NAT2*5D que caracteriza um acetilador lento € mais
frequente (58,3%) no grupo com RAM quando comparado com o grupo sem RAM

(20,6%) (Tabela 25).
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Tabela 25. Distribuicdo das frequiéncias alélicas dos SNPs NAT2*5D, NAT2*12 e
NAT2*13 em pacientes com tuberculose que relataram ou ndo reagfes adversas a

medicamentos (RAM) e em pacientes com e sem hepatotoxicidade.

RAM Hepatotoxicidade

Alelos  Nao (n=40) Sim (n=59) N&o (n=88)  Sim (n=11)

%2 = 0,064/
NAT2*5D  58,3% (21)  20,6% (7) P=1,000  14,2% (25) 13,6% (3)
p= 0,801
2 = 1,452/ %2 = 0,240/
NAT2*12  80,3% (45) 88,9% (32) 39,8% (70)  31,8% (7)
p= 0,228 p= 0,624
%2 = 0,042/ %2 = 0,043/
NAT2*13  78,1% (25) 80,8% (21) 22,7% (40)  27,3% (6)
p= 0,837 p= 0,835

Nota: Numero de individuos entre parénteses.

4.4. Resultados dos polimorfismos CYP2E1

Na tabela 26 s&@o observadas a distribuicdo de gendtipos e a frequéncia de
alelos das variantes do CYP2E1l. Os genétipos mais frequentes foram o *1A/*1A
(83,9%) e o *1B/*5B (12,1%). Os genotipos *1A/*5B (3,0%) e *1A/*1B (1,0%) foram

os menos freqlientes, respectivamente.

O alelo mais frequente foi o CYP2E1*1A (85,8%) e os menos freqlientes
foram CYP2E1*1B (6,6%) e CYP2E1*5B (7,6%). O grupo de estudo néo apresentou
diferenca na distribuicdo dos alelos (valor p= 0,165) em relagdo as frequéncias

alélicas na populacao brasileira descritas por ROSSINI e colaboradores (2006).
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Os resultados da analise de Equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) avaliada pelo
teste de qui-quadrado, indicam que a distribuicdo para os gendtipos CYP2E1*B e
CYP2E1*5B, estdo em HWE nesta amostra populacional (p> 0,05). Logo, o nimero
de genotipos observados obedece a distribuicdo esperada para uma populacdo em
condi¢bes de equilibrio. Por outro lado, desequilibrio de ligag&o foi encontrado entre

os polimorfismos CYP2E1*B e CYP2E1*5B (D’= 1.00).

Tabela 26. Distribuicdo de gendétipos e frequiéncia de alelos das variantes CYP2E1.

Alel Freqgiiéncianos Freqiénciana
elos
Distribuicdo dos Gendtipos individuos populacéo
CYP2E1
estudados brasileira
*1A [*1A 83,9 (83) *1A 85,8 (170) 95,0 (549)
*1A /[*1B 1,0(1) *1B 6,6 (13) ND
*1A /*5B 3,0(3) *5B 7,6 (15) 5,0 (29)
*1B/*5B 12,1 (12) p= 0,165

Nota: NuUmero de individuos entre parénteses.
Frequéncia de alelos na populacéo brasileira - ROSSINI et al., 2006.
ND: Dado nédo disponivel.
Equilibrio Hardy-Weinberg (ZOU et al., 2006):
CYP2E1*1B SNP: x2= 0.5748 (1gl, p> 0,05);
CYP2E1*5B SNP: x2= 0.5574 (1gl, p> 0,05).

Para a andlise da relagdo das variantes CYP2E1 com RAM e
hepatotoxicidade, os individuos com variantes *1A/*1B, *1A/*5 e *1B/*1B foram

reunidos em um Unico grupo e comparados com o genotipo comum *1A/*1A.
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Quando se analisa os polimorfismos do CYP2E1 nos pacientes com
tuberculose apresentando RAM ou hepatotoxicidade, ndo encontramos diferencas
nas frequéncias dos gendtipos variantes (*1A/*1B, *1A/*5 e *1B/*1B) entre individuos
com RAM (p= 0,091) e hepatotoxicidade (p= 0,687), quando comparados com 0s
individuos sem RAM ou hepatoxicidade respectivamente (Tabela 27). Esses
resultados s&o sugestivos de que a manifestagdo de RAM e de hepatotoxicidade

nao esta relacionada com variantes do CYP2EL1.

Tabela 27. Frequéncias de gendtipos de variantes do CYP2E1 em pacientes com

tuberculose, de acordo com a presenca de RAM ou hepatotoxicidade.

RAM Hepatotoxicidade
Genotipos N&o (n=40) Sim (n=59) N&o (n=88) Sim (n=11)
*1A 1A 75,0 (30) 89,8 (53) 82,9 (73) 90,9 (10)
*1A /*1B
*1A *5B 25,0 (10) 10,2 (6) 17,0 (15) 9,1(1)
*1B/*5B
x2 = 2,852 / p=0,091 P= 0,687

Numero de individuos entre parénteses.

Na tabela 28, sdo apresentados os resultados dos paradmetros bioquimicos
antes e apds o tratamento com antimicobacterianos e a variagdo em porcentagem
do 2° més de tratamento com o periodo basal, dos individuos portadores dos

gendtipos CYP2E1*1A/*1A e variantes (*1A/*1B + *1A/*5B + *1B/*5B).
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No periodo basal e nos meses subsequentes de tratamento (2, 4 e 6 meses),
os valores médios dos paradmetros bioquimicos analisados e os valores de alteragcéo
foram similares (p> 0,05) para todos os parametros analisados, entre oS grupos

CYP2E1*1A/*1A e CYP2E1*1A/*1B + CYP2E1*1A/*5B + CYP2E1*1B/*5B.



Tabela 28. Dados de perfil bioquimico antes e apds o tratamento com antimicobacterianos dos individuos

portadores dos genotipos CYP2EL.

Tempo de tratamento

% alteracdo

Variavel CYP2E1 Basal 2 meses 4 meses 6 meses Basal vs 2 meses
*1A/X1A 40,1+ 25,9 131,6 + 267,4 57,2+ 74,5 28,9 + 14,7 1245 + 270,3
ALT (UL) *+1A [*1B + *1A [*5B + *1B/*5B 30,0+ 107 340+68 33,0+472 31,0477 08+11,1
p 0,461° 0,063" 0,972° 0,367" 0,316
*1A/X1A 40,6 + 49,1 109,8 +179,1 57,9 + 76,7 26,4+9,2 201,4 + 364,6
AST (UL) **1A [*1B + *1A [*5B + *1B/*5B 31,6+9,7 28,8 +10,8 58,0 + 35,4 25,1+1,8 11,8 + 75,9
p 0,500° 0,060" 0,414° 0,956" 0,168
*1A/X1A 111,7 31,8 187,9 + 159,4 134,8 + 108,4 90,8 + 40,2 69,6 + 113,9
ALP (U/L) **1A [*1B + *1A [*5B + *1B/*5B 118,6 + 20,2 190,5 + 154,6 231,0 + 80,6 69,5 + 15,8 22,5+99,7
p 0,650° 0,364" 0,106" 0,226° 0,156
*1A/X1A 90,5 + 150,8 176,3 + 148,6 124,3 + 139,1 60,7 + 58,3 256,6 + 304,9
GGT (UL) “*1A [*1B + *1A /*5B + *1B/*5B 60,0 + 55,0 87,8 +115,6 393,5 + 514,1 41,6 + 24,5 9,4+13,3
p 0,697° 0,100" 0,530°" 0,750" 0,050
*1A/X1A 0,3+0,3 1,8 +3,6 07+1,1 0,3+0,1 315,9 + 643,1
(B"'f;léfil)”a direta *1A [*1B + *1A [*5B + *1B/*5B 0,3+0,2 0,4%0,3 0,3+0,1 02+0,1 110,0 + 79,4
mg
p 0,246"° 0,547"° 0,782"° 0,165" 0,462
*1A/X1A 0,7+0,5 3,1+57 1,3+1,7 0,9+0,4 230,7 +553,8
(Br:'é;léﬁ')”a total 1A [*1B + *1A [*5B + *1B/*5B 0,9+ 0,6 1,0+0,5 1,3+0,4 0,9+ 0,1 126,7 +110,1
p 0,194"° 0,754" 0,297" 0,376" 0,537
“1A/X1A 0,8+0,2 0,7+0,1 1,0+0,4 0,9+0,3 -32,8 + 18,9
Creatinina (mg/dL) “*1A [*1B + *1A /*5B + *1B/*5B 0,7+0,3 0,7+0,2 1,0+0,1 0,8+0,1 22,5+ 67,2
p 0,609° 0,278 0,349" 0,968" 0,119

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato amino transferase; ALP: fosfatase alcalina; GTT: gama-glutamil transferase.

