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Resumo

O tratamento da tuberculose envolve uma associacéo de farmacos com ocorréncia de interacfes
entre si e outros farmacos. Seus efeitos adversos mais frequentes estdo relacionados a
hepatotoxicidade. A biotransformacéo de farmacos pode resultar na formacéo de metabdlitos
reativos capazes de produzir danos celulares, e tem sido considerada como um importante
processo da patogénese de algumas formas de hepatotoxicidade. Objetivos: Avaliar a
participacdo do estresse oxidativo em pacientes com hepatotoxicidade com medicamentos anti-
tb. Metodologia: Este estudo é tipo Caso Controle e para a Revisdo sobre hepatotoxicidade
como reacgdo adversa aos medicamentos anti-Th, foi realizado uma ampla busca no Portal da
Biblioteca Virtual da Saude (BVS) visando a disponibilidade de literatura em lingua portuguesa
e inglesa para encontrar artigos publicados até dezembro de 2014. Para a analise das enzimas
antioxidantes foram incluidos os pacientes atendidos no HUJBB no Ambulatdrio de Referéncia
Secundéria de Clinica de Pneumologia e internados na Clinica de Pneumologia, e 0s pacientes
atendidos no Ambulatério da Unidade Basica de Saude do Guama em Belém do Para.
Resultados: Conforme a revisdo da literatura sobre Reacdes adversas a medicamentos
antituberculosos, realizada em 2015 foi constatado que o comprometimento hepético esta entre
as reacOes adversas de maior incidéncia associada aos medicamentos anti-tuberculose no
cenario brasileiro, e que as reacdes adversas durante o tratamento da tuberculose sd&o um dos
principais fatores associa- dos ao abandono. Conforme as analises das enzimas antioxidantes,
Glutationa nos grupos Controle, grupo com hepatotoxicidade (PCH) e o grupo sem
hepatotoxicidade com medicamentos anti-TB (PCT) apresentaram medianas de niveis de
glutationa com valores de 221 nmol/mL, 227 nmol/mL e 236 nmol/mL, respectivamente. As
distri- buicdes da Catalase nos grupos controle, grupo com hepatotoxicidade (PCH) e o grupo
sem hepatotoxicidade com medicamentos anti-TB (PCT), apresentaram medianas de atividade
de catalase com valores de 213 nmol/mL, 319 nmol/mL e 2.035 nmol/mL, respectivamente. A
mediana dos niveis de antioxidantes da glutationa para o grupo PCT foi a maior, € ndo se
observou uma diferenca estatisticamente significante ao aplicar o teste ANOVA. As
distribuicbes da atividade da Catalase na populagdo de pacientes com TB nos grupos que
evoluiram com hepatotoxicidade (PCH) e os que evoluiram sem hepatotoxicidade (PCT) foram
aumentadas quando comparados com o0s voluntarios saudaveis. Particularmente, observou-se
uma diferenca estatisticamente significante da atividade da catalase no grupo (PCT) em relagéo
aos demais grupos. Concluséo: Os resultados sugerem que a hepatotoxidade nédo estd somente
associada as enzimas antioxidantes e novas analises com mais variaveis explanatorias devem
ser realizadas para entender este fendbmeno.

Palavras-chave: Tuberculose; Hepatopatias; Estresse oxidativo.



Abstract

Tuberculosis treatment involves a combination of drugs with possible interactions with each
other and other drugs. The most common side effects are related to hepatotoxicity. The
biotransformation of drugs may result in the formation of reactive metabolites that can produce
cellular damage which has been considered as an important process in the pathogenesis of
hepatotoxicity. Goals: Evaluate the role of oxidative stress in patients with hepatotoxicity that
have used anti-TB drugs. Methodology: To reach the first goal a Review of hepatotoxicity as
an adverse reaction to anti-TB drugs was performed. Such an review was done through a wide
search in the Portal of the Virtual Library of Health that targeted Portuguese and English
literature to find papers pub- lished until December 2014. On the other hand, a Case Control
study was performed to reach the second goal. For the analysis of antioxidant enzymes, patients
treated at HUJBB in Secondary Reference Clinic of Pulmonology Clinic and admitted in linica
of Pulmonology, and the patients seen at the Basic Health Unit Guama in Belém were included.
Results: As for the literature review, it was found that hepatic impairment is among the highest
incidence of adverse reactions associated with anti-tuberculosis drugs in the Brazilian scene
and adverse reactions during treatment of tuberculosis are one of the main factors associated
with therapy abandonment. Regarding the analysis of antioxidant enzymes, the analysis of
glutathione in the control group with hepatotoxicity (PCH) and the group without
hepatotoxicity with anti-TB drugs (PCT) achieved median glutathione levels of 221 nmol / ml,
227 nmol / ml, and 236 nmol / ml, respectively. The distribution of catalase in the control group
with hepatotoxicity (PCH) and the group without hepatotoxicity with anti-TB drugs (PCT)
showed medians of catalase activity with values of 213 nmol / ml, 319 nmol / ml and 2035 nmol
/ ml, respectively. The median levels of antioxidants glutathione to the PCT group was the
largest. However, glutathione levels were not statistically significant when applying the
ANOVA test. Distributions of catalase activity in the population of TB patients in the group
who developed hepatotoxicity (PCH) and that evolved without hepatotoxicity (PCT) were
larger when compared to healthy volunteers. In particular, there was a statistically significant
difference in catalase activity in the group (PCT) compared to the remaining groups.
Conclusion: The results suggest that hepatotoxicity is not only associated with antioxidants
enzymes and further analysis with more explanatory variables should be made to better
understand this phenomenon.

