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RESUMO

A tuberculose persiste como um grave problema de saude publica em todo o0 mundo.
A hepatotoxicidade induzida por medicacbes antituberculosas provoca um grande
namero de hospitalizagdes, podendo ser fatal se o tratamento ndo for interrompido.
Os mecanismos da hepatite induzida pelas medicacdes antituberculosas ainda néo
foram esclarecidos e estudos sugerem que mecanismos imunologicos estédo
envolvidos na sua patogénese. A citocina TNF-a € um dos principais mediadores
inflamatoérios do sistema imunolégico e variagbes em seus niveis parecem estar
relacionadas a patogénese da hepatite induzida por farmacos. Diferencas
observadas nos niveis dessa citocina podem estar relacionadas com polimorfismos
no gene TNF. O conhecimento de polimorfismos no gene TNF envolvidos no
desenvolvimento de hepatotoxicidade por medicages antituberculosas permitira a
utilizacdo desses marcadores moleculares para melhorar 0 manejo terapéutico
nesses pacientes. O presente estudo investigou a influéncia dos polimorfismos -
308C>T (rs1800629), -1031C>T (rs1799964), -238A>G (rs361525) e -857C>T
(rs1799724) do TNF no desenvolvimento da hepatotoxicidade. Foram incluidos no
estudo 68 pacientes com tuberculose que apresentaram hepatotoxicidade ao
esquema béasico composto de rifampicina, isoniazida, pirazinamida e etambutol
(2RHZE/4RH) e 191 pacientes sem efeitos adversos a terapia. Os pacientes
assinaram um termo de consentimento livre e esclarecido, e forneceram dados
clinicos e epidemiolégicos e amostras de sangue para perfil genético. Os
polimorfismos foram determinados por PCR em tempo real com sondas TagMan.
Comparando a frequéncia dos genotipos entre 0s casos e controles, identificou-se
uma diferenca significativa na distribuicdo dos genétipos do SNP -1031C>T (p =
0,003). A frequéncia dos homozigotos -1031CC foi maior no grupo caso (8,8%) do
gue no grupo controle (1,6%). Os pacientes homozigotos -1031CC apresentaram um
risco aumentado para o desenvolvimento de hepatotoxicidade quando comparados
ao homozigotos -1031TT ou aos portadores do alelo T (OR = 8,632, p = 0,014 e OR
= 11,355, p = 0,004). Concluimos que o SNP -1031C>T do gene TNF foi
significativamente associado com a susceptibilidade a hepatite induzida por

medicac¢bes antituberculosas na populagao do norte do Brasil.



Palavras-chave: Tuberculose, Hepatotoxicidade, Mecanismos imunolégicos, Citocina
TNF-a, Gene TNF, SNP -1031.



ABSTRACT

Tuberculosis still remains a serious public health problem worldwide. The
hepatotoxicity induced by anti-tuberculosis drugs causes a large number of
hospitalizations and may be fatal if treatment is not interrupted. The hepatitis induced
by anti-tuberculosis drugs are not yet fully understood and clinical studies suggests
that immunological mechanisms are involved in its pathogenesis. The cytokine TNF-
a is a major mediator of inflammatory and immune changes in the levels of this
cytokine may be related to pathogenesis of drug-induced hepatitis. These changes
observed may be related to polymorphisms in the TNF gene. The knowledge of
which polymorphisms in the TNF gene are involved in the risk of developing
hepatotoxicity anti-tuberculosis drugs will permit the use of these molecular markers
to improve the therapeutic management of these patients. This study investigated the
influence of polymorphisms -308C>T (rs1800629), -1031C>T (rs1799964), -238A>G
(rs361525) and -857C>T (rs1799724) in the TNF gene with drug-induced
hepatotoxicity. The study included 68 patients with tuberculosis who had
hepatotoxicity of the basic regimen consisting of rifampicin, isoniazid, pyrazinamide
and ethambutol (2RHZE/4R) and 191 patients without adverse therapy effects. The
polymorphisms were determined by real-time PCR with TagMan probes. Comparing
the frequency of genotypes between cases and controls, a significant difference in
the distribution of genotypes of the SNP -1031C>T was identified (p = 0.003). The
frequency of homozygous -1031CC was higher in the case group (8.8%) than in the
control group (1.6%). The -1031CC homozygous patients had an increased risk for
the development of hepatotoxicity when compared to homozygous -1031TT or the T
allele carriers (OR = 8.632, p = 0.014, OR = 11.355, p = 0.004). We concluded that -
1031C>T SNP was significantly associated with susceptibility to induced hepatitis
anti-tuberculosis drugs in the north population of Brazil.

Keywords: Tuberculosis, Liver toxicity, Immunological mechanisms, TNF- a cytokine,
TNF gene, SNP -1031
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1 INTRODUCAO
1.1 TUBERCULOSE

A tuberculose ainda hoje persiste como um grave problema de salde publica
em todo o mundo e vem impondo grandes desafios de controle apesar de ter
tratamento disponivel e eficaz (CAl et al., 2012).

Essa enfermidade aflige a humanidade ha milhares de anos tendo seus
achados na coluna de esqueletos do periodo neolitico (7000-3000 a.C) e em
mumias do Egito (SIQUEIRA, 2012).

Essa patologia atingiu proporgdes epidémicas na Europa e América do Norte
durante os séculos XVIII e XIX (DANIEL, 2006). No Continente Americano foram os
navegantes espanhois e portugueses no seéculo XV, ingleses, franceses e
holandeses nos séculos XVI e XVII que introduziram e expandiram a doenca (MELO
et al., 2009). Acredita-se que o bacilo da tuberculose tenha chegado ao Brasil trazido
por colonizadores e jesuitas no periodo logo apdés o descobrimento (SANT ANNA,
1985).

A tuberculose é causada por uma micobactéria (Mycobacterium tuberculosis)
gue é transmitida por via aérea, através da tosse, espirro ou fala (ROSEMBERG et
al., 2008). Um paciente com tuberculose pulmonar e baciloscopia do escarro positiva
se nao tratado em um ano, pode infectar de 10 a 15 pessoas (SILVA, 2012). Estima-
se que um terco da populacdo mundial esteja infectada com o bacilo da tuberculose
(PILLER, 2012).

O sistema respiratério € a porta de entrada para o bacilo, causando um foco
de infeccdo no local onde se deposita ap0s ser inalado. Se a infeccdo nédo for
contida no sitio inicial de infecdo, a disseminacdo do bacilo ocorre através da via
hematogénica, provavelmente dentro dos macrofagos, atingindo a pleura e
diferentes érgaos. Alcanca os linfonodos hilares por via linfatica, podendo ocasionar
uma segunda disseminacdo sistémica, através do ducto toracico e da veia cava
superior, com o desenvolvimento de focos nos pulmdes. Focos extrapulmonares
também podem ser produzidos por disseminagdo hematogénica e linfatica (MELO et
al.; 2009).
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Acredita-se que a aplicacdo da vacina Bacille Calmette-Guérin (BCG) tenha
essencial importancia, evitando a disseminacdo e a ocorréncia de formas
extrapulmonares da tuberculose (PALOMINO et al.; 2007).

Em pacientes com deficiéncia no sistema imunoldgico, a infeccéo inicial ou
primo-infeccdo pode evoluir para doenga, sendo chamada de tuberculose priméria e
ocorre com mais frequéncia em criancas. Em imunodeprimidos graves, pode evoluir
como formas disseminadas, grave e fatal. A doenca pos primaria pode ocorrer em
qualquer fase da vida, e resulta da reativacao de foco antigo (reinfeccdo enddgena)
ou de contdgio recente com paciente em tratamento para tuberculose (reinfeccédo
exodgena), sendo chamada de tuberculose de reinfeccdo ou do adulto
(ROSEMBERG et al., 2008).

Nas primeiras décadas do século XX, a mortalidade de pacientes com
tuberculose era muito elevada em todo o mundo. Com o advento do tratamento
farmacologico, foi possivel reduzir consideravelmente a mortalidade por essa
patologia (DAVIES e NUERMBERGER, 2008; WIRTH et al., 2008).

Até a década de 80, tinha-se a expectativa da eliminacdo dessa doenca, ja
considerada sob controle relativo nos paises desenvolvidos. A partir de 1981, com o
surgimento e a disseminacdo da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS)
houve uma mudanca no perfil epidemiolégico dessa doenca, resultando no aumento
da morbidade e mortalidade em todo o mundo. O crescimento mundial da sua
incidéncia levou a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) em 1993, a declarar a
tuberculose como emergéncia sanitaria mundial, alertando para a necessidade de
maiores esfor¢cos no seu combate (MS, 2011).

Nos paises em desenvolvimento, determinantes sociais urbanos, como
pobreza, baixa escolaridade, condicbes precarias de moradia, marginalizacdo de
individuos e dificil acesso aos servicos de saude, tornam as pessoas vulneraveis ao
Mycobacterium tuberculosis, onde ele circula, contribuindo para perpetuar a doenca
(PILLER, 2012).

1.1.1 Epidemiologia
A OMS estimou que em 2013, ocorreram nove milh6es de casos novos de

tuberculose, o equivalente a 126 por 100.000 habitantes, com 1,5 milhdo de Obitos
pela doenca (WHO, 2014).
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Segundo a OMS, 22 paises concentram cerca de 80% dos casos dessa
doenca. O Brasil faz parte desse grupo, ocupando a 162 posicdo em numero
absoluto de casos (WHO, 2014).