Valores apresentados como média + desvio-padréo e comparados utilizando-se teste t- student® ou Mann Whitney Rank Sum Test®.

89
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Nas Figuras 24 a 27 séo apresentadas as variantes do CYP2El e os
resultados dos parametros bioquimicos basais e no 2° més de tratamento em
pacientes com RAM. Nos pacientes ndo portadores dos alelos CYP2EL1*5 e
CYP2E1*1B, foram observados aumentos significativos nos valores séricos de ALT
e AST (Fig. 24), ALP e GGT (Fig. 25) e bilirrubinas (Fig. 26) no segundo més de

tratamento.

Esses resultados indicam que os individuos com RAM nédo portadores dos
alelos CYP2E1*5 e CYP2E1*1B apresentam alteracfes importantes no 2° més de
tratamento nos marcadores de lesdo hepatocelular (ALT e AST) e colestase
(bilirrubinas, ALP e GGT), sugerindo que a alelo CYP2E1*1A é principal fator de

risco associado as alteracdes dos marcadores hepaticos.

Figura 24. Comparacgéo dos valores de ALT e AST durante o basal e 0 2° més de

tratamento com antimicobacterianos em individuos com RAM, associados as variantes

CYP2EL. Resultados comparados pelo teste t de Student
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Figura 25. Comparacdo dos valores de ALP e GGT durante o basal e 0 2° més de

tratamento com antimicobacterianos em individuos com RAM, associados as variantes

CYP2EL. Resultados comparados pelo teste t de Student

Figura 26. Comparagéo dos valores de Bilirrubinas (direta e total) durante o basal e o 2°

més de tratamento com antimicobacterianos em individuos com RAM, associados as

variantes CYP2EL1. Resultados comparados pelo teste t de Student.
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Figura 27. Comparacdo dos valores de creatinina durante o basal e o 2° més de

tratamento com antimicobacterianos em individuos com RAM, associados as variantes

CYP2EL. Resultados comparados pelo teste t de Student

As caracteristicas biodemogréficas e clinicas dos individuos com tuberculose
foram comparadas entre os portadores dos genétipos CYP2EL (Tabela 29). N&o foi
observada relacdo entre os genoétipos raros CYP2E1l e essas variaveis, com
excecdo do uso de medicagdo concomitante que foi maior nos individuos portadores
do gendtipo comum *1A/*1A (60,2%) do que nos portadores dos gendtipos variantes
(25,0%, p= 0,020). Entretanto, esse resultado tem que ser analisado com precaugéo

porgque o numero de portadores dos genotipos raros CYP2E1 € muito pequeno.
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Tabela 29. Relacdo entre gendtipos CYP2E1 e parametros biodemogréficos e

clinicos dos individuos com tuberculose.

Variavel Genotipos CYP2E1L
*1A1A *1A/*1B + *1A/*5B + *1B/*5B
(83) (16)

Género
Masculino 50,6% (42) 68,8% (11) X2 =1,121;
Feminino 49,4% (41) 31,2% (5) p= 0,290
Idade
<50 anos 83,1% (69) 75,0% (12)

P=0,482
250 anos 16,9% (14) 25,0% (4)
Etnia
Branco 60,2% (50) 68,8% (11) 42 =0,130;
N&o Brancos 39,8% (33) 31,2% (5) p=10,719
Etilismo
Sim 7,2% (6) 6,2% (1)

P=1,000
N3o 92,8% (77) 93,8% (15)
Medicagéo Concomitante
N3o 39,8% (33) 75,0% (12) v? =5,373;
Sim 60,2% (50) 25,0% (4) p= 0,020
Indutor 25,9 (14) 3,7 (2)
Inibidor 35,1 (19) 1,9 (1) = 1,512
Indutor e Inibidor 16,7 (9) 1,9 (1) p= 0,680
Sem efeito 14,8 (8) 0,0 (0)

Numero de individuos entre parénteses.
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4.5. Anélise dos polimorfismos GST

Na tabela 30 s&o observadas as freqiéncias genotipicas e das variantes do
GSTM1 e GSTT1. Os gendtipos mais frequentes foram o GSTM1*1/GSTT1*1
(44,4%) e o GSTT1*1/GSTM1*0 (37,4%). Os gendtipos GSTM1*1/GSTT1*0 e

GSTM1*0/ GSTT1*0, foram os menos frequentes (9,1%).

Os alelos mais frequentes foram o GSTT1*1 (40,9%) e o GSTM1*1 (26,8%) e
o menos frequente foi o GSTT1*0 (9,1 %). As frequéncias alélicas dos individuos
deste estudo foram similares as de outro estudo da populacéo brasileira (Tabela 30)

(ROSSINI et al., 2002).

Tabela 30. Frequéncias de genotipos e alélicas das variantes GSTM1 e GSTT1

Alel Freqgiiéncianos Fregiéncia na
elos

Distribuicao dos Genétipos GST individuos populacao

estudados brasileira

GSTM1*1/GSTT1*1 44,4 (44) GSTM1*1 26,8 (53) 22,7 (134)
GSTT1*1/GSTM1*0 37,4 (37) GSTT1*1 40,9 (81) 42,1 (249)
GSTM1*1/GSTT1*0 9,1 (9) GSTM1*0 23,2 (46) 25,4 (150)
GSTM1*0/ GSTT1*0 9,1 (9) GSTT1*0 9,1(18) 9,8 (58)

¥?=1,458; p= 0,692

Numero de individuos entre parénteses.

Frequéncia de alelos na populacao brasileira ROSSINI et. al., 2002
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Na tabela 31, estdo descritos os polimorfismos GSTM1 e GSTT1 nos
pacientes com tuberculose que apresentaram ou ndo RAM e hepatotoxicidade. Os
individuos portadores de pelo menos um alelo nulo GSTM1*0 e GSTT1*0 foram
agrupados e comparados com o0s portadores dos gendtipos funcionais
GSTM1*1/GSTT1*1. Nao foram observadas diferencas de freqiiéncias dos genétipos
nulos GSTM1*0 e GSTT1*0 entre individuos com (52,6%) e sem RAM (60,0%,
p=0,598). Perfil similar também foi observado para a presenca de hepatotoxicidade
(p=0,209). Esses resultados sdo sugestivos de que as variantes GST ndo estao

associadas com a manifestacdo de RAM ou a presenga de hepatotoxicidade.

Tabela 31. Freqiéncias de gendtipos de variantes do GST em pacientes que
relataram ou néo reagdes adversas a medicamentos (RAM) e em pacientes com e

sem hepatotoxicidade.

RAM Hepatotoxicidade
Genotipos N&o (n=40) Sim (n=59) N&o (n=88) Sim (n=11)
GSTM1*1/GSTT1*1 40,0 (16) 47,4 (28) 42,0 (37) 63,6% (7)
GSTT1*1/GSTM1*0
GSTM1*1/GSTT1*0 60,0 (24) 52,6 (31) 58,0 (51) 36,4% (4)
GSTM1*0/ GSTT1*0
x?>=0,277, p= 0,598 P= 0,209

Numero de individuos entre parénteses.
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Na tabela 32, sdo apresentados os resultados dos parametros bioquimicos,
antes e apds o tratamento com antimicobacterianos e a variagdo em porcentagem
do 2° més de tratamento com o periodo basal, dos individuos portadores do genétipo
funcional GSTM1*1/GSTT1*1 e de pelo menos um gendtipo nulo

GSTT1*1/GSTM1*0, GSTM1*1/GSTT1*0 e GSTM1*0/GSTT1*0.