Keywords: Tuberculosis. Liver diseases. Oxidative stress.
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13
1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa e contagiosa causada principal-
mente pelo Mycobacterium tuberculosis. As micobactérias sao bacilos aerdbicos, pe-
guenos, em bastonetes e ndo esporulantes, ndo produz toxinase, é capaz de sobreviver no
interior de células fagocitarias, o que o caracteriza como um patdgeno intracelular
aerdébio estrito. Sua parede é constituida principalmente por &cidos micolicos,
formando uma barreira hidrofobica que confere resisténcia a dessecacdo e a desco-
loracdo por alcool e acido, sendo esta propriedade morfotintorial a mais importante
caracteristica diagndstica do bacilo. Em virtude disso, as micobactérias sdo também
denominadas Bacilo Alcool-Acido Resistentes (BAAR) (COSTA et al., 2013). A
Tuberculose é a segunda causa principal de morte dentre as doencas infecciosas no
mundo, depois do HIV, o que causou um numero estimado de 1,8 milhdes de mortes em
2008 (ORGANIZATION, 2011).

A tuberculose pode manifestar-se sob diferentes apresentac@es clinicas, as ma-
nifestacdes pulmonares sdo as mais frequentes, visto que o agente etiol6gico da doenga tem
maior predilecdo pelo pulmdo. No entanto, existe uma variedade de apresentacdes
extrapulmonares, de acordo com o 6rgdo acometido. Segundo estimativas da Organizacao
Mundial da Saude (OMS), um terco da populacdo mundial estd infectada pelo
Mycobacteriumtuberculosis,emrisco de desenvolveradoenga (ORGANIZATION, 2011).
A maioria das pessoas infectadas com M.tuberculosis apresentam uma infeccéo latente.
Aproximadamente de 5 a 10% dessas pessoas irdo sofrer uma reativacdo da infeccao e
apresentar tuberculose ativa (TB pds-primaria) que normalmente acontece em resposta a
perturbacdes do sistema imune (FLYNN; CHAN, 2001; CREVEL; OTTENHOFF; MEER,
2002).

O Brasil ocupa a 182 posi¢do em carga de tuberculose. Em 2015, foram notifica-
dos 23.161 casos novos de tuberculose, o que corresponde a 36,6% do total do pais. As
capitais Manaus-AM (98,3/100 mil hab.), Porto Alegre-RS (88,8/100 mil hab.), Recife-PE
(78,3/100 mil hab.) e Rio de Janeiro-RJ (66,8/100 mil hab.) destacaram-se por apresenta-
rem coeficientes de incidéncia que excederam o valor nacional (30,9/100 mil hab.). A
propor¢ao de abandono de tratamento de tuberculose no Brasil ainda é alta (11,0%) e,
com excecdo do Acre e do Amapa, esse resultado esta acima do que é preconizado pela
Organizacdo Mundial de Saude (>5%) em todas as demais Capitais Brasileiras
(GONZALES, 2016).
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O tratamento da tuberculose envolve uma associacdo de farmacos com
ocorréncia de interacdes entre si e outros farmacos. Seus efeitos adversos mais
frequentes estdo relacionados a hepatotoxicidade, manifestagdes cutéaneas variadas e
distlrbios neuroldgicos e gastrointestinais. O periodo minimo de tratamento para as
drogas preconizadas, como esquema inicial ou esquema basico dentre essas a
isoniazida (INH), rifampicina (RMP) e pirazinamida (PRZ) é de até seis meses e 0
danohepético poresses medicamentos no geral ocorre nos trés primeiros meses de
forma leve e moderada, sem necessidade da suspensao da terapia. Porém, em alguns
casos, no entanto, aparecem sérios danos hepéaticos com consequéncias fatais, sendo
que a susceptibilidade a esses efeitos hepatotoxicos relacionam-se os fatores idade,
sexo, ingestdo crénica de alcool, politerapia, polimorfismo genético e sistemas
enzimaticos envolvidos no metabolismo do farmaco (NICOLETTI, 2010; MADDREY,
2005; FERNANDEZ-VILLAR etal.,2004).