Os paises que destacam-se como tendo os piores indicadores
epidemiologicos da tuberculose sé@o a india, China, Nigéria, Paquistdo, Indonésia e
Africa do Sul (WHO, 2014). Esses indicadores incluem: o nimero total de casos, a
taxa de incidéncia (por 100.000 individuos da populacéo), o numero de individuos
afetados por todas as formas de tuberculose, a taxa de prevaléncia (por 100.000
habitantes) e a mortalidade.

A figura 1 mostra que a incidéncia da tuberculose, no ano de 2013, variou
amplamente entre os paises. A maioria do nimero de casos ocorreu na Asia (56%)
e na regido Africana (29%), uma pequena proporcdo ocorreu no Mediterraneo
Oriental (8%), na regido Européia (4%) e na regido das Américas (3%) (WHO, 2014).

No Brasil, em 2014, foram diagnosticados 67.966 casos novos de
tuberculose, o que equivale ao coeficiente de incidéncia (Cl) de 33,5/100.000
habitantes (MS, 2015). A tabela 1 apresenta os dados numéricos dos coeficientes de
incidéncia, mortalidade de tuberculose e coinfec¢cdo por HIV no Brasil, no ano de
2014 (MS, 2015).

o
Estimated new TB
o cases (all forms) per Q"
100 000 population
per year

, [ o099
[ 10-19
[ 20-29
[ s0-124
125-299 }
300-499
- =500
: No data
Not applicable

Figura 1 — Taxas de incidéncia mundial da tuberculose em 2013, Fonte: Global tuberculosis control,
report 2014 — WHO.
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Tabela 1 — Coeficientes de incidéncia, mortalidade de tuberculose e coinfeccédo por
HIV no Brasil em 2014, por regides (Modificado de MS, 2015).

Regides Coefieiente de. | Coeflaiente de | Coinfecgao TB-HIV (%)
Norte 44,4 2,7 10,8
Nordeste 31,6 2,7 8,5
Centro-Oeste 214 1,4 8,3
Sudeste 36,2 2,4 9,4
Sul 29,6 1,4 18,2

Coeficientes por 100 mil habitantes;
!ncidéncia representa o nimero de casos novos determinados em um periodo;
Dados referentes ao ano de 2013.

1.1.2 Formas Clinicas

A tuberculose pode se desenvolver de forma pulmonar (primaria, poés-
primaria, ou miliar) ou extra pulmonar (MELO et al., 2009).

A tuberculose pulmonar priméaria ocorre de forma insidiosa, sendo mais
comum em criancas. As criancas se apresentam irritadicas, com febre baixa,
sudorese noturna, inapeténcia, entretanto, o exame fisico é geralmente inexpressivo
(MELO et al., 2009).

A tuberculose pulmonar pos-priméria (secundaria) € mais comum em adultos,
gue na maioria das vezes apresentam tosse persistente, produtiva ou néo, e
eventualmente com escarros hemoptoicos, febre vespertina, sudorese noturna e
emagrecimento (BETHLEM, 2012).

A tuberculose miliar € uma denominacao vinculada ao aspecto radioldgico
pulmonar, sendo uma forma grave da doenca ocorrendo em 1% dos casos em
pacientes HIV soronegativos e em até 10% dos casos em pacientes HIV
soropositivos em fase avancada de imunossupressdo. Clinicamente se observa
febre, astenia e emagrecimento que em associacdo com tosse ocorrem em 80% dos
casos. Outras alteracfes clinicas que podem ser encontradas sdo hepatomegalia,
alteracbes do sistema nervoso central e alteragBes cutaneas do tipo eritemato-
maculo-papulo-vesiculosas (SIQUEIRA, 2012).

As apresentagbes extrapulmonares da tuberculose tém seus sinais e
sintomas dependentes dos 6rgdos e/ou sistemas acometidos. Sua ocorréncia

aumenta entre pacientes com AIDS, especialmente entre aqueles com
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Imunossupressao grave. As formas mais frequentes de tuberculose extrapulmonar

sdo: pleural, ganglionar, meningea e osteoarticular (BETHLEM, 2012).

1.1.3 Diagnéstico

Diferentes métodos diagndsticos da tuberculose sao utilizados atualmente
sendo os bacteriologicos e o teste rapido molecular para tuberculose (TRM - TB) os
principais (MS, 2015).

O diagndstico bacterioldgico pode ser realizado pela baciloscopia direta e
cultura para micobactéria. A baciloscopia ou exame microscopico é a pesquisa do
bacilo em um esfregaco de amostra clinica, preparado e corado com metodologia
padronizada. O método de coloracdo de Ziehl Neelsen baseia-se na propriedade de
alcool-acido resisténcia (coloracdo de acidos micdlicos presentes na membrana da
bactéria por fucsina) e sua utilizacdo é recomendada pelo Ministério da Saude (MS)
para todos os laboratorios que realizam o diagnéstico da tuberculose pulmonar e
outras micobactérias, uma vez que possibilita a identificacdo do bacilo e utiliza o
microscépio 6tico comum, para leitura do esfregaco (MS, 2008). Apesar dos avangos
tecnologicos na micobacteriologia, a baciloscopia, corada pelo método de Ziehl
Neelsen e seguindo técnica padronizada de observacao ao microscopio de campo
claro, mesmo sendo um método de simples execucdo, continua sendo
particularmente importante no combate da tuberculose por ser de baixo custo e por
detectar casos baciliferos, ou seja, casos infecciosos de tuberculose pulmonar,
responsaveis pela cadeia de transmissao (MS, 2008).

A cultura é um exame de elevada especificidade e sensibilidade no
diagnéstico da tuberculose, sendo realizada pelos meios de cultura sélido a base de
ovo, como o Lowestein-Jensen e Ogawa-Kudoh, nos quais o tempo de deteccéo do
crescimento bacteriano varia de 14 a 30 dias, podendo se estender por até oito
semanas (MS, 2011). A cultura permite a identificacdo da espécie da micobactéria
isolada e a realizacdo do teste de sensibilidade as medicacdes antituberculosas.
Quando realizada no escarro, pode aumentar em até 30% o diagnostico
bacteriologico da doenca nos pacientes com baciloscopia negativa, entretanto, o
tempo para o resultado é uma importante limitacdo na sua realizacdo (MS,2008).

O TRM-TB utiliza técnicas de biologia molecular para identificar o DNA do

Mycobacterium tuberculosis. A sensibilidade do TRM-TB € de cerca de 90%
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(enquanto a da baciloscopia é de 65%), a especificidade é de 99% e o resultado é
liberado em duas horas favorecendo o inicio oportuno do tratamento convencional.
Além disso, o TRM-TB também detecta a resisténcia a rifampicina, um dos principais
farmacos usados no tratamento da tuberculose, o que possibilita identificar os casos
de resisténcia as medica¢bes, diminuindo o tempo necessario para o inicio do
tratamento com os farmacos de segunda linha (MS, 2015).

As alteracdes encontradas no RX de Torax podem sugerir a presenca da
doenca em atividade e permitem uma estimativa da sua extensao, porém nao sao
patognomoénicas de tuberculose, pois outras doencas podem apresentar imagens
semelhantes (MELLO, 2012). Da mesma forma, a Tomografia Computadorizada de
Alta Resolucdo (TCAR) do térax pode ser indicada para a investigacéo de pacientes
sintomaticos respiratérios com resultados negativos na baciloscopia do escarro. As
principais alteracbes sdo a presenca de nddulos no espaco aéreo ou nodulos
acinares, associados a ramificacdes lineares, configurando o padrdo de arvore em
brotamento (MELLO, 2012).

Outro teste utilizado é a prova tuberculinica que consiste na inoculagéo
intradérmica de um derivado proteico do M. tuberculosis para medir a resposta
imunoldgica celular a estes antigenos. E utilizada em adultos para o diagndstico de
infeccdo latente da tuberculose (ILTB), sendo que em criancas também é muito
importante como método coadjuvante para o diagndstico da tuberculose doenca.
Outros métodos sdo usados para diagnostico da tuberculose como escarro induzido,

broncoscopia, métodos anatomopatolégicos e testes soroldgicos (MS, 2011).

1.1.4 Tratamento

No final da década de 40, segundo publicacdo do Conselho Médico Britanico,
o tratamento farmacoldgico da tuberculose foi iniciado com a utilizacdo da
estreptomicina (S) em monoterapia. O rapido desenvolvimento de resisténcia a
estreptomicina levou a utilizagdo de novos farmacos como &cido para-
aminossalicilico (PAS), isoniazida (H), pirazinamida (Z), tiossemicarbazona,
cicloserina, canamicina, etionamida (Et), etambutol (E) e capreomicina. Nos anos 50,
surgiu o primeiro regime combinado de medicagcbes composto por estreptomicina,
acido para-aminossalicilico e isoniazida (SPASH) administrados por 24 meses

(DALCOMO, 2012).
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A busca de regimes terapéuticos mais eficazes, mais curtos e toleraveis, na
década de 60, permitiu que o &cido para-aminossalicilico fosse gradualmente
substituido pelo etambutol, e o regime triplice (SHE) foi encurtado para um periodo
de 12 meses. A introducdo da Rifampicina (R) na terapia em 1971, possibilitou a
reducdo do tempo do tratamento para seis meses, devido sua acao bactericida tanto
na fase inicial de dois meses (fase rapida), como na fase de manutencao (quatro
meses seguintes) (DALCOMO, 2012).

No Brasil, em 1979, o sistema terapéutico para tuberculose recomendado
pelo Programa Nacional de Controle da Tuberculose (PNCT) assim se comp0@s:
Esquema | para pacientes virgens de tratamento, constituido de RHZ nos dois
primeiros meses e RH nos quatro meses seguintes (2RHZ/4RH); Esquema |
Reforcado (2RHZE/4RH) para pacientes ap0s cura ou abandono; Esquema I
(2RHZ/7RH) para meningoencefalite; Esquema 1l (3SEEtZ/9EEt) para faléncia dos
esquemas anteriores; e Esquemas para casos de multiresisténcia (DALCOMO,
2012).