No 2° més de tratamento, os valores médios de ALT (146,7 + 235,6 U/L) e
ALP (206,4 + 132,2 U/L) foram maiores nos individuos portadores do genétipo
funcional GSTM1*1/GSTT1*1 quando comparados com os individuos portadores dos
genotipos nulos (ALT: 60,8 £ 77,7 U/L, p= 0,007; ALP: 67,9 + 161,7 U/L, p= 0,015)
(Tabela 32). Para AST também foi observado perfil similar, mas nédo significativo
quando se avaliaram os dados individuais (p= 0,084). Entretanto, ao analisar a
porcentagem de variacdo entre o basal e o 2° més de tratamento, foi observada
maior porcentagem de variagcdo para os portadores do gendtipo funcional que para

os portadores do genotipo nulo (p= 0,043).

Esses resultados sdo sugestivos de que o gendtipo GSTM1*1/GSTT1*1 esta
relacionado com alteracdes mais acentuadas no perfil de ALT, AST e ALP séricas,

indicando associagdo com a leséo hepatocelular e colestase.



Tabela 32. Dados de perfil bioguimico de individuos com tuberculose, antes e apdés o tratamento

farmacoldgico, agrupados por genétipos GST.

Tempo de tratamento

% alteracdo

Variavel GST Basal 2 meses 4 meses 6 meses Basal vs 2 meses
GSTM1*1/GSTT1*1 45,3 + 60,9 146,7 + 235,6 57,9+ 74,7 27,8 +11,5 181,2 + 364,7
ALT (UIL) GSTT1*1/GSTM1*0
GSTM1*1/GSTT1*0 32,4 +15,2 60,8 £+ 77,7 44,2 + 45,2 256+ 7,7 12,3 + 108,8
GSTM1*0/ GSTT1*0
p 0,840 0,007 0,707 0,545 0,029
GSTM1*1/GSTT1*1 36,0 £ 20,8 184,6 + 365,2 75,1 +100,9 34,2 +£20,7 222,9 +287,3
GSTT1*1/GSTM1*0
AST (U/L) GSTM1*1/GSTT1*0 40,4 £ 27,1 66,5 + 80,3 41,4+ 37,3 25,8 + 8,7 86,8 + 223,3
GSTM1*0/ GSTT1*0
p 0,659 0,084 0,571 0,121 0,043
GSTM1*1/GSTT1*1 118,0 £ 35,1 206,4 £ 132,2 127,7 + 70,7 79,1+20,1 114,2 + 147,6
GSTT1*1/GSTM1*0
ALP (U/L) GSTM1*1/GSTT1*0 108,8 £ 25,4 67,9 £ 161,7 159,7 + 133,3 102,5+52,4 67,9 + 161,7
GSTM1*0/ GSTT1*0
p 0,421 0,015 0,894 0,258 0,280
GSTM1*1/GSTT1*1 116,0 +199,5 126,3 + 84,7 188,4 + 245,3 50,8 + 50,9 328,5 +346,4
GSTT1*1/GSTM1*0
GGT (U/L) GSTM1*1/GSTT1*0 58,7 + 36,5 170,2 £ 165,8 121,3 £ 146,7 69,6 + 65,7 437,2 + 778,7
GSTM1*0/ GSTT1*0
p 0,787 0,519 0,789 0,414 0,698
GSTM1*1/GSTT1*1 0,3+0,3 1,9+4,6 0,8+1,4 0,3+0,1 863,0 + 298,6
Bilirrubina direta GSTT1"1/GSTM1*0
GSTM1*1/GSTT1*0 0,3+0,2 1,3+23 0,6 +0,8 0,3+0,2 550,1 + 176,1
(mg/dL) GSTM1*0/ GSTT1*0
P 0,613 0,879 0,848 0,407 0,266
GSTM1*1/GSTT1*1 0,8+0,7 3577 1,7+2,3 0,9+0,1 401,7 £942,8
Bilirrubina total GSTT1*/GSTM1*0
(mg/dL) GSTM1*1/GSTT1*0 0,7+0,4 22+31 1,1+1,1 0,9+0,5 231,9 +530,0
GSTM1*0/ GSTT1*0
p 0,702 0,860 0,547 0,584 0,167
GSTM1*1/GSTT1*1 0,8+0,2 0,8+0,1 0,9+1,0 0,9+0,1 10,9 + 16,3
Creatinina GSTT1*1/GSTM1*0
(mg/dL) GSTM1*1/GSTT1*0 0,8+0,2 0,7+0,1 1,0+0,5 0,9+04 -5,6 + 48,4
GSTM1*0/ GSTT1*0
p 0,867 0,065 0,272 0,312 0,897

ALT: alanina aminotransferase; AST: aspartato amino transferase; ALP: fosfatase alcalina; GTT: gama-glutamil transferase.

Valores apresentados como média + desvio-padrdo e comparados utilizando-se teste de andlise de variancia (ANOVA).

(a) p< 0,05 entre os valores médios dos genétipos GSTM1*1/GSTT1*1 e GSTM1*0/ GSTT1*0
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Nas Figuras 28 a 31 sdo apresentados as variantes do GST e os resultados
dos parametros bioquimicos basais e no 2° més de tratamento em pacientes com
RAM. Nos pacientes portadores dos genotipos GSTM1*1 e GSTT1*1, foram
observados aumentos significativos nos valores séricos de ALT e AST (Fig. 28) no
segundo més de tratamento (p< 0,001 e p= 0,002 respectivamente). Ainda
observamos que os individuos portadores de pelo menos um gendtipo nulo
(GSTM1*0 e/ou GSTT1*0) apresentaram maiores niveis médios de GGT no 2° més

de tratamento.

Esses resultados sdo sugestivos de que o gendtipo GSTM1*1/GSTT1*1 esta
relacionado com altera¢des mais acentuadas no perfil de ALT e AST nos individuos
com RAM, indicando associagdo com hepatotoxicidade, entretanto a presenca do
gendtipo nulo deve ser observada como fator de risco para o desenvolvimento de

colestase (elevacdes dos niveis médios de GGT).

Figura 28. Comparagdo dos valores de ALT e AST durante o basal e 0 2° més de

tratamento com antimicobacterianos em individuos com RAM, associados as variantes

GST. Resultados comparados pelo teste t de Student
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ALP GGT

Figura 29. Comparacdo dos valores de ALP e GGT durante o basal e 0 2° més de

tratamento com antimicobacterianos em individuos com RAM, associados as variantes

GST. Resultados comparados pelo teste t de Student

Figura 30. Comparagéo dos valores de bilirrubinas (direta e total) durante o basal e o 2°

més de tratamento com antimicobacterianos em individuos com RAM, associados as

variantes GST. Resultados comparados pelo teste t de Student
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Creatinina

Figura 31. Comparacdo dos valores de creatinina durante o basal e o 2° més de
tratamento com antimicobacterianos em individuos com RAM, associados as variantes

GST. Resultados comparados pelo teste t de Student

As caracteristicas biodemogréficas e clinicas dos individuos com tuberculose
foram comparadas entre os portadores dos genoétipos GST (Tabela 33). N&o foi
observada relag@o entre essas variaveis e os genétipos nulos (GSTM1*0 + GSTT*0),
sugerindo que essas variaveis ndo influenciam na relagéo entre os genétipos GST

funcionais (GSTM1*1/GSTT1*1) com o perfil de hepatotoxicidade ou RAM.



101

Tabela 33. Relacdo entre variantes GSTM1 e GSTT1 e parametros biodemogréficos

e clinicos dos individuos com tuberculose

Variavel Gendtipos GST

GSTM1*1/GSTT1*1 GSTM1*0 + GSTT1*0

(44) (55)

Género
Masculino 54,5% (24) 52,8% (29) x%<0,001;
Feminino 45,5% (20) 47,2% (26) p= 0,982
Idade
<50 anos 88,6% (39) 80,0% (44) x*=1,128;
>50 anos 11,4% (5) 20,0% (12) p= 0,288
Etnia
Brancos 54,5% (24) 65,5% (36) x?=0,804;
Né&o Brancos 45,5% (20) 34,5% (19) p= 0,370
Etilismo
Sim 6,8% (3) 7,3% (4) p= 1,000
N&o 93,2% (41) 92,7% (51)
Medicag¢éo Concomitante
Nao 40,9% (18) 49,1% (27) XZ =0,371;
Sim 59,1% (26) 50,9% (28) p= 0,542
Indutor 14,8 (8) 14,8 (8)
Inibidor 20,4 (11) 16,7 (9) x* =4,232;
Indutor e Inibidor 3,7(2) 14,8 (8) p= 0,238
Sem efeito 9,3 (5) 5,5 (3)

Numero de individuos entre parénteses.