A biotransformacdo de farmacos pode resultar na formacdo de metabdlitos
reativos capazes de produzir danos celulares, e tem sido considerada como um impor-
tante processo da patogénese de algumas formas de hepatotoxicidade. Essas reacdes
sdo mediadas pelo complexo enzimético CYP450 e sdo classificadas como reacdes de
Fase | ou reacdes de Fase Il. As reacdes de Fase | convertem o farmaco original em um
metabdlito mais polar, através de oxidacdo, reducdo ou hidrélise. O metabdlito
resultante seria farmacologicamente inativo, menos ativo ou, as vezes, mais ativo que
a molécula original (no caso de pré-droga). Esse metabdlito pode ser eliminado ou
participar das reacdes de Fase Il. As reacdes de Fase Il, denominadas reacdes de
conjugacao ou sintese, envolvem a ligacdo do farmaco ou metabdlito priméario a um
substrato endégeno, como glicuronato, sulfato, acetato, aminoacidos ou glutadiona
(tripeptideo). Essas reac6es incluem reagdes de glicuronidacdo, metilagéo, sulfatacao,
acetilacdo, conjugacdo com glutationa, conjugacdo com glicina (BRUNTON; CHAB-
NER; KNOLLMANN, 2012).

Estudos demonstram a susceptibilidade genética da hepatotoxicidade na for-
macdo e acimulo de metabolitos reativos sdo fatores que contribuem para a lesao  dos
hepatdcitos por estresse oxidativo e o desenvolvimento de mecanismos de defesa
antioxidante celular que tentam impedir a lesdo celular. A Isoniazida é um dos me-
dicamentos anti-TB mais conhecido por sua hepatotoxicidade, tanto na utiliza¢éo isolada
para a profilaxia da Tuberculose Latente quando associado a Rifampicina. O mecanismo

do dano hepético - Hepatotoxicidade Induzida por Drogas (HID) é caracterizado pela
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producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) possivelmente derivados da
biotransformacéo da INH (KUMAR et al., 2010; CHOWDHURY etal., 2006; ZHAI et al.,
2008; RAMAPPA; AITHAL, 2013). Um ou mais desses metabolitos podem, portanto,
interagir com macromoléculas-alvo (DNA, RNA, proteinas, receptores), resultando em
efeito toxico. O local da toxicidade é geralmente aquele onde ocorre a metaboliza¢éo ou
excrecdo dos metabolitos (MITCHELL etal., 2012).

Os resultados negativos do tratamento da TB, além de causar danos individuais,
colocam em risco a saude publica, uma vez que podem proporcionar um prolon-
gamento da infec¢do, aumentando, dessa forma, a possibilidade de transmisséo de
bacilos multirresistentes. Em virtude disso, fatores associados ao insucesso do tra-
tamento tem sido pesquisado para aperfeicoar terapias e melhorar o prognostico
(RESENDE; SANTOS-NETO, 2015).

A realizacdo desse trabalho se justifica pela importanciado temaem relacéo a
doenca e a producdo de metabdlitos toxicos, assim como a escassa literatura de
relatos publicados sobre estresse oxidativo em seres humanos com hepatotoxicidade
em terapia aos medicamentos anti-tb. E importante ressaltar que na préatica clinica
identificar bioindicadores da hepatotoxicidade aos medicamentos anti-tb podera
contribuir na prevencao desses danos, reduzir a taxa de abandono, elevar a taxa de
adesdo e a efetividade da terapia medicamentosa e consequentemente reducao na

transmissao de bacilos multirresistentes a essas drogas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tratamento da Tuberculose: Esquema RHZE

O marco do tratamento e do controle da TB ocorreu em 1943, com a descoberta da
estreptomicina pelo americano Selman Waksman, sendo o primeiro antibidtico capaz de atuar
de maneira eficaz no combate a tuberculose. Apos esta descoberta, novos farmacos foram
utilizados com sucesso, destacando-se a Isoniazida (INH), em 1952; a Rifampicina (RPM), em
1965; o Etambutol (EMB), sintetizado em 1960 e empregado em 1968; e a Pirazinamida (PZA),
sintetizada em 1936 e utilizada em 1970 (SOUZA; VASCONCELOQS, 2005; MACIEL et al.,
2012).

No Brasil, desde 1979 o esquema terapéutico de primeira escolha para tuber- culose tem
aduracdo de seis meses e os farmacos utilizados sdo a Rifampicina, a Isoniazida, a Pirazinamida
e, desde 2009, o Etambutol. Atualmente o tratamento de primeira linha indicado pelo Ministério
da Salde para os casos de todas as formas de TB pulmonar e extrapulmonar consiste no uso de
dois meses de RPM, INH, PZA e EMB, na forma de um Gnico comprimido que apresenta quatro
drogas com doses fixas combinadas conhecido como (RHZE), seguido depois do uso de quatro
meses de RPM e INH (RH).