Em 2009, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose, juntamente com
seu Comité Técnico Assessor, reviu o sistema de tratamento, realizando alteracdes
como a introdugdo do quarto farmaco, o etambutol, no inicio do tratamento, e a
utilizacdo de comprimidos com doses fixas combinadas (RHZE), para a fase de
tratamento intensivo e RH para a fase de manutencdo (MS, 2011).

O Esquema Basico (EB) atualmente indicado para todas as formas de
tuberculose pulmonar e extra-pulmonar, exceto a meningoencefalica, bem como
para todos os casos de recidiva e retorno apds abandono, tem como apresentacao
farmacolégica, comprimido nas seguintes dosagens: R 150 mg, H 75 mg, Z 400 mg
e E 275 mg (MS, 2011).

1.1.4.1 Efeitos adversos aos farmacos antituberculose

A OMS define reagéo adversa a medicamentos (RAMs) como “resposta a um
medicamento que € nociva, nao intencional e que ocorre em doses normalmente
usadas na medicina para profilaxia, diagnostico, terapéutica ou para modificacao de
funcao fisiologica” (RISSATO et al., 2008).

As RAMs antituberculose podem ser divididas em reacdes adversas menores

e maiores. As reacOes adversas mais frequentes ao esquema I, utilizado por muitos
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anos no Brasil, sdo: mudanca da coloragcdo da urina (ocorre universalmente),
intolerancia géstrica (40%), alteracbes cutaneas (20%) e dor articular (4%). Com
essas reacoes adversas ndo € necessaria a suspensao do medicamento, sendo a
conduta preconizada em tais situacdes, a orientacdo do paciente, a reformulacdo do
horario da administracdo da medicacéo e prescricdo de sintomaticos (MS, 2011).

As reacoes adversas maiores normalmente causam suspensao do tratamento
e determinam alteracdo definitiva no esquema terapéutico em 3 a 8% dos casos
(MS, 2011).

A terapia antituberculosa com rifampicina, isoniazida e pirazinamida é efetiva,
mas essas trés medicac¢des podem induzir hepatotoxicidade (SHARMA et al., 2002).
A hepatotoxicidade induzida por medicacdes antituberculosas é um quadro grave,
gue provoca hospitalizacdes e pode ser fatal se o tratamento nédo for interrompido
(CAl et al., 2012).

O diagnostico do dano hepatico causado por farmacos é baseado em
evidéncias clinicas e laboratoriais. Clinicamente o paciente cursa com dor
abdominal, nauseas, vomitos e ictericia (MS, 2011).

Diversos critérios laboratoriais para definir hepatotoxicidade induzida por
farmacos estdo descritos na literatura. A British Thoracic Society sugere que quando
houver um aumento de Alanina aminotransferase (ALT), acima de duas vezes 0s
valores de referéncia, a medicacdo devera ser retirada e reintroduzida quando os
parametros voltarem ao normal. A American Thoracic Society orienta a suspensao
da medicacdo quando os niveis de transaminases atingirem niveis iguais ou
superiores a trés vezes o limite superior de referéncia para pacientes com sintomas
sugestivos de hepatotoxicidade como ictericia, anorexia, nauseas, vomitos ou dor
abdominal (POSSUELO, 2008).

No Manual de Recomendacbes para o controle da tuberculose no Brasil,
existe a indicagdo que o tratamento deve ser interrompido quando os valores das
enzimas atingirem trés vezes o valor normal, com inicio de sintomas, ou logo que a
ictericia se manifeste. Apdés a melhora dos sintomas e redugdo dos valores das
enzimas hepaticas, as medicagbes devem ser introduzidas isoladamente com a
avaliagdo da fungao hepética, considerando a continuidade do esquema béasico ou
esquema alternativo para hepatotoxicidade conforme cada caso (MS, 2011).

Diferentes estudos demonstram a hepatotoxicidade induzida pelas

medicacbes antituberculosas (Tabela 2). A identificacdo de pacientes em risco
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aumentado de desenvolver hepatotoxicidade possui grande importancia uma vez
gue essa reacdo adversa causa significativa morbidade e mortalidade (SHARMA et
al, 2002).

Tabela 2 Estudos de farmacogenética avaliando a hepatotoxicidade em diferentes
populacdes

Pais Numero de Esquema Incidéncia de Critério de Referéncia

pacientes Terapéutico hepatotoxicidade hepatotoxicidade

China 318 RHZE 15,4% ALT>2X ULN HUANG et al,;
2003
Espanha 471 RHZ 11,9% AST/ALT> 3X FERNANDEZ-
ULN VILLAR et al.;
2004
Coréia 132 RHZE 13,6% ALT> 2X USN CHO et al, 2007
Tanzénia 112 RHZE 0,9% ALT> 3X ULN + TOSTMANN et
sintomas al.; 2010
Brasil 270 RHZ 6,7% ALT> 3X ULN SANTOS et al,
2013
Brasil 220 RHZ 14,1% ALT> 3X ULN FERNANDES et
al.; 2014

RHZE: Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida, Etambutol; RHZ: Rifampicina, Isoniazida, Pirazinamida.

1.2 MECANISMOS IMUNOLOGICOS NA HEPATITE MEDICAMENTOSA

Dois mecanismos tém sido propostos no desencadeamento da hepatite
medicamentosa. O primeiro envolve a hepatotoxicidade intrinseca de determinada
medicacdo ou mais frequentemente como resultado dos efeitos toxicos de
metabdlitos da mesma no figado. O segundo mecanismo inclui fatores néo
relacionados ao metabolismo das medicacdes e reflete uma reacdo imunoldgica, na
maioria das vezes, de natureza idiossincrasica, ou seja, imprevisivel e dependente
do individuo. Em adicdo, ambos os processos alérgicos e néo alérgicos tém sido
implicados no mecanismo de hepatite medicamentosa (MASSON et al.; 2010, HOLT;
JU, 2010).

Em alguns tipos de hepatite medicamentosa a lesdo hepética pode ser
potencializada por uma resposta inflamatoria, na qual citocinas modulam a

inflamacédo. As citocinas sdo proteinas de baixo peso molecular produzidas por
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células T, macréfagos, células dendriticas e estdo intimamente relacionadas ao
processo inflamatério. Sua producdo € desencadeada quando as células séo
ativadas por diferentes estimulos, como agentes infecciosos, tumores ou estresse.
Elas atuam na comunicacdo entre as células, promovendo a inducdo ou regulacéo
da resposta imunoldgica e inflamatdria, sendo que atualmente ja foram descritas
mais de 200 diferentes citocinas, pertencentes as familias hematopoietinas,
interferons, quimiocinas e Fator de Necrose Tumoral (TNF) (MASSON et al.; 2010).

As citocinas se ligam a seus receptores especificos expressos na superficie
da célula alvo, desencadeando a transducdo de sinais no interior da célula. A
maioria dos receptores de citocinas € composta de subunidades distintas: uma
cadeia alfa envolvida na ligacdo a citocina e na transducéo de sinais e outra cadeia
beta envolvida na cascata de sinalizagdo (MASSON et al.; 2010).

Nas RAMs, as citocinas atuam devido as suas habilidades para regular
ambas as respostas imunoldgicas inata e adaptativa. O papel das citocinas no
figado para determinar susceptibilidade as RAMs tem sido bastante explorado. Em
resposta a uma lesdo, o figado produz tanto citocinas que podem causar danos aos
hepatécitos ou citocinas que promovem um efeito protetor, e se acredita que o
balanco entre essas citocinas, afeta a predisposicéo individual para desenvolvimento
de toxicidade por farmacos. Nessa hip6tese, ocorre um desequilibrio nas citocinas o
gue promove uma resposta imunoldgica nociva aumentando o risco de danos ao
figado, induzidos por farmacos (MASSON et al.; 2010).

O dano no hepatdcito pode resultar na liberacdo de sinais que estimulam a
ativacdo de células do sistema imunolégico inato, incluindo células de Kupffer (KC),
células Natural Killer (NK) e as células Natural Killer T (NKT), que atuam como
primeira linha de defesa contra patdgenos e células tumorais, antes da resposta
imunolbégica adaptativa. Na resposta imunolégica inata, as células NK e NKT
contribuem para a progressdao da lesdo do figado através da producdo de
mediadores pro-inflamatdrios e citocinas como o fator de necrose tumoral a (TNF-a)
gue pode induzir diretamente o dano hepatico, a interleucina-12 e a interleucina-18,
que sdo importantes ativadores de células NK e células NKT (HOLT; JU, 2006)
(Figura 2).
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Figura 2 — Mecanismos da les&o hepatica por farmacos Fonte: HOLT; JU, 2006

Na hepatite medicamentosa provocada por algumas medicacdes sé&o
observadas manifestacbes clinicas que sdo indicativas de reacdes de
hipersensibilidade que usualmente ocorrem no periodo de uma a quatro semanas
apos o inicio do tratamento medicamentoso, tais como rash cutaneo, febre e
eosinofilia. Achados, tais como anticorpos contra medicacdes, presenca de células T
reativas e menor tempo de inicio da hepatotoxicidade ap6s readministracdo da
medicacéo, também séo observados nessa reag¢do (HOLT,; JU, 2010; MASSON et
al.; 2010). Esse tipo de hepatotoxicidade é frequentemente referida como uma
“hepatite alérgica” devido a inducdo da resposta imunolégica adaptativa pelas
medicacfes. Nesse tipo de hepatite, um grau pequeno de lesdo hepatica é
necessario para iniciar uma resposta imunologica especifica a medicacdo (MASSON
et al.; 2010).