4.6 Resultados da Andlise de Regresséo Logistica

As variantes do NAT2, CYP2E1l e GST foram testadas no modelo binario de

regressao logistica para estimar a probabilidade de um individuo apresentar RAM.

As variaveis usadas foram:

1) Genotipos NAT2 (*4*4,*4*5, *4*6, *4*7, *5*5, *5*6, *5*7, *6*6 e *6*7)

2) Genotipos CYP2EL (*1A/*1A, *1A/*5B e *1A/*1B)
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3) Gendtipos GST (GSTT1*1/GSTM1*1, GSTT1*1/GSTM1*0, GSTM1*1/GSTT1*0,

GSTM1*0/GSTT1*0)

Como se pode observar na tabela 34, ao se adotar p= 0,05 a chance de um
individuo apresentar reacdes adversas € 2,3 vezes maior na presenca do genotipo
NAT2*4*5 que os portadores do gendtipo funcional NAT2*4*4 (p= 0,040). Enquanto
que os portadores do geno6tipo NAT2*5*5 apresentam risco ainda maior (OD: 5,0 IC:
1,096 - 22,820, p= 0,038). Os outros gendtipos NAT2 ndo foram associados com

risco de RAM.

Uma segunda analise foi realizada, ajustando-se o modelo de variaveis do
NAT2 para os genétipos de acetilagdo: lento, intermediario e rapido. Ao analisar o
perfil de gendtipos de acetilacdo NAT2, verificou-se que os acetiladores lentos (*5/*5
+ 5/*6 + *5/*7 + *6/*6 + *6/*7) apresentaram 2,0 vezes mais risco de RAM (p= 0,041)

que os acetiladores rapidos (NAT2*4/*4) (Tabela 34).

A relacdo entre RAM e as variantes CYP2E1 e de GST, assim como as
caracteristicas biodemogréficas e clinicas dos individuos com tuberculose foi
também testada por analise de regresséo logistica. Nenhuma destas variaveis foi

associada com a manifestacdo de RAM conforme os dados da tabela 35.
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Tabela 34. Analise de regressao logistica das variantes do NAT2 associadas com

reacOes adversas a medicamentos (RAM).

Variavel p Odds Ratio Intervalo de Confianca [95%)]
NAT2

NAT2*4/*4 (ref.) 0,153

NAT2*4/*5 0,040 2,375 [1,040 ; 5,425]
NAT2*4/*6 1,000 1,000 [0,351 ; 2,851]
NAT2*4/*7 0,341 0,333 [0,035 ; 3,205]
NAT2*5/*5 0,038 5,000 [1,096 ; 22,820]
NAT2*5/*6 0,323 1,667 [0,606 ; 4,586]
NAT2*5/*7 0,341 0,333 [0,035; 3,205]
NAT2*6/*6 0,423 2,000 [0,366 ; 10,919]
NAT2*6/*7 1,000 e?t? [> 0]
NAT2*12

*4/*4 (ref.) 0,590

4%[12* + 12%/12* 0,591 1,214 [0,599 ; 2,463]
NAT2*13*

*4/*4 (ref.) 0,800

4%/13* + 13*/13* 0,796 0,875 [0,317 ; 2,413]
Perfil de acetilagcdo NAT2

Réapido (*4/*4) (ref.) 0,051

Intermediario 0,183 1,500 [0,826 ; 2,723]
Lento 0,041 2,000 [1,028 ; 3,892]
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Tabela 35. Andlise de regressao logistica das variantes CYP2E1 e GST e outras

variaveis associadas com reacdes adversas a medicamentos (RAM).

Variavel p Odds Ratio Intervalo de Confianca [95%)]
CYP2E1

*1A/*1A (ref.) 0,712

*1A/*5B 0,410 0,625 [0,204 ; 1,910]
*1A/*1B 1,000 1,000 [0,063 ; 15,988]
GST

GSTM1*1/GSTT1*1 (ref.) 0,185

GSTM1*1/GSTT1*0 0,327 2,000 [0,500 ; 7,997]
GSTM1*0/GSTT1*1 0,074 1,750 [0,947; 3,234]
GSTM1*0/GSTT1*0 0,413 1,313 [0,685 ; 2,515]
Género (Masculino ref.)

Feminino 0,289 0,644 [0,286 ; 1,453]
Idade

< 50 anos (ref.) 0,609

250 anos 0,661 1,328 [0,374 ; 4,713]
Etnia (Brancos ref.)

N&o Brancos 0,176 0,567 [0,249 ; 1,289]
Etilismo

N&o (ref.) 0,987

Sim 0,757 1,556 [0,094 ; 25,664]
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5. DISCUSSAO

O tratamento da tuberculose consiste de isoniazida, rifampicina e
pirazinamida como os principais farmacos incluidos nos esquemas terapéuticos.
Esses farmacos apresentam um potencial hepatotoxico que pode ocasionar hepatite

induzida por medicamento (WHO, 2003).

Estudos de meta-andlise envolvendo o uso de diferentes regimes para o
tratamento da tuberculose em adultos mostraram uma incidéncia de toxicidade
hepatica de 2,6% com H, administrada concomitantemente com R, mas somente

1,1% com R e 1,6% com H em monoterapia, respectivamente (YEW, 2001).

Neste estudo, alteragdes dos valores médios dos parametros bioquimicos
ALT, AST, ALP, GGT e Bilirrubina direta apresentaram-se elevados
significativamente (p< 0,05) no 2° més de tratamento, quando comparado aos
valores médios do periodo pré-tratamento. Essas alteracdes variaram de 1 a 10

vezes o limite superior de referéncia.

A frequéncia dos relatos de reacdes adversas também foi maior no 2° més de
tratamento, tendo sido relatados por 63,8% dos pacientes. Desses casos, 51,2%
acometeram o sistema gastrointestinal provocando vomitos, gastrite e/ou azia.
Quando avaliamos o uso de medicagdo concomitante em conjunto ao tratamento
com antimicobacterianos, observamos que o risco de um individuo apresentar RAM
quando se faz uso de medicacdo concomitante é 5,6 vezes maior (OR: 5,6; 95%
Intervalo de Confianga: 2,98 — 10,45). A co-administragdo de medicamentos pode

resultar em alteracGes qualitativas e quantitativas no metabolismo dos farmacos e é
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muito dificil excluir a presenca deste co-fator ao se avaliar a hepatotoxicidade

induzida por farmacos (CHO et al., 2007)

A presenca de RAM foi relacionada com o aumento de todos os marcadores
bioquimicos (de les@o hepética e colestase) no 2° més de tratamento quando
comparados com os individuos sem RAM (p< 0,05). O uso das medicag¢fes para o
tratamento da tuberculose € relacionado com a susceptibilidade & hepatite induzida
por farmacos e consecutivamente elevacdo dos marcadores de dano hepatico que
sdo sugestivos de que a hepatite induzida por farmacos ocorre normalmente nas
primeiras semanas ou meses do esquema intensivo de tratamento para tuberculose

(YEW & LEUNG, 2006).

As alteragbes de marcadores de lesdo hepatocelular (ALT e AST) e colestase
(Bilirrubinas, ALP e GGT), na fase inicial do tratamento, confirmam os resultados de
outros estudos que descreveram a hepatite induzida por antimicobacterianos nas
primeiras semanas ou meses de tratamento (HUSSAIN et al., 2003; SEGADO et al.,
2005; ZHU et al., 2005; HUANG et al., 2007). Esses resultados foram diferentes dos
encontrados por HIGUCHI e colaboradores (2007), onde diferengas nos parametros

bioquimicos n&o foram observadas entre os grupos com e sem RAM.

Os dados obtidos mostram claramente a importancia do acompanhamento
clinico e laboratorial regular dos pacientes em tratamento para tuberculose para uma
correta adequagdo dos esquemas de tratamento de modo a preservar a fungéo
hepatica principalmente nos dois primeiros meses de tratamento (YEW & LEUNG,
2006). A conduta indicada varia de acordo com os sinais e sintomas apresentados

bem como com a severidade do quadro clinico, podendo levar a suspensao
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temporéria de uma ou mais medicacdes do esquema até resolugdo do quadro,

alteracdo de dose e substituicdo de algumas medicagdes ou do esquema completo.