Os esquemas terapéuticos descritos na Tabela 1 mostram os respectivos tempos
de duracdo, adotados pelo Ministério da Saude para o tratamento da doenca no Brasil
ao longo dosanos.

Rifampicina — Possui atividade bactericida contra M. Tuberculosis pela ligacédo a
subunidade 3 da RNA polimerase e consequente inibicdo da transcricdo de RNA e
sintese proteica, dependente do DNA bacteriano. A biotransformacdo ocorre aproxi-
madamente 85% no figado através de enzimas microssomais integrantes do sistema
CYP450. A excrecao é por via biliar (60-65%). Parte da rifampicina (6-15%) é excretada,
ndo metabolizada e reabsorvida no intestino, aumentando progressivamente o nivel
sérico do farmaco. Ao final de aproximadamente 14 dias, ocorre a producéo de enzimas
gue aumentam o metabolismo do farmaco (autoinducdo metabolica), Uma menor parte
dofarmacoéexcretadapelaurina(ARBEX etal.,2010; ORGANIZATION, 2010).

Isoniazida—E uma pré-droga que necessita ser ativada pela enzima catalase/-

peroxidase (KatG)doM.tuberculosis,consequentemente produzindoradicaisreativos

de oxigénio (superoxido, peroxido de hidrogénio e peroxinitrato) e radicais organicos
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que inibem a formacéao de &cido micélico da parede celular, causando danos ao DNA
e subsequente morte do bacilo. A metabolizagédo é hepatica, por acetilagédo pela N-
acetiltransferase, que produz acetilisoniazida e acido isonicotinico. A velocidade dessa
acetilacdo é caracteristica genética de cada paciente.

A isoniazida é excretada por via renal (70-96%), gerando, na sua maior parte,
metabolitos inativos; 7% da isoniazida excretada na urina podem aparecer de forma
livre nos pacientes com acetilacéo rapida, e 37% dessa pode aparecer de forma conju-
gada nos pacientes com acetilacdo lenta. Uma pequena proporc¢ao € eliminada pelas
fezes (ARBEX et al., 2010; ORGANIZATION, 2010).

Pirazinamida — E outro pro-farmaco ativado pela pirazinamidase bacteriana,
0 que ocorre apenas em condicdes acidas (pH 5,5). O metabdlito ativo € o acido pirazi-
ndico que inibe a sintese de acidos graxos na M. tuberculosis. Este farmaco € utilizado
nos dois meses iniciais de tratamento, a fim de reduzir a duragéo da terapia, ndo sendo
utilizado de forma isolada. O mecanismo de acdo da pirazinamida ainda é pouco
conhecido. Supde-se que a pirazinamida penetre no bacilo de forma passiva, seja
convertida em acido pirazinoico pela pirazinamidase e atinja altas concentracdes no
citoplasma bacteriano em virtude de um ineficiente sistema de efluxo.

A pirazinamidaeliminaos bacilos, denominados persistentes e de fase de multi-
plicacdo esporadica na lesdo pulmonar por tuberculose. Esses bacilos sdo responsaveis
pela recaida bacteriolégica da tuberculose e a pirazinamida € o medicamento mais
eficaz para eliminar essa populacéo. Diante desta caracteristica a pirazinamida € co-
nhecida como a droga de poder esterilizante. A metabolizacdo é hepética e 70% da
droga é excretada pela urina (3% de forma ndo metabolizada), principalmente por
filtracdo glomerular. (ARBEX et al., 2010; ORGANIZATION, 2010).

Etambutol — O etambutol interfere na biossintese de arabinogalactano, prin-
cipal polissacarideo da parede celular da M. tuberculosis. Atua inibindo a enzima
arabinosil transferase codificada pelo gene embB, que media a polimerizagdo de ara-
binose para arabinogalactano A metabolizagdo é hepética, e 0 mecanismo principal é a
oxidacdo para um aldeido intermediério, seguido de conversdo para acido dicarboxi-
lico. Grande parte (50-80%) é excretada pela urina (a maior parte de forma inalterada e
8-15% como metabolitos) e 20% pelas fezes (ARBEX etal., 2010; ORGANIZATION, 2010).
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Tabela 1 — Esquemas terapéutica utilizados ao longo dos anos.

Ano Esquemas Terapéuticos Duracédo (meses)
1944 Estreptomicina 24
1952 SH 18
1964* SHP 18
1965 3SHP/3HP/6H 12
1971 3SHT/HT 12
1979 2RHZ