A resposta imunoldgica adaptativa depende da ativacdo dos linfocitos, e das
moléculas sollveis por eles produzidas (anticorpos, citocinas, quimiocinas)
(CRUVINEL et al, 2010). Para serem imunogénicas e serem reconhecidas pelas
células T, as medicacdes devem ser quimicamente reativas (haptenos) ou serem

metabolizadas para formar compostos reativos (pro-haptenos). A reacgao



25

imunolégica se inicia com a estimulac@o das células do sistema imunoldgico inato
através de ligacdo covalente a receptores especificos de reconhecimento. Esse
complexo de proteina hapteno-transportador atua como um antigeno que pode ser
processado a apresentado a células T e pode ser limitado por ambas as células T e
B, provocando uma resposta humoral ou celular mediada por resposta imunolégica
(HOLT; JU, 2010, DE LA TORRE; SUH OH, 2013).

Esse mecanismo hapteno ndo explica o porqué de algumas medicacdes
desencadearem reacOes de hipersensibilidade apesar de serem incapazes de
submeter-se a conjugacédo e transformagdo em antigenos. Esta capacidade de nao
requerer sensibilizagdo prévia, tem sido explicada pela formulacdo de uma nova
hipétese imunolodgica de resposta, o conceito p-i. (HOLT; JU, 2010, DE LA TORRE;
SUH OH, 2013). O conceito p-i postula que as medicacdes séo diretamente capazes
de estimular as células T através da interacdo com receptores de células T nas
células apresentadoras de antigenos (APCs) sem a necessidade de formacdo de
hapteno-proteina (HOLT; JU, 2010, HASHIZUME, 2012; DE LA TORRE; SUH OH,
2013). De acordo com este conceito, algumas medicacdes podem se ligar
diretamente a receptores imunoldgicos especificos e desencadear uma resposta
imunolégica mesmo quando administradas pela primeira vez (DE LA TORRE; SUH
OH, 2013). Foi demonstrado que a alta afinidade das medicacbes com o Complexo
Maior de Histocompatilbilidade (MHC) expresso nas APCs ou com receptores de
células T (TCRs) expressos nas células T, aumenta a possibilidade de ativacdo das
células T (DE LA TORRE; SUH OH, 2013).

As células T sao divididas em subtipos CD4+ e CD8+ e as primeiras podem
ser classificadas em ThO, Thl, Th2, Th9, Thl7 e Th22, dependendo do perfil de
citocinas liberadas por elas (HASHIZUME, 2012) (Figura 3). As citocinas podem
desempenhar um papel importante na hepatite alérgica através da resposta
imunologica adaptativa (MASSON et al.; 2010).
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Figura 3 — Subconjuntos funcionais efetores de células TCD4+. Fonte: HASHIZUME, 2012.

A associacdo entre alelos de antigenos de leucécitos humanos (HLA)
especificos e reacfes severas a algumas medicacfes tém sido descrita em algumas
populacdes e pode ser explicada pela apresentacdo de determinados peptideos por
um alelo especifico. De acordo com o conceito p-i, a medicacdo poderia ligar-se a
TCRs especificos requerendo uma interacdo adicional com uma molécula HLA
particular. Na auséncia desse alelo a medicac&o poderia ser insuficiente para induzir
estimulacdo imunolégica limitando sua acdo na hepatotoxicidade (HASHIZUME,
2012).

1.3 FATOR DE NECROSE TUMORAL a (TNF-a)

O TNF-a é uma potente citocina pro-inflamatéria e imunoreguladora que tem
um papel chave na resposta imunoldgica (ELAHI et al., 2009). Essa proteina foi
descoberta em 1975 por Carswel et al, sendo secretada por diversos tipos de
células, incluindo macrofagos, linfocitos, fibroblastos e queratindcitos, em resposta a

inflamacgé&o, infeccdo e outros tipos de estresse ambiental. Seus niveis circulantes
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sdo altamente variaveis e induzem um conjunto heterogéneo de efeitos biolégicos de
acordo com o tipo de célula alvo (VITALE et al., 2007).

As funcdes biologicas do TNF-a sao relacionadas com a concentracdo e a
duracdo da exposicdo dessa molécula. Em quadros clinicos agudos, a producéo
local de TNF-a € claramente benéfica, aumentando a expressdo de moléculas de
adesdo no endotélio vascular e permitindo que células imunoldgicas, em particular
neutréfilos e macrofagos, migrem para sitios do dano tecidual e infeccdo. Além
disso, o TNF-a ativa os fagdécitos para eliminar agentes infecciosos e restos
celulares. No entanto, a exposicao sistémica e prolongada ao TNF-a pode ser
prejudicial (ELAHI et al., 2009).

O aumento da expresséo do gene TNF tem sido implicado em uma variedade
de doencas inflamatorias auto-imunes, como o lUpus eritematoso sistémico, artrite
reumatoide e doenca inflamatéria intestinal (SCARDAPANE et al.; 2012).

O TNF-a é sintetizado como uma proteina de 26 kDa (pr6-TNF) ligada a
membrana e é clivada por uma desintegrina metaloproteinase chamada enzima de
conversdo do TNF-a (TACE) para liberar a molécula soluvel de 17 kDa (ELAHI et al.,
2009). Apos ser produzido e liberado, o TNF-a se liga a receptores especificos
denominados de receptores de TNF (TNFRs) presentes na superficie da célula alvo.
A familia de TNFRs tém muitos membros, sendo os primeiros descobertos o TNFR1
e 0 TNFR2 (SCARDAPANE et al.; 2012).

A interacdo do TNF com seus receptores TNFRs é responsavel por iniciar
diferentes eventos de transducdo de sinais intracelulares (Figura 4). A ligacado da
citocina TNF-a ao receptor TNFR1 recruta a proteina de dominio de morte associada
ao TNFR1 (TRADD), que serve como uma plataforma para recrutar pelo menos trés
mediadores adicionais: proteina de interacdo com o receptor (RIPK1), proteina de
dominio de morte associada a Fas (FADD), fator de TNF-2 associada ao receptor
(TRAF2) (LAWRENCE, 2009). A proteina adaptadora transmite um sinal de ativacéo
do receptor ativado TNFR1 a algumas cascatas de sinalizacdo: cascata caspase
com apoptose subsequente, ativagdo da cascata NF-kB e JNK. O TRADD recruta o
FADD e RIPK1 resultando na ativacdo da cascata caspase seguida por apoptose
(SILKE et al, 2015).
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Figura 4 — Vias de sinalizagéo do TNF. Fonte: SILKE et al, 2015

O principal efeito fisiologico do TNF-a é promover a resposta imunolégica e
inflamatdria por meio de recrutamento de neutréfilos e mondcitos, através da
ativacdo do Fator Nuclear Kappa B (NF-kB) (Figura 5) (LAWRENCE, 2009). Apos se
ligar ao receptor, 0 TNF-a estimula a transcricdo e a produgdo da enzima |kB
quinase, a qual ir4 produzir o fator de transcricdo NF-kB que regula a sobrevivéncia
e a proliferacéo celular por TNF. O NF-kB pode ser encontrado em quase todos 0s
tipos de células animais e estad envolvido na resposta celular a estimulos como
estresse, citocinas, radicais livres, radiacéo ultravioleta, oxidacédo de LDL, antigenos
virais, bacterianos e desempenha um papel fundamental na regulacdo da resposta
imunoldgica a infec¢do. Sua regulagdo incorreta tem sido ligada ao cancer, doencas
inflamatérias e auto-imunes (LAWRENCE, 2009).

O TNF-a também ativa o fator de transcricdo AP-1 iniciando a cascata de
sinalizacdo JNK e subsequente aumento de proliferagdo celular (Figura 5)
(BASTOS, ROGERO, AREAS, 2009).
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A ativagdo das vias NF-kB e JNK resultam no aumento da expressédo dos

genes que codificam proteinas envolvidas na resposta inflamatéria (BASTOS,
ROGERO, AREAS, 20009).
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Figura 5. Vias de sinalizacéo dos fatores de transcricdo NF-kB e AP-1. Fonte: BASTOS, 2009

1.3.1 Gene TNF

O gene TNF esté localizado no bracgo curto do cromossomo 6 (6p21.3), dentro
do MHC (ELAHI et al., 2009) (Figura 6).
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Figura 6 — Localizacao do gene TNF do braco curto do cromossomo 6.
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O MHC é composto por um grande aglomerado de genes no brago curto do

cromossomo 6, categorizados em trés classes com base nas diferencas estruturais e

funcionais. Os genes da classe | e Il correspondem aos genes HLA, originalmente
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descobertos em virtude de sua importancia nos transplantes de tecidos entre
individuos ndo aparentados (Figura 7) (NUSSBAUM et al., 2008).
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Figura 7 — A localizagdo do gene TNF dentro do MHC. Fonte: STONE, INMAN 2001.

A regido MHC de classe lll, contem numerosos genes que codificam
proteinas relacionadas ao sistema imunologico, como proteinas do sistema
complemento, citocinas TNF-a (fator a de necrose tumoral dependente) e TNF-
(fator B de necrose tumoral dependente), proteina de choque térmico, além de
outras nao relacionadas, como enzimas requeridas para a sintese de esteroides
entre outras (NUSSBAUM et al., 2008).