A frequéncia de acetiladores lentos (39,4%) nesse estudo foi menor do que a
encontrada em estudos prévios, onde o perfil de acetilador lento é observado em
50,0% dos individuos caucasianos (AGUNDEZ et al., 1994) e de 49,0% na
populacéo brasileira (TEIXEIRA et al.,, 2007). A menor freqiiéncia de acetiladores
lentos pode estar associada com a baixa freqiéncia do SNP NAT2*6 (21,7%) e a
alta frequéncia do NAT2*4 (37,9%). A frequéncia do SNP NAT2*6 (30,0%) e do SNP
NAT2*4 (23,1%) reportada por TEIXEIRA e colaboradores (2007) foi
significativamente maior e menor respectivamente, do que a encontrada no nosso
estudo (p= 0,01 para o SNP NAT2*6 e p< 0,001 para o SNP NAT2*4). As
frequéncias dos outros alelos NAT2 que caracterizam o perfil de acetilador lento ndo

foram estatisticamente significantes.

Em um estudo recente na populagéo brasileira, POSSUELO e colaboradores
(2008) encontraram frequéncias ainda menores do perfil de lento acetiladores
(27,2%), atribuindo esse achado também a baixa frequéncia do SNP NAT2*6
(10,2%). Outros estudos realizados com populagdes da Argentina e Paraguai
identificaram uma frequiéncia ainda menor do SNP NAT2*6 de 9,0% (BAILLET et al.,
2007) e por outro lado, a frequiéncia observada em Europeus foi de 26,0%
(AGUNDEZ et al., 1994). Neste estudo, ndo observamos diferengas na distribuicdo
dos gendtipos NAT2 entre os individuos brancos e n&o-brancos (y2 = 5,551

p=0,062).

Neste estudo, os alelos NAT2*5, NAT2*6 e NAT2*7 que caracterizam o0s

gendtipos de acetiladores intermediarios e lentos foram relacionados com a
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presenca de RAM e com aumentos significativos nos valores séricos de ALT, AST,

ALP, GGT e bilirrubinas no segundo més de tratamento nos pacientes com RAM.

A presenca do alelo NAT2*5 em heterozigose conferiu 2 vezes mais risco e
quando em homozigose 5 vezes mais risco de manifestacdo de RAM. Esse
resultado confirma achados prévios de que a presenca de um perfil de acetilacdo
lenta de NAT2 confere maior probabilidade de desenvolver RAM (CHO et al., 2007).
Com relagdo ao risco de hepatotoxicidade, também foi observada relagdo positiva
com o genotipo de acetilador lento confirmando os achados de estudos prévios

(HIGUCHI et al., 2007; HUANG et al., 2002; HIRATSUKA et al., 2002).

A andlise dos haplétipos entre os polimorfismos NAT2*5*6 e NAT2*6*7
mostram que sdo mais freqientes no grupo com relato de reagbes adversas e
apresentam-se em desequilibrio de ligagdo. Entretanto, como existem poucos
gendtipos NAT2*5*6 e NAT2*6*7 no grupo de estudo, estudos adicionais séo

necessarios para confirmar esse resultado.

MITCHELL e colaboradores (1975) primeiramente especularam que o0s
acetiladores rapidos (NAT2*4/*4) eram os mais vulneraveis para desenvolver dano
hepatico, uma vez que os individuos portadores desse genoétipo podem produzir
hepatotoxinas mais rapido que os individuos classificados como acetiladores lentos.
Por outro lado, diversos autores (HIGUCHI et al., 2007; HUANG et al.,, 2007;
HIRATSUKA et al.,, 2002) mostraram o efeito protetor do alelo NAT2*4 logo a sua
auséncia esta associada ao maior risco de lesdo hepético, devido a uma diminuigédo
na velocidade de acetilacdo da isoniazida e seus metabdlitos pela enzima NAT2 e

consequlientemente a um acumulo de hidrazina, principal composto associado ao
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dano hepéatico (MORRONE et al., 1993; FIUZA DE MELO et al., 1996; CYNAMON et

al., 1994).

Uma série de outros estudos mostrou relacdo entre perfil de acetiladores
lentos e hepatotoxicidade induzida pelos farmacos antituberculose em populacées
asiaticas (HUANG et al., 2002; HIRATSUKA et al., 2002; SCHIMIZU et al., 2006) e
recentemente na populagéo brasileira (POSSUELO et al., 2008). Em contraste,
estudos realizados em caucasianos (VUILLEUMIER et al.,, 2006) n&o conseguiram
mostrar qualquer associacdo entre o0s gendtipos de acetilador lento e

hepatotoxicidade induzida pelos farmacos antituberculose (CHO et al., 2007).

Todos esses achados suportam a hipotese da importancia do perfil de
acetilacdo na patogénese da hepatotoxicidade induzida por farmacos

antituberculose (POSSUELO et al., 2008).

Para os polimorfismos do gene CYP2E1, observamos que o alelo mais
frequente foi o CYP2E1*1A (85,8%) e os menos frequentes foram CYP2E1*5B
(7,6%) e CYP2E1*1B (6,6%). As frequéncias dos alelos raros CYP2E1*1B e
CYP2E1*5 foram similares as encontradas em outros estudos na populagdo
brasileira (0,5% a 5,0%) (ROSSINI et al., 2002; ROSSINI et al., 2006, PINTO et al.,
2003) e observamos que os polimorfismos CYP2E1*B e CYP2E1*5B, estdo em

desequilibrio de ligagdo, concordando com ROSSINI e colaboradores (2006).

O alelo CYP2E1*1B é significativamente mais freqiente em brancos (7,0%)
do que quando comparado com ndo brancos (3,0%) e € mais frequente na
populacéo brasileira, quando comparado com outras populagbes principalmente

Europeu (3,0% - 4,0%) e Africano (0,3% - 1,0%) (ROSSINI et al., 2006, STEPHENS

et al.,, 1994; LIU et al., 2001). Neste estudo, ndo observamos diferencas na
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distribuicdo dos genoétipos CYP2EL1 entre os individuos brancos e néo-brancos

(x2 = 0,130; p= 0,719).

Um efeito bifasico na atividade da CYP2EL1 é exercido pela H, dependendo do
tempo de exposi¢cdo (ZAND et al., 1993). Durante a administragdo da H, a atividade
da CYP2E1 é inibida (DESTA et al, 2001). Entretanto, inducdo da atividade da

CYP2E1 ocorre ap0ds descontinuacdo da H (PARK et al., 1993; RYAN et al., 1985).

Individuos com o genoétipo CYP2E1*1A/*1A apresentam maior atividade
enzimatica, que os individuos portadores dos alelos CYP2E1*1B ou CYP2E1*5B e,
portanto podem gerar mais hepatotoxinas e aumentar o risco de hepatotoxicidade
(HUANG et al., 2007). Porém diferencas significativas na atividade da CYP2E1 em
pacientes com geno6tipo CYP2E1*1A/*1A ndo foram encontradas quando comparado

com os outros gen6tipos (CYP2E1*1A/*5 ou CYP2E1*5/*5) (HUANG et al., 2003).

De acordo com WONG e colaboradores (2000), o alelo CYP2E1*1B e
CYP2E1*5 estdo associados com um possivel efeito protetor na doenga hepética
alcodlica e a sua auséncia foi relacionada com a susceptibilidade de desenvolver
hepatotoxicidade induzida pela H (HUANG et al., 2003). Embora o papel dos
polimorfismos da CYP2E1 possa ser diferente na doenga hepatica alcodlica e na
hepatotoxicidade induzida pela H, esses achados reforgam a hipdtese e enfatizam o

papel da CYP2E1 na gera¢édo de compostos hepatotoxicos (MITCHELL et al., 1976).

Neste estudo, ndo encontramos associagdo entre o genétipo CYP2E1*1A/*1A
e a presenca de RAM ou hepatotoxicidade, entretanto os individuos com RAM e
portadores do gendtipo CYP2E1*1A/*1A apresentam alteragfes importantes no 2°
més de tratamento nos marcadores de lesdo hepatocelular (ALT e AST) e colestase

(bilirrubinas, ALP e GGT), sugerindo que a alelo CYP2E1*1A é principal fator de
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risco associado as alteracbes dos marcadores hepaticos. VUILLEUMIER e
colaboradores (2006) também n&o encontraram relacao significante entre o genétipo
de risco CYP2E1*1A/*1A e a hepatotoxicidade induzida por H em uma populagéo
heterogénea. Uma suposi¢éo levantada por esses autores foi o niumero limitado de
individuos estudados o que ocasionou a um erro de tipo Il e aos diferentes
tratamentos usados para o tratamento da tuberculose em individuos Asiéticos e
Europeus uma vez que a combinacdo de farmacos no tratamento da tuberculose
pode aumentar a incidéncia de hepatotoxicidade em até 35% (MANDELL, 1996;

WONG, 2000).

Estes resultados s&o sugestivos de que as variantes da regido promotora do
CYP2E1 néo tém um papel importante na susceptibilidade a leséo hepética induzida

por antimicobacterianos.

Embora as enzimas GST ocupem uma posi¢cado importante no processo de
detoxificagd@o bioldgico, duas das mais importantes isoenzimas, GSTM1 e a GSTT1
apresentam delecdo dos seus respectivos genes em uma grande parcela da
populacédo (BOLT et al., 2006). A delegdo desses genes séo toxicologicamente
importantes e a interacdo dos polimorfismos genéticos do GSTM1 e GSTT1 com as
hepatotoxicinas derivadas da metabolizagcédo da H devem ser avaliadas como um
risco potencial de desenvolver hepatotoxicidade induzida por farmacos

antituberculose (LEIRO et al., 2008).

As frequéncias dos alelos GSTM1*1 (26,8%) e GSTT1*1 (40,9%), neste
estudo foram similares as observadas em outro estudo da populagéo brasileira

(GSTM1*1: 22,7% e GSTT1*1: 42,1%) (ROSSINI et al., 2002). Nao observamos
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diferencas na distribuicdo dos gendtipos GSTM1 e GSTT1 entre os individuos

brancos e ndo-brancos (x2 = 0,804 p= 0,370).

Alguns estudos demonstraram diferencas étnicas nas frequéncias de
GSTM1*1, GSTT1*1 e dos gendtipos nulos (GSTM1*0 e GSTT1*0) (WORMHOUDT,
1999). Entretanto diferengas nas distribuicdes dos genoétipos GST ndo foram
encontradas na populacdo brasileira, provavelmente devido & grande variabilidade
étnica dessa populacdo (GATTAS et al., 2004; COLOMBO et al., 2004; ROSSINI et

al., 2002).

As variantes nulas dos genes GSTM1*1 e GSTT1*1 n&do foram relacionadas
com a manifestagdo de RAM ou presenca de hepatotoxicidade, no grupo de estudo.
Entretanto, os individuos com RAM e portadores de pelo menos um genétipo nulo
(GSTM1*0 e/ou GSTT1*0) apresentaram maiores niveis médios de GGT no 2° més

de tratamento.

Os genotipo GSTM1*1/GSTT1*1 foi associado a um aumento de 2 vezes nos
valores médios de ALT, AST e ALP, no 2° més de tratamento, quando comparado

com os gendtipos nulos em homozigose ou heterozigose.

Esses resultados indicam que a presenca do gendétipo GSTM1*1/GSTT1*1
esti associada a lesdo hepatocelular marcante e colestase, o que é contrario aos
achados do estudo de ROSSINI e colaboradores (2002). Esses autores relataram
que as variantes nulas estdo associadas com a dificuldade de detoxificar farmacos
pelas vias metabdlicas reguladas pelos genes GSTM1 e GSTT1 por perderem a
atividade da enzima, eliminam os compostos toxicos com menor eficiéncia e entdo
apresentam um grande risco de desenvolver hepatite induzida por farmaco (SIMON

et al., 2000; STRANGE et al., 2000).
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Por outro lado, FUKINO e colaboradores (2008) mostraram que as
concentragfes séricas de hidrazina foram menores nos individuos portadores do
gendtipo nulo GSTT1*0 quando comparadores com as concentracdes séricas dos
individuos portadores do genétipo GSTM1*1/GSTT1*1. Este achado suporta entdo
que a presenca do gendtipo nulo GSTT1*0 pode ter um papel protetor da fungdo

hepatica uma vez que as concentracdes de hidrazina sdo menores.
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6. CONCLUSOES

O tratamento da tuberculose foi associado com alta taxa de rea¢cfes adversas
e a alteracdes acentuadas nos marcadores de lesdo hepatica, confirmando a sua

alta hepatotoxicidade.

Os alelos NAT2*4 e NAT2*6 apresentaram maior e menor frequéncia,
respectivamente, quando comparados com outros estudos na populacdo brasileira.
Os alelos variantes CYP2E1 e GSTM1 e GSTT1 apresentaram frequiéncias similares

as de outros estudos de nossa populacéo.

O perfil de acetilador lento da NAT2 (alelos NAT2*5, NAT2*6 e NAT2*7) foi
associado com a manifestagéo de reacdes adversas e de hepatotoxicidade. O alelo

NAT2*5 foi o que mais contribuiu para o risco de RAM.

Os gendtipos funcionais GSTM1*1 e GSTT1*1 foram associados com

alteracdes acentuadas nos marcadores de lesdo hepatocelular e colestase.

Os polimorfismos da regido promotora do CYP2E1 n&o foram associados a
alteragcbes no perfil biogquimico de individuos com RAM e o alelo CYP2E1*1A néo foi

associado com risco de RAM ou hepatotoxicidade.
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SP) e do Departamento de Andlises Clinicas do Centro de Ciéncias da
Saude da Universidade Estadual de Maringad (UEM-PR).

Nesta pesquisa vamos avaliar as caracteristicas genéticas de um grupo de
pessoas com tuberculose e verificar se estdo relacionadas com os efeitos da
isoniazida. A isoniazida é usada para tratar pessoas com tuberculose. N6s vamos
pesquisar alteracdes genéticas (DNA) de enzimas (NAT2, CYP2E1l, GSTM1 e
GSTT1) que ajudam a eliminar a isoniazida do organismo. Também vamos
pesquisar substancias (biomarcadores) no sangue para entender como 0 organismo
dessas pessoas se defende da tuberculose, antes e durante o tratamento com
isoniazida. Vamos fazer varios exames de sangue para medir os efeitos da
isoniazida e verificar como seu organismo reage contra a tuberculose. Também
serdo feitos exames de escarro para verificar o tipo de bactéria que esta causando a
tuberculose. Esta pesquisa vai nos ajudar a conhecer porque algumas pessoas se
sentem mal com os remédios usados no tratamento da tuberculose e outras ndo
melhoram com o tratamento. Também vai ajudar a entender porque algumas
pessoas melhoram bem depressa enquanto outras demoram mais para se curar da
tuberculose.

2. Procedimentos que serdo utilizados e propésitos; incluindo a identificagdo dos
procedimentos que Sao experimentais:

Para vocé participar desta pesquisa precisarei do seu consentimento e de
amostras de sangue e de escarro. Precisarei também que vocé responda algumas
perguntas sobre outras doencas que vocé tem, como € sua alimentagcdo, que
remédios vocé toma e outras informagdes suas e de pessoas de sua familia.

Vocé terd que comparecer ao Servigo Médico onde est4 sendo atendido nove
vezes e tera que tomar os medicamentos para tratar a tuberculose durante seis
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meses. No primeiro dia, vocé vai comparecer ao servico médico em jejum e vao ser
coletadas amostras de escarro e de sangue (28 mL) para fazer os exames de
laboratério, os testes genéticos (DNA) e de biomarcadores. Logo apos, vocé vai
tomar um comprimido de isoniazida e depois de 1, 2, 3, 4 e 5 horas vao ser
coletadas amostras de sangue (2,5 mL/cada) para medir a atividade da enzima N-
acetiltransferase. Depois disso, seu médico vai receitar os remédios que vocé vai
tomar para o tratamento da tuberculose durante seis meses. Esses remédios seréo
fornecidos pelo Sistema Unico de Saude (SUS).