Os genes LTB, TNF e LTA fazem parte da familia TNF. O gene LTB codifica a
linfotoxina-B, o TNF a citocina TNF e LTA codifica a linfotoxicina-a. Esses genes
posicionam-se em tandem, ocupando um segmento de aproximadamente 7kb na
regiao de classe Il do MHC (LINSINGEN, 2008).

A familia génica TNF assemelha-se em organizacdo gendmica, estruturando-
se cada um dos genes em quatro éxons, compreendendo individualmente
segmentos gendmicos de 2,7 a 3,6 Kb, com diferentes sequencias flanqueadoras
nas extremidades 5 e 3, que ligam diferentes fatores transcricionais, o que se

reflete em expresséo génica distinta (LINSINGEN, 2008).
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1.3.2 Polimorfismos no gene TNF

Diversos polimorfismos no gene TNF ja foram descritos e diferentes estudos
tém sido realizados para investigar a relacdo entre esses polimorfismos e doencas
infecciosas, autoimunes e doencas inflamatérias. Entre as doencas investigadas
estdo malaria (FLORI et al., 2003), glaucoma (FUNAYAMA et al., 2004), diabetes
(SHBAKLO et al., 2003), choque séptico (MIRA et al., 1999), tuberculose (OLIVEIRA
et al., 2004), colesteatoma de orelha média (VITALE et al., 2007), lUpus eritematoso
sistémico (LIN et al.; 2009), artrite reumatoide (LLANOS et al., 2005; MOSSAD et al.;
2011) e doencas hepéticas autoimunes (LI et al.; 2013).

Da mesma forma se investiga a relacdo dos polimorfismos no gene TNF com
a hepatite medicamentosa decorrente do uso de diferentes farmacos como
paracetamol, ranitidina, amoxicilina-clavulanato, e as medicagdes anti-tuberculosas
(BERNAL et al., 1998; PACHKORIA et al., 2008; TUKOV et al., 2007; KIM et al.,
2012).

O polimorfismo na regido promotora do TNF -308G>A (rs1800629), tem o
alelo A associado a uma maior producdo da citocina TNF-a (LINSINGEN, 2008),
sendo até o momento, o polimorfismo mais estudado em relacdo a doencas e
resposta aos farmacos (AGUILLON J.C et al., 2002; ELAHI et al., 2009).

Na populacdo Coreana, KIM e colaboradores, em 2012, investigaram a
influéncia do polimorfismo -308G>A no gene TNF com o surgimento de
hepatotoxicidade em pacientes com tuberculose tratados com rifampicina,
isoniazida, pirazinamida e etambutol. Nesse estudo foram comparadas as
frequéncias dos gendtipos desse polimorfismo entre 77 pacientes que
desenvolveram hepatite e 229 pacientes sem essa reacdo adversa e encontraram
que a frequéncia de pacientes que possuem o alelo variante A (AG ou AA) foi
significativamente maior em pacientes com hepatotoxicidade induzida por essas
medicacfes. Os pacientes portadores do alelo A apresentaram um odds ratio (OR)
de 1,94 (IC 95% = 1,04 — 3,63) para o desenvolvimento de hepatite medicamentosa.

Outros trés polimorfismos na regido promotora do gene TNF estdo
relacionados a mudanca no perfil de expressao deste gene (-1031C>T, -238A>C, -
857C>T), e podem afetar a producéo de TNF-a, criando um desequilibrio no balango

de citocinas e promovendo, assim, estados de doenca (LLANOS et al., 2005).
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Diversos estudos mostram a associagcao do polimorfismo -1031 C>T com
doencas infecciosas, auto-imunes e infecciosas, assim como também alguns
estudos investigam a correlacdo desse polimorfismo com os niveis da citocina TNF-
a (HAN et al., 2010; GICHOHI-WAINANA et al., 2015; TONG et al., 2012; SILVA et
al., 2015; GUPTA et al., 2015; SOHAIL et al., 2008; CAY et al., 2012; CUI et al.,
2012).

O polimorfismo -238A>G foi associado com a infec¢do por HBV (LI et al.,
2006), a psoriase (JIA et al., 2013), a artrite idiopatica juvenil (KAALLA et al., 2013),
o carcinoma hepatocelular (GUO et al., 2010), com a doenca pulmonar obstrutiva
cronica (SAPEY et al., 2010), fator prognéstico no cancer de mama (MALIVANOVA
et al., 2013). Foi demonstrado que esse polimorfismo influencia a resposta a terapia
anti- TNF em pacientes com espondiloatropatia, psoriase e doenca de Crohn (SONG
et al., 2015).

Diferentes estudos demonstram que o polimorfismo -857C>T est4 associado
com doencas como diabetes, doenca de Crohn, infeccdo por HBV, artrite psoriatica,
tuberculose, uveite, sarcoidose, cancer de colo uterino, cancer de pulméo (WEN et
al., 2014; SONG et al., 2015; SHI et al., 2011; GIARDINA et al., 2011; ANOOSHEH
et al., 2011; KUO et al., 2005; GRUTTERS et al., 2002; YIN et al., 2015; KIYOHARA
et al., 2013). Esse polimorfismo também foi associado com a resposta ao tratamento
quimioterapico em pacientes com céancer de es6fago (OMATSU et al.,, 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

A hepatotoxicidade induzida por medicacdes anti-tuberculosas é uma reacao
adversa grave, de manejo desafiador, que exige hospitalizacdo em alguns casos,
podendo ser fatal se o tratamento n&do for interrompido a tempo. E uma das
principais causas de ndo adesdo ao tratamento, podendo facilitar a emergéncia de
bacilos multirresistentes as medicacdes (CAl et al., 2012).

O Brasil é atualmente o 16° pais em numero de casos absolutos de
tuberculose e disponibiliza o tratamento para essa doenca gratuitamente para a
populacdo. O melhor conhecimento da biologia molecular da hepatotoxicidade
causada por farmacos antituberculose podera auxiliar na identificacdo dos individuos
susceptiveis ao desenvolvimento dessa reacdo adversa e na escolha do esquema
terapéutico mais adequado para esses pacientes.

Apesar de varios fatores ndo genéticos influenciarem o desenvolvimento de
reacoes adversas aos medicamentos (como idade, etnia, terapia associada,
interacbes medicamentosas e a natureza da doenca) existem atualmente varios
exemplos de casos nos quais diferencas individuais na resposta ao farmaco ocorrem
devido a variacdes genéticas (POSSUELO, 2008).

A farmacogenética estuda a variabilidade de resposta aos farmacos,
atribuidas a fatores hereditarios nas diferentes populacdes, objetivando identificar
perfis genéticos que caracterizam pacientes com maior ou menor risco de
apresentar RAMs ou responder melhor ao tratamento farmacologico (MEYER, 2004).
Diferentes estudos demonstram que o desenvolvimento de hepatotoxicidade
causada por administracdo da isoniazida em pacientes com tuberculose esta
associado a variantes genéticas que determinam diferencas da funcdo e da
expressdo da enzima N-Acetiltransferase 2 (NAT2), com diferencas na acetilacdo
desse farmaco (UPTON et al., 2001; KITA et al., 2001; FERNANDEZ-VILLAR et al.,
2003; SANDY et al., 2005; DONALD et al., 2004; HUANG et al., 2002; SANTOS et
al., 2013), ou esta relacionada com a ocorréncia de SNPs nos genes CYP2B6,
CYP3A4, CYP3A5, UGT2B7, ABCB1 e SLCO1B1 (DESTA et al., 2001; POSSUELO
et al, 2008; HASS et al., 2009; FAUCETE et al., 2007; HABTEWOLD et al., 2011;
YIMER et al., 2011; FERNANDES et al., 2014).

Além desses genes, o sistema imunoldgico parece ter um papel importante no

desenvolvimento de hepatotoxicidade pelo uso de farmacos de maneira direta ou
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indireta (MATOS, MARTINS, 2005; HOLT, JU, 2010; MASSON et al.,, 2010),
entretanto até momento poucos trabalhos investigaram essa acdo em pessoas
utilizando o tratamento contra a tuberculose (PERWITASARI et al.; 2015). O TNF-a
possui um papel chave na resposta imunologica e um polimorfismo no gene TNF
que codifica essa proteina foi associado a hepatotoxicidade induzida por medicacdes
antituberculosas na populagéo da Coréia do Sul (KIM et al., 2012).

A influéncia de genes do sistema imunolégico nos efeitos adversos do
tratamento da tuberculose nunca foi investigada na populacdo brasileira. A
populacdo brasileira € extremamente heterogénea, em consequéncia de mais de
cinco séculos de miscigenacdo entre trés populacdes ancestrais principais: 0s
europeus, os africanos e os amerindios autoctones. Por causa dessa miscigenacao,
a populacédo brasileira apresenta frequéncias de polimorfismos que variam entre as
regides do pais de acordo com a histéria de colonizacdo (SUAREZ-KURTZ et al.,
2012). Na populacdo da Regido Norte do Brasil, é observada em média uma
contribuicdo genética européia de 51%, seguida de 32% amerindia e de 17% de
africana (SANTOS et al., 2010), e o estudo de variantes genéticas nessa populacéo
precisam considerar o efeito da subestruturacdo populacional.