Para o tratamento da tuberculose vocé sera incluido ao acaso no grupo TB1
ou no grupo TB2. Os participantes do grupo TB1l vao tomar as doses de
medicamentos estabelecidas pelo Ministério da Saude do Brasil (isoniazida
10mg/kg/dia, rifampicina 10mg/kg/dia e pirazinamida 35mg/kg/dia, por 2 meses; e
isoniazida 10mg/kg/dia e rifampicina 10mg/kg/dia, por 4 meses). Os participantes do
grupo TB2 véo tomar doses diferentes e que sdo recomendadas pela Organizagéo
Mundial de Saude (isoniazida 5 mg/Kg/dia, rifampicina 5mg/kg/dia e pirazinamida
17,5mg/kg/dia, por 2 meses; e isoniazida de 5 mg/Kg/dia e rifampicina 5mg/kg/dia,
por 4 meses).

Vocé vai voltar ao servico médico 15 dias, 30 dias, 45 dias, 60 dias, 3 meses,
4 meses, 5 meses e 6 meses apos ter comecado o tratamento. Nessas consultas,
vocé sera atendido pelo seu médico e serdo colhidas amostras de escarro e de
sangue (23 mL) para os exames de laboratorio.

3. Desconfortos e riscos esperados:

O risco para a sua saude sera minimo por causa da coleta de sangue que
pode formar uma mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha. Tomando
os remédios para o tratamento da tuberculose, vocé podera sentir algum mal estar
como: nauseas, vomitos, dor de cabeca, dor nas juntas, ficar euférico, ficar ansioso,
ou nao conseguir dormir direito. Se vocé tiver algum desses efeitos, avise 0 seu
medico.

4. Beneficios que poderao ser obtidos:

Os resultados da pesquisa trardo beneficios para a comunidade,
esclarecendo porque algumas pessoas ndo melhoram da tuberculose ou desistem
do tratamento. Esses resultados sdo importantes para ajudar os médicos a tratar de
forma mais adequada os pacientes com tuberculose.

5. Custos:

Se vocé desejar participar desse estudo, vocé fara os exames de laboratério e
recebera os remédios para tratar da tuberculose sem qualquer custo.

6. Procedimentos alternativos que possam ser vantajosos para o individuo.

Até o momento, ndo tem outra maneira de realizar este tipo de pesquisa.
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IV — ESCLARECIMENTOS DADOS PELO PESQUISADOR SOBRE GARANTIAS
DO SUJEITO DA PESQUISA

1. Vocé ou seu responsavel legal tem o direito de fazer qualquer pergunta sobre sua
doenca, remédios, procedimentos, riscos e beneficios ou outro aspecto qualquer
com relag@o a pesquisa ou sobre seus direitos como paciente. Vocé e seu médico
terdo acesso aos detalhes da pesquisa e aos resultados dos exames de laboratério
que ficaréo disponiveis em seu prontuario. Caso seja de seu interesse, o0s resultados
dos testes genéticos (DNA) e de biomarcadores também ficardo disponiveis ao final
da pesquisa.

2. Sua participagdo nesta pesquisa é voluntaria e vocé pode desistir de participar
dela a qualguer momento sem penalidade ou perda dos beneficios a que vocé tem
direito e seu tratamento médico futuro ndo serd afetado. Caso vocé desista de
participar da pesquisa, podera retirar seus dados genéticos do banco de dados do
Laboratorio de Biologia Molecular Aplicada ao Diagnostico da FCF/USP onde serédo
guardados.

3. Os seus dados e os resultados obtidos durante a pesquisa serdo mantidos em
sigilo e somente serdo revelados com seu consentimento. Somente 0s
pesquisadores envolvidos na pesquisa terdo acesso 0s resultados dos seus testes
genéticos e de biomarcadores e ndo sera permitido o acesso a terceiros
(seguradoras, empregadores, supervisores hierarquicos etc.).

4. Esta pesquisa nao tem patrocinador, se vocé tiver alguma lesdo ou doenga
relacionada com o uso dos medicamentos durante a pesquisa, vocé serd atendido
no Servigco Médico onde est4 cadastrado.

5. O material genético obtido nesse estudo somente sera utilizado e armazenado
para as finalidades descritas acima e caso nova pesquisa seja feita com 0 mesmo
material, o protocolo da pesquisa deve ser submetido para aprovagéo do CEP da
instituicdo e da CONEP e vocé devera consentir de novo a utilizacdo do seu material
genético para um novo projeto. Todos o0s procedimentos relativos ao
armazenamento do material segue a Resolugdo CNS 347/2005.

V. PELO ACOMPANHAMENTO DA PESQUISA, PARA CONTATO EM CASO DE
INTERCORRENCIAS CLINICAS E REACOES ADVERSAS.

Caso vocé tenha alguma duvida em relagdo a pesquisa, pode entrar em
contato comigo (telefones: 11-3091-3660 e 11-3091-3634) ou com Francisco José
Forestiero (telefone: 11-3091-3660 e 11-8231-0018), no endereco: Av. Prof. Lineu
Prestes, 580 Bloco 17 superior, Cidade Universitaria, Butantd, Sdo Paulo, SP, de
segunda a sexta-feira das 8 as 17 horas. Se vocé estiver cadastrado no Instituto
Clemente Ferreira-SP, podera também entrar em contato com o Dr. Fernando Filza
de Melo do ou com a Dra. Céu Cordeiro Gongalves Moura (telefone: 11-3257-8096),
no endereco: Rua da Consolagéo, 717, Consolagéo, S&o Paulo, SP, de segunda a
sexta-feira das 8 as 17 horas. Se vocé estiver cadastrado no Departamento de
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Analises Clinicas da Universidade Estadual de Maringa, podera também entrar em
conato com a Profa. Dra. Rosilene Fressatti Cardoso (Disciplina de Bacteriologia) no
telefone 44-261-4797, enderegco: Avenida Colombo, 5790 Bloco J-90 sala 5,
Maringa, PR. Vocé também podera entrar em contato com o Comité de Etica em
Pesquisa da FCF/USP no telefone 11-3091-3677.

VI — OBSERVACOES COMPLEMENTARES:

VIl — CONSENTIMENTO POS-ESCLARECIDO

Declaro que, apés convenientemente esclarecido pelo pesquisador e ter entendido o
que me foi explicado, consinto em participar do presente Protocolo de Pesquisa e
concordo que o material obtido seja utilizado nos testes de laboratério e nos testes
genéticos (de DNA) e de biomarcadores descritos acima.

Séo Paulo, de de

Assinatura do sujeito de pesquisa Assinatura do pesquisador
ou responsavel legal (carimbo ou nome legivel)
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ANEXOS

ANEXO A

Informacdes para os Membros de Bancas Julgadoras
de Mestrado/Doutorado

1. O candidato fara uma apresentacéo oral do seu trabalho, com duracéo
maxima de trinta minutos.

2. Os membros da banca fardo a arguicdo oral. Cada examinador
dispora, no méaximo, de trinta minutos para arguir o candidato, exclusivamente sobre
o tema do trabalho apresentado, e o candidato dispord de trinta minutos para sua
resposta.

2.1 Com a devida anuéncia das partes (examinador e candidato), é
facultada a arguicao na forma de didlogo em até sessenta minutos por examinador.

3. A sessdo de defesa seré aberta ao publico.

4. Terminada a arguicdo por todos os membros da banca, a mesma se
reunird reservadamente e expressara na ata (relatério de defesa) a aprovacdo ou
reprovagao do candidato, baseando-se no trabalho escrito e na arguigéo.

4.1 Caso algum membro da banca reprove o candidato, a Comissao
Julgadora devera emitir um parecer a ser escrito em campo exclusivamente indicado
na ata.

4.2 Ser4 considerado aprovado o aluno que obtiver aprovagdo por
unanimidade ou pela maioria da banca.

5. Duvidas poderdo ser esclarecidas junto a Secretaria de Pos-
Graduacéo: pgfarma@usp.br, (11) 3091 3621.

Séo Paulo, 18 de marco de 2005.