O conhecimento de polimorfismos no gene TNF que estdo envolvidos no risco
de desenvolvimento de hepatotoxicidade por medicacdes antituberculosas permitira
estabelecer associacbes com essa reacdo adversa, e agregar informacbes

importantes para a utilizacao da farmacogenética no tratamento da tuberculose.
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3 OBJETIVO

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a influéncia de polimorfismos na regido promotora do gene TNF na
incidéncia de hepatotoxicidade em pacientes acometidos por tuberculose tratados

com o0 esquema basico (2RHZE/4RH).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar as frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas dos SNPs -
308G>A, -1031C>T, -238A>G, e -857C>T, do gene TNF em pacientes
tratados com esquema basico para tuberculose na cidade Belém, Para.

e Estimar a proporcdo individual das ancestralidades amerindia, européia e
africana nos pacientes relacionados no estudo.

e Comparar a distribuicdo de frequéncias alélicas, genotipicas e haplotipicas
dos polimorfismos entre pacientes acometidos de tuberculose que
apresentaram hepatotoxicidade ao tratamento com esquema béasico, com
agueles que ndo apresentaram hepatotoxicidade a esse esquema.

e Estimar o efeito dos polimorfismos no desenvolvimento de
hepatotoxicidade medicamentosa controlando pelo efeito da ancestralidade

e outros fatores relevantes.
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4 APLICABILIDADE

O Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto (HUJBB), em Belém, € um
hospital de referéncia de tuberculose e atende pacientes encaminhados das
unidades de saude de Belém e do interior do estado do Pard para manejo das
reacOes adversas provocadas pelo esquema basico, entre elas, a hepatotoxicidade.

A hepatotoxicidade é uma reacao adversa grave que pode ser causa de troca
de medicamentos e aumento do tempo de tratamento, exige hospitalizacdo em
alguns casos com tempo prolongado de permanéncia hospitalar, e até mesmo pode
provocar 6bito do paciente.

Estudos farmacogenéticos na populacdo da regido Norte do Brasil que
apresentem associacfes de variantes genéticas com reacfes adversas aos
medicamentos antituberculose, sdo importantes para predizer essas complicagbes
antes do inicio do tratamento. Assim, esse tipo de estudo tem grande importancia
para que futuramente seja possivel desenvolvermos testes genéticos para evitar a
ocorréncia de hepatotoxicidade, que responde negativamente na qualidade de vida

do paciente e onera o sistema de saude publica.
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5 MATERIAL E METODOS

5.1 POPULACAO ESTUDADA

A amostra foi constituida por 259 pacientes do Hospital Universitario Jodo de
Barros Barreto, diagnosticados com tuberculose e tratados com rifampicina,
isoniazida, pirazinamida e etambutol nos primeiros dois meses, seguido de
rifampicina e isoniazida por quatro meses (EB).

Os pacientes foram devidamente esclarecidos a respeito da pesquisa e
assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), o qual permite o
uso de suas aliguotas de sangue e de seus dados clinicos descritos em nivel de
prontuéario. O presente estudo foi aprovado no Comité de Etica do Hospital
Universitario Jodo de Barros Barreto sob protocolo n° 350507.

Foram incluidos pacientes com diagnéstico de tuberculose pulmonar ou extra-
pulmonar, confirmada por critérios clinicos e/ou laboratoriais, maiores de 18 anos e
excluidos pacientes portadores de doenca hepatica prévia como HBV, HCV e cirrose
hepéatica. Dados clinicos e epidemiologicos, incluindo sexo, idade, etilismo,
tabagismo, comorbidades e uso concomitante de outras medicagbes foram
coletados através de uma entrevista por meio de um questionario padronizado e
revisdo dos prontuarios dos pacientes.

Dor abdominal, nduseas, vomitos, anorexia e ictericia foram considerados
sinais e/ou sintomas de reac¢des adversa gastrointestinal. O critério utilizado para o
diagnoéstico de hepatotoxicidade foi elevacdo de ALT acima de trés vezes o limite
superior de referéncia (ULN) (valor de referéncia: 0 a 55 Ul/ml) na presenca de
sintomas gastrointestinais, com a normalizacdo dos niveis séricos de ALT apés a
descontinuacao do tratamento antituberculose. Este critério € usado pelos médicos
pneumologistas do Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto e estdo de acordo
com as recomendacfes do Programa Nacional de Controle da Tuberculose (MS,
2011). A dosagem de ALT foi realizada no laboratério do Hospital Universitario Jodo
de Barros Barreto pelo método enzimatico automatizado de UV otimizado (IFCC).

Os pacientes diagnosticados com hepatotoxicidade tiveram seu tratamento
suspenso. ApGs o desaparecimento dos sintomas e normalizacdo dos niveis das

enzimas hepaticas, esses pacientes receberam esquema especial conforme
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preconizado no manual de recomendacgdes para o controle da tuberculose no Brasil,
com a relacdo bem estabelecida entre a medicagao causadora da hepatotoxicidade.

Os pacientes foram divididos em dois grupos de acordo com a resposta as
medicacfes anti-tuberculosas avaliadas durante o tratamento: grupo | com pacientes
que ndo desenvolveram hepatotoxicidade ao esquema basico (controle) e grupo |l
com pacientes que desenvolveram hepatotoxicidade a esse esquema (casos).

5.2 EXTRACAO DE DNA

Para cada individuo, foram coletados 5mL de sangue periférico usando EDTA
como anticoagulante. O material genético foi extraido a partir desta amostra pelo kit
de extracdo AxyPrep™ BloodGenomic DNA Miniprep Kit (AxygenBiotechnology,
EUA) e quantificadas com o equipamento NanoDrop 1000 spectrophotometer
(Termo ScientificNanoDrop 1000; NanoDropTechnologies, Wilmington, DE).

5.3 GENOTIPAGEM DOS POLIMORFISMOS

A andlise molecular dos polimorfismos -308G>A (rs1800629), -1031C>T
(rs1799964), -238A>G (rs361525), e -857C>T (rs1799724) do gene TNF, foi
realizada empregando o sistema de PCR em tempo real com ensaios TagMan
(Applied Biosystems, Foster City, California, EUA). Para a descriminacéo alélica dos
polimorfismos foram utilizados os ensaios C_ 7514879 10 (-308 G>A),
C_7514871 10 (-1031 C>T), C_2215707_10 (-238 A>G), C 11918223 10 (-857

C>T), conforme as recomendac¢@es do fabricante.

5.4 MARCADORES INFORMATIVOS DE ANCESTRALIDADE

Um painel de 48 Marcadores Informativos de Ancestralidade (IAMs) foi
empregado como método de controle gendmico de ancestralidade para determinar
com precisdo o papel de polimorfismos nos genes candidatos em populacdes
miscigenadas da regido Norte do Brasil. Os polimorfismos do tipo INDEL foram
genotipados, utilizando um PCR do tipo multiplex que permitiu a analise dos

mesmos em uma unica reacao como descrito anteriormente (SANTOS et al.; 2010).
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5.5 ANALISE ESTATISTICA

As frequéncias alélicas e genotipicas dos polimorfismos foram determinadas
por contagem direta dos alelos, e em seguida foi calculado o equilibrio de Hardy-
Weinberg (HWE). O teste Qui-quadrado de Pearson ou quando necessario o teste
exato de Fisher foram usados para fazer a comparacao da distribuicéo da frequéncia
dos alelos e dos gendtipos de TNF nos subgrupos da populagédo estudada (casos e
controles). O teste de Wilcoxon-Mann-Withney foi utilizado para comparar as
variaveis quantitativas.

As frequéncias haplotipicas, o coeficiente de ligagdo (D) e o coeficiente de
correlacdo (r?) foram determinados utilizando o programa Haploview. Anélises
estatisticas adicionais foram realizadas usando o software estatistico SPSS v.18.
Modelos de regresséao logistica foram realizados para investigar a associa¢do das
variantes genéticas com a hepatotoxicidade. Para estas analises, as covariaveis
sexo, idade, uso de outras medicacdes além das medicacdes antituberculosas,
tabagismo, alcoolismo, comorbidades e ancestralidade foram consideradas como
possiveis fatores de confusdo. Um nivel de significaAncia de 5% foi utilizado para as

analises.
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6 RESULTADOS

6.1 CARACTERISTICAS CLINICAS DA POPULACAO ESTUDADA

Os dados demograficos e clinicos dos pacientes participantes do estudo estédo
apresentados na tabela 3. A amostra populacional deste estudo foi composta por 68
pacientes com hepatotoxicidade induzida por medicacbes antituberculosas e 191
pacientes que ndo desenvolveram hepatotoxicidade com o uso das medicacdes

antituberculosas.

Tabela 3 Caracteristicas clinicas e demograficas dos pacientes com tuberculose que
apresentaram hepatotoxicidade e sem hepatotoxicidade.

Pacientes com tuberculose

Caracteristicas Com Sem P
hepatotoxicidade hepatotoxicidade
Numero amostral 68 191
Idade 49,5 (15,1) 47,8 (18,1) 0,5072
Sexo (M/F) 33/35 (48,5/51,5) 92/98 (48,4/51,6) 0,988"
Tabagismo 27 (42,9) 40 (22,2) 0,002°
Etilismo 19 (32,8) 36 (20,0) 0,450"
Comedicacéo 21 (30,9) 53 (27,7) 0,623°
Comorbidades 28 (41,2) 61 (31,9) 0,168°
HIV 9,(13,2) 6 (3,2) 0,005"
Diabetes 10 (14,7) 19 (9,9) 0,285"
Doencas 3(4,4) 16 (8,4) 0,281°
cardiovasculares
Doencas respiratorias 3(4,4) 9(4,7) 0,919°

Idade é apresentada como média (desvio padrdo) e as outras caracteristicas sdo apresentadas como
namero absoluto (porcentagem)

*Teste de Wilcoxon-Mann-Withney

PTeste Exato de Fisher

N&do houveram diferencas estatisticamente significativas nos parametros
demograficos tais como idade e sexo entre 0s pacientes com ou sem
hepatotoxicidade. O tabagismo foi mais frequente em pacientes com
hepatotoxicidade (p = 0,002). O etilismo também foi avaliado e ndo houve diferengas

entre os sub-grupos analisados.
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Outras medicacdes que ndo as do tratamento para tuberculose, como
hipoglicemiantes orais, insulina, sinvastatina, acido acetilsalicilico e corticoide
inalatorio, foram utilizadas pelos pacientes. Esses farmacos néo sédo descritos como
tendo interacbes medicamentosas importantes com os farmacos do EB. Nao houve
diferengas estatisticamente significativas no uso desses farmacos entre os sub-
grupos analisados indicando que tais medicagbes ndo estdo influenciando no
desencadeamento da hepatotoxicidade.

As principais comorbidades apresentadas pelos pacientes incluidos no estudo
foram HIV, diabetes, doencas cardiovasculares e doencas respiratorias. Quando
analisadas em conjunto, ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
pacientes com ou sem hepatotoxicidade. Somente existiu diferenca entre pacientes
gue apresentaram HIV. Uma porcentagem maior de pacientes com HIV apresentou
hepatotoxicidade (p = 0,005).

6.2 ESTRUTURA DA POPULACAO

Devido a heterogeneidade da populacdo investigada, uma estimativa da
ancestralidade individual foi realizada para todos os individuos incluidos no estudo.
N&o houve diferencas estatisticamente significativas entre as proporgcoes de
ancestralidades genéticas entre os pacientes que apresentaram hepatotoxicidade e

0S pacientes que nao apresentaram hepatotoxicidade (Figura 8 e Tabela 4).

AFRIC

Figura 8. Gréfico triangular das proporcdes de ancestralidade gendmica amerindia, européia e
africana dos pacientes com tuberculose. Individuos sé@o representados pelos pontos, e as propor¢cdes
de miscigenacao sdo indicadas pela distancia dos vértices do tridangulo. Pacientes que apresentaram
hepatotoxicidade estdo representados em vermelho e o0s pacientes que ndo apresentaram
hepatotoxicidade em azul.
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Os pacientes apresentaram em média aproximadamente 35% de contribuicdo
amerindia, 40% de contribuicdo europeia e 25% de contribuicdo africana (Tabela 4).

Tabela 4. Médias e variacdo das propor¢des genéticas (%) dos grupos pacientes
com tuberculose que apresentaram ou ndo a hepatite medicamentosa.

Pacientes P
Ancestralidade
Com Hepatotoxicidade Sem Hepatotoxicidade
Amerindia 35,1+12,8 (10,9-61,0) 335+12,6 (13,7-66,2) 0,297
Europeia 40,0 £ 12,3 (14,9-76,2) 409+129 (11,4-73,3) 0,563
Africana 248+ 125 (9,0-61,8) 255+11,5 (55-64,9) 0,466

Proporcéo de ancestralidade (%) apresentada como média + Desvio Padrdo (minimo - maximo).

6.3 FREQUENCIAS GENOTIPICAS DOS POLIMORFISMOS DO TNF

A distribuicdo dos gendtipos dos SNPs -308A>G, -1031C>T, -238A>G, e -
857C>T do gene TNF esta mostrada na tabela 5. A frequéncia observada de todos
os polimorfismos esta de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg. A anélise de
desequilibrio de ligacdo demonstrou que os polimorfismos ndo apresentam

desequilibrio na populacgéo estudada com valores baixos de D'e r? (figura 9).

TNF-1031
TNF-857 —
TNF-308
TNF-238

1 2 3 4
2 o o
2 o
14

Figura 9 — Estrutura do desequilibrio de ligacdo da regido promotora do TNF. Os nUmeros nos
losangos indicam o valor do coeficiente de correlacdo (r?) multiplicado por 100. As tendéncias de
cores dos losangos pretos em direcéo aos brancos indicam diminuic&o do valor de r°.
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Comparando a frequéncia dos gendtipos entre 0s casos e controles,
identificou-se uma diferencga significativa na distribuicdo dos gendtipos do SNP -
1031C>T (p = 0,003). A frequéncia dos homozigotos -1031CC foi maior no grupo
caso (8,8%) do que no grupo controle (1,6%). Os outros SNPs do TNF néo

apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre casos e controles.

Tabela 5 Frequéncias genotipicas e alélicas dos polimorfismos de TNF nos
pacientes com e sem hepatotoxicidade.

SNPs Genotipos/Alelos Com Sem p-valor*

hepatotoxicidade (%)  hepatotoxicidade (%)

-1031 cC 6 (8,8) 3 (1,6)
CT 18 (26,5) 81 (42,4) 0,003
TT 44 (64,7) 107 (56)
C 30 (22,1) 87 (22,8) 0,864
T 106 (77,9) 295 (77,2)
-857 cC 47 (69,1) 140 (73,7%)
CT 19 (27,9) 43 (22,6) 0,667
TT 2(2,9) 7(3,7)
C 113 (83,1) 323 (85,0) 0,597
T 16,9 (23,0) 57 (15,0)
-308 AA 1(1,5) 2 (1)
AG 3 (4,4) 24 (12,6) 0,164
GG 64 (94,1) 165 (86,4)
A 5(3,7) 28 (7,3) 0,134
G 131 (96,3) 354 (92,7)
-238 AA 2(2,9) 1(0,5)
AG 3 (4,4) 21 (11,1) 0,083
GG 63 (92,6) 168 (88,4)
A 7(5,1) 23 (6,1) 0,699
G 129 (94,9) 357 (3,9)

*Valores de Teste de Qui-Quadrado de Person ou exato de Fisher quando necessario.

A determinagcdo da associagcdo entre o0s genoétipos de TNF e a
hepatotoxicidade por medicagbes antituberculosas, foi realizada por uma regressao
logistica. Os gendétipos com maior frequéncia dos SNPs -308G>A, -1031C>T, -
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238A>G, e -857C>T foram padronizados como referéncia em comparacdo aos
gendtipos heterozigotos e homozigotos. A tabela 6 mostra os resultados da analise
de regressao logistica multipla. Os resultados apresentados foram controlados pelas
covariaveis etilismo, comedicacao, tabagismo e HIV. Os pacientes homozigotos -
1031CC apresentaram um risco aumentado para o desenvolvimento de
hepatotoxicidade quando comparados aos homozigotos -1031TT ou aos portadores
do alelo T (OR = 8,6 e OR = 11,3) controlando pelas covariaveis. Os demais SNPs

nao apresentaram associacdo com a hepatite medicamentosa.

Tabela 6 — Analise de regresséo logistica entre os gendtipos de referéncia e os
genotipos de risco do TNF para o desenvolvimento de hepatite induzida por
medicacfes antituberculosas.

SNPs Genotipos OR IC 95% P
Referéncia Risco

-1031 TT CT 0,649 0,329 -1,279 0,212
CC 8,632 1,588 — 47,823 0,014
TT+CT* CcC 11,355 2,127 — 60,608 0,004
-857 CC CT 0,748 0,124 — 4,494 0,751
TT 1,345 0,657 — 2,754 0,417
-308 GG AG 0,354 0,096 — 1,305 0,119
AA 1,184 0,090 — 15,588 0,898
-238 GG AG 0,411 0,109 — 1,552 0,190
AA 8,732 0,763 — 99,976 0,081

As covariaveis incluidas no modelo de regresséo logistica foram etilismo, comedicac¢éo, tabagismo e
HIV. *Modelo Recessivo
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7 DISCUSSAO

A citocina TNF-a tem um papel importante na resposta imunoldgica associada
com o desenvolvimento da hepatotoxicidade induzida por medicagdes (BERNAL et
al., 1998; PACHKORIA et al., 2008; TUKOQV et al., 2007; KIM et al., 2012), porém
poucos estudos tém sido realizados para investigar a associacao de polimorfismos
no gene TNF com essa reacdo adversa no tratamento com medicacoes
antituberculosas.

No presente estudo foi encontrada uma diferengca estatisticamente
significativa na distribuicdo dos genotipos do SNP -1031C>T entre 0S grupos
analisados, e um risco aumentado para o desenvolvimento de hepatotoxicidade nos
pacientes portadores do genoétipo -1031CC. Esse resultado demonstra que o SNP -
1031C>T no gene TNF ¢é significativamente associado com a hepatotoxicidade
induzida por medicagdes antituberculosas, sendo o primeiro trabalho a descrever
essa associacdo em uma populacdo de pacientes no estado do Para.

O SNP -1031C>T no gene TNF ja foi associado com doencas inflamatorias,
auto-imunes e infecciosas, como doenca de Crohn (HAN et al.; 2010); malaria
(GICHOHI-WAINAINA et al.; 2015); espondilite anquilosante (TONG et al.; 2012);
Hanseniase (SILVA et al.; 2015); nefropatia diabética (GUPTA et al.; 2015). Estudos
gue investigaram a correlacdo entre esse polimorfismo e 0s niveis dessa citocina,
demonstram que o alelo C esté relacionado a um maior nivel de TNF-a em pacientes
com infeccBes pelo Plasmodium vivax ou com a sindrome de Sjogren (SOHAIL et
al.; 2008; CAY et al.; 2012). Entretanto, foi demonstrado em individuos saudaveis
da populacao chinesa um nivel aumentado dessa citocina em portadores do alelo T
(CUI et al.; 2012). Esses resultados demonstram diferencas na influéncia desse
polimorfismo nos niveis de TNF-a em individuos com diferentes estados de saude
ou diferentes populacoes.

Considerando o nivel aumentado de TNF-a observado em portadores do alelo
-1031C em individuos com doencas crbnicas e infecciosas, supde-se que a
influéncia desse polimorfismo possa levar a um aumento dos niveis dessa citocina
em pacientes com tuberculose influenciando o seu tratamento com o esquema
basico. Em um estudo realizado por KIM e colaboradores (2012) na populacéo
Coreana, os pesquisadores descrevem pela primeira vez a associacdo de um

polimorfismo do gene TNF, o SNP -308A>G, com a hepatite induzida por
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medicacOes antituberculosas. Nesse trabalho, os pesquisadores indicam que o0s
niveis de TNF-a elevados associados ao alelo -308A podem estar relacionados a
ocorréncia de hepatite. No presente estudo, ndo encontramos associacdo entre o
SNP -308A>G e a hepatite medicamentosa. Essas diferencas encontradas com o
estudo realizado por KIM e colaboradores (2012) podem ser decorrentes de
diferencas nas metodologias ou nas populagbes em estudo, entretanto ambos
trabalhos demonstram que alelos em variantes genéticas na regidao promotora do
gene TNF relacionados ao aumento nos niveis dessa proteina estdo associados a
hepatite induzida pelos farmacos antituberculose. Os polimorfismos -238A>G e -
857C>T né&o foram associados com a hepatotoxicidade induzida pelas medicagcdes
antituberculosas na presente pesquisa e no estudo realizado por Kim e
colaboradores (2012), o que parece indicar que esses polimorfismos sdo menos
importantes na modulacdo do efeito do TNF com hepatotoxicidade. Esses resultados
em conjunto indicam a importancia de polimorfismos nesse gene para a utilizagao
como marcadores moleculares no tratamento da tuberculose.

O TNF-a aumenta o processo inflamatoério no figado pela indugdo de outras
citocinas como IL-1, IL-8 e IFN-y, e pela ligagdo ao TNFR1 dos hepatdcitos. Dessa
forma o TNF-a parece induzir a hepatite medicamentosa de forma direta. Apesar
disso, também pode ocorrer uma acao dessa citocina de forma indireta gerando uma
lesdo hepatica do tipo imunoalérgica (MASSON et al., 2010; KIM et al., 2012). O
presente estudo ndo teve meios metodolégicos para identificar os mecanismos pelos
quais o TNF-a desencadeia a hepatite em pacientes tratados com os farmacos do
EB. Futuros estudos deverdo ser realizados para determinar se essa citocina atua
de forma direta ou por reacdes hapteno-proteina na ocorréncia desse efeito adverso.

A presente pesquisa apresenta algumas limitacbes, dentre as quais
salientamos o tamanho da amostra populacional, o que influencia no amplo intervalo
de confianca do OR encontrado na analise estatistica. Outra limitagdo foi a
impossibilidade da dosagem da citocina TNF-a durante o tratamento dos pacientes
para correlacdo com os polimorfismos do gene TNF. Estudos futuros com um
namero maior de pacientes, dosagem dos niveis da citocina e estudos da expressao
génica poderdo esclarecer com mais acuracia o efeito do polimorfismo -1031C>T
com o desenvolvimento da hepatotoxicidade induzida por medicacgoes

antituberculosas.
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Os resultados apresentados nessa dissertacdo demonstram a relevancia do
sistema imunoldgico na hepatite induzida por medica¢cbes antituberculosas, e a
importancia de se investigar polimorfismos em genes relacionados ao sistema

imunologico para a determinacao de biomarcadores para esse efeito adverso.
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8 CONCLUSAO

As frequéncias dos gendtipos do gene TNF (incluindo os SNPs -308G>A, -
1031C>T, -238A>G, e -857C>T) estdo de acordo com o equilibrio de Hardy-Weinberg
na populacdo estudada.

As propor¢cdes de ancestralidade genéticas entre 0s pacientes com
hepatotoxicidade e sem hepatotoxicidade néo sao diferentes na populacdo da regiao
Norte e apresentam frequéncias proximas as das referidas para essa populacéo.

A frequéncia genotipica do SNP -1031C>T é significativamente diferente entre
0s pacientes que com hepatotoxicidade induzida por medicag¢des antitberculosas e
0S pacientes sem essa reacdo adversa, e os individuos portadores do genatipo -
1031CC apresentam um risco aumentado para o desenvolvimento de
hepatotoxicidade nessa populagéo.

Os resultados encontrados no presente trabalho revelam que o polimorfismo -
1031C>T no gene TNF é significativamente associado com hepatite induzida por
medicacfes antituberculosas e pode ser um fator de risco para o desenvolvimento

dessa reacédo adversa na populacéo do estado do Para.
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10 ANEXOS

ANEXO 1 - TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

1. Titulo de Projeto: “Investigacéo de polimorfismos no gene TNF em pacientes com

hepatotoxicidade induzida por medicac¢des antituberculosas no Norte do Brasil ”.

2. Esta pesquisa tem como objetivo identificar polimorfismos genéticos que possam
estar associados a susceptibilidade ao desenvolvimento de hepatite medicamentosa

durante tratamento da tuberculose.

3. A participagdo de cada individuo neste estudo € voluntaria, sendo garantida a
liberdade de retirada de consentimento a qualquer momento, sem qualquer prejuizo

a continuidade de seu tratamento na instituicao.

3. O voluntario sera submetido a puncédo de veia periférica do antebraco, com
material descartavel, para coleta de 5mL de sangue para andlise. A coleta de
sangue € de pequena quantidade e por isso dificiimente causara algum mal estar, no
entanto, podera haver dor no local da coleta e eventualmente um pequeno

hematoma.

4. As amostras serdo enviadas ao Laboratério do Nucleo de Pesquisas em
Oncologia, onde serao realizadas a extracao e a quantificacdo do DNA, a reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) e a analise molecular dos polimorfismos, além da
andlise estatistica.

5. Nao ha beneficio direto para o participante, pois se trata de um estudo
prospectivo, que testa a hipétese de que determinados polimorfismos genéticos
possam estar relacionados com o desencadeamento de hepatite medicamentosa

durante o tratamento para tuberculose.

6. Os participantes podem ter acesso em qualquer fase da pesquisa, aos
profissionais responsaveis pelo estudo, para esclarecimentos. O principal
investigador € a Dr? Sonia Elenita Lopes Valente, que pode ser encontrada no
endereco Rua dos Mundurucus, 4487, telefone: 3201-6795.
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7. Nao havera nenhum pagamento aos pacientes que concordarem em participar da
pesquisa, bem como os participantes da pesquisa nao terdo nenhum custo adicional

relacionado aos exames realizados.

8. As informacdes obtidas serdo analisadas em conjunto com outros pacientes, nao

sendo divulgada a identificacdo de nenhum paciente.

9. E garantida a liberdade da retirada de consentimento a qualquer momento e
desisténcia de participacdo do estudo, sem qualquer prejuizo a continuidade de seu

tratamento na instituicdo.

10. O paciente tem direito de querer ser mantido atualizado sobre os resultados que
sejam do conhecimento dos pesquisadores.

11. Nao h& despesas pessoais para o0 participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Se existir qualquer despesa adicional, ela sera

absorvida pelo orcamento da pesquisa.

12. Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelo procedimento proposto
neste estudo, o participante tem direito a tratamento médico na instituicdo, bem

como as indeniza¢fes legalmente estabelecidas.

13. Este termo de consentimento explica de forma clara o estudo que esta sendo
proposto e convida os individuos a participar. No entanto, se houver alguma duavida
estas poderdo ser esclarecidas pela equipe do estudo, através da Dr2 Sonia Elenita

Lopes Valente pelo telefone : 3201-6795.

14. A sua assinatura abaixo significa que vocé concorda em participar da pesquisa,
entendeu a informacdo que Ihe foi fornecida sobre o estudo e sobre este termo de

consentimento. Vocé recebera uma cépia deste termo de consentimento.

Assinatura do paciente Belém, / /

Assinatura de quem colheu o TCLE Belém, / /




ANEXO 2 — QUESTIONARIO CLINICO - EPIDEMIOLOGICO

1. NUmero de matricula:

2. Numero da amostra:

3. Nome:

4. Data de nascimento: / /

5. Naturalidade:

6. Procedéncia:

7. Género (1) masculino (2) feminino
8. Tosse seca (1)sim (2) ndo
9. Tosse produtiva (1) sim  (2) ndo
10. escarros hemoptéicos (1) sim  (2) nédo
11. hemoptise (1) sim (2) n&o
12.Febre (1) sim (2) néo
13.Emagrecimento (1) sim  (2) ndo
14.Tabagismo (1) sim (2) ndo
15.Etilismo (1) sim  (2) ndo
16.Hepatopatia (1) sim  (2) ndo

- hepatite B (1)sim  (2) ndo

- hepatite C (1)sim  (2) néo

- cirrose (1) sim  (2) ndo
17.Uso de outras medicagfes (1) sim  (2) ndo

- Quais?

18.Comorbidades (1) sim (2) ndo
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19.Diabetes (1) sim (2) nédo

20.HIV (1) sim  (2) néo

21.Doencas respiratorias (1) sim  (2) nédo
22.Doencas cardiovasculares (1) sim  (2) ndo

23.0utras comorbidades (1) sim  (2) ndo

- Qual?

24.Forma de TB atual (1) Pulmonar (2) Extra-pulmonar

25.Tipo de TB Extra-pulmonar :

26.Resultado de exames :
- TGO (1) Normal  (2) Alterado
- TGP (1) Normal  (2) Alterado
- BD (1) Normal (2) Alterado
- BT (1) Normal (2) Alterado
- Sorologia para Hepatite B (1) Normal  (2) Alterado
- Sorologia para Hepatite C (1) Normal  (2) Alterado

27.Hepatotoxicidade (1) sim (2) ndo

Responséavel pelo preenchimento:
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