Profa. Dra. Bernadette D. G. M. Franco
Presidente da CPG/FCF/USP
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ANEXO B

Curriculo Lattes

Curriculum Vitae

Dados Pessoais

Nome Francisco Jose Forestiero
Nome em citagdes bibliograficas FORESTIERO, F. J.
Sexo Masculino

Filiacdo Antonio Luigi Forestiero e Maria de Lourdes Forestiero
Nascimento 13/01/1980 — S&o Paulo/SP - Brasil

Carteira de Identidade 30742414-5 ssp - SP

CPF 294 904 148 59

Endereco residencial Rua Dom Matheus, 55 ap. 94A
Vila Monumento - Sdo Paulo
01548-030, SP - Brasil
Telefone: 11 8231 0018

Endereco profissional Universidade de S&o Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Av. Prof. Lineu Prestes, 580 Bloco 17, Laboratério de Biologia Molecular
Aplicada ao Diagnéstico
Butanta - Sao Paulo
05508-900, SP - Brasil
Telefone: 11 30913660
URL da home page: www.fcf.usp.br

Endereco eletrénico e-mail para contato : forestiero@usp.br

Formacao Académica/Titulagéo

2004 Doutorado em Farmacia (Andlises Clinicas).
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
Titulo: Variantes genéticas da N-acetiltransferase 2, CYP2El e Glutationa S-
transferase: relacdo com a seguranca terapéutica em pacientes com tuberculose

Orientador: Prof. Assoc. Rosario D. C. Hirata

1999 - 2003 Graduacao em Farmacia-Bioquimica.
Universidade de Sao Paulo, USP, Sao Paulo, Brasil
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Atuacgéo profissional

1. Quintiles Brasil Ltda.

Vinculo institucional

2007 - Atual Vinculo: Funcionaria , Enquadramento funcional: Coordenador de
Pesquisa Clinica , Carga horaria: 40, Regime: Integral

Outras informagdes:
Coordenador de Estudos Clinicos na América Latina

2004 - 2007 Vinculo: Funcionéaria , Enquadramento funcional: Monitora de Pesquisa
Clinica , Carga horaria: 40, Regime: Integral

Outras informagdes:
Monitor de Estudos Clinicos Fases Il e Ill, Internacionais e Multicéntricos

2. Universidade de Sao Paulo - USP
Vinculo institucional

2004 - Atual Vinculo: P6s Graduagdo , Enquadramento funcional: Doutorado,
Regime: Parcial

Outras informagdes:

Desenvolvimento do projeto de doutorado “Variantes genéticas da N-acetiltransferase 2,
CYP2EL1 e Glutationa S- transferase: relagdo com a seguranga terapéutica em pacientes
com tuberculose”

2001 - 2002 Vinculo: Aluno de graduacdo , Enquadramento funcional: Iniciacdo
Cientifica , Carga horaria: 30, Regime: Parcial
Outras informagdes:
Desenvolvimento do projeto “ Estudo do polimorfismo genético da apolipoproteina Al em
individuos com hipercolesterolemia”

Desenvolvimento do projeto “ Andlise de Mutagdes em genes relacionados com resisténcia
a isonizaida em cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas em SP — Brasil”

Atividades

07/2004 - Atual  Projetos de pesquisa, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas

2/2001 - 9/2002  Projetos de pesquisa, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas

Estagios , Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de Analises
Clinicas e Toxicolégicas. Iniciagéo Cientifica: Biologia Molecular.

6/2001 - 6/2002

Analise de Mutacdes em genes relacionados com resisténcia a isonizaida em
cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas em SP - Brasil

Estudo do polimorfismo genético da apolipoproteina Al em individuos com
hipercolesterolemia
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03/2001 - 11/2001 Conselhos, Comissfes e Consultoria, Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas

02/2001 - 09/2002 Estagio, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicologicas

9/2001 - 10/2001 Extensao universitaria , Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Departamento de Analises Clinicas e Toxicolégicas.
Atividade de extensao realizada
Campanhas de Diabetes e Colesterol.

Projetos

2004 - Atual Variantes genéticas da N-acetiltransferase 2, CYP2E1l e Glutationa S-
transferase: relacdo com a seguranca terapéutica em pacientes com
tuberculose”

Diferencas no perfil de metabolizagao de drogas, como a isoniazida, tém sido observadas em
portadores de variantes da enzima N-acetiltransferase 2 (NAT2), CYP2EL e Glutationa S- transferase.
Com a finalidade de avaliar a relacdo entre variantes do gene NAT2, CYP2E1l e Glutationa S-
transferase e o perfil de seguranca terapéutica a isoniazida, serdo estudados pacientes com tuberculose
tratados com o esquema terapéutico | (Ministério da Saude). A seguranca terapéutica serd avaliada
durante o tratamento. As variantes genéticas da NAT2, CYP2E1l e Glutationa S- transferase serdo
analisadas por PCR-RFLP, PCR multiplex e seqiienciamento de DNA. Também serdo avaliados os
efeitos adversos provocados pela terapia. Os resultados deste estudo contribuirdo para o conhecimento
do perfil de acetiladores da isoniazida na nossa populacdo permitindo a adequacgdo da terapia com
isoniazida e a reducéo da incidéncia de efeitos adversos.

Situacdo: Em Andamento Natureza: Pesquisa
Integrantes: Francisco Jose Forestiero (Responsavel); Rosilene F. Cardoso; Rosario D. C. Hirata; Mario
H. Hirata; Fernando Fiuza de Melo

Financiador(es): FAPESP

2001 - 2002 Anélise de Mutacdes em genes relacionados com resisténcia a isonizaida em
cepas de Mycobacterium tuberculosis isoladas em SP — Brasil

A tuberculose é considerada uma das doencas infecciosas com maior indice de mortalidade no
mundo. Nas Ultimas duas décadas houve um aumento significativo de casos da doenca com a
agravante da presenca de cepas resistentes aos farmacos convencionalmente usados para o
tratamento. Este fato tem levado muitos pesquisadores a estudar os mecanismos envolvidos no
processo de resisténcia do Mycobacterium tuberculosis. Com o advento de técnicas em biologia
molecular, estudos tém sido realizados no sentido de descrever mutagdes génicas que podem estar
associadas com o desenvolvimento de resisténcia em M. tuberculosis. No caso do farmaco isoniazida
(H), estdo descritas na literatura algumas mutacdes nos genes katG, kasA, locus inhA, e regido
intergénica oxyR-ahpC de M. tuberculosis associadas com resisténcia. Com base nessas informacgées,
o presente trabalho pretende analisar a presenca e a frequiéncia de mutacdes especificas nesses genes
e correlaciona-las com a concentragdo inibitéria minima (MIC) para H. Este estudo ira contribuir para o
conhecimento das principais mutacfes associadas com resisténcia a H em M. tuberculosis isoladas em
nossa regido. O mesmo fornecera subsidios importantes para futuros testes diagnosticos e de deteccéo
de resisténcia em M. tuberculosis.

Situacgdo: Concluido Natureza: Pesquisa
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Integrantes: Leticia Cecon (Responsavel); Francisco Jose Forestiero; Rosario D. C. Hirata; Mario H.
Hirata

2001 - 2002 Estudo do polimorfismo genético da apolipoproteina Al em individuos com
hipercolesterolemia”

A hipercolesterolemia € um distarbio do metabolismo das lipoproteinas plasmaticas que pode
resultar em aumento da concentracdo do colesterol total, do colesterol da lipoproteina de baixa
densidade (LDL-C) e reducdo do colesterol da lipoproteina de alta densidade (HDL-C). A
hipercolesterolemia € um dos principais fatores de risco da aterosclerose e das doencas
cardiovasculares, que se constituem a principal causa de morte em muitos paises. As mutacdes e
polimorfismos de genes que codificam proteinas envolvidas no metabolismo de lipoproteinas tém sido
indicados como fatores importantes na predisposicdo as doencas cardiovasculares. As alteracdes
genéticas da apolipoproteina Al (apo Al), principal apolipoproteina das HDL, tém sido associadas com
variacdes na concentracdo plasmatica de apo Al e HDL, e com a doenca arterial coronariana. O objetivo
deste trabalho é estudar a freqiiéncia relativa dos alelos dos polimorfismos da regido promotora do gene
da apo Al, assim como a sua associagdo com os valores séricos do colesterol total e suas fragdes.

Areas de atuacgéo

1. Biologia Molecular

2. Microbiologia Aplicada

3 Farméacia

Idiomas

Inglés Compreende Bem , Fala Bem, Escreve Bem, Lé Bem

Espanhol Compreende Bem , Fala Razoavelmente, Escreve Razoavelmente, Lé Bem

Producdoem C, T& A

Producdo bibliografica
Artigos completos publicados em periédicos

1. SIMONE C. SORKIN, FRANCISCO J. FORESTIERO, MARIO H. HIRATA, ELIZABETH C. R.
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Revista Brasileira de Ciéncias Farmacéuticas. , 2001. v.37. p.5

Eventos
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(Congresso)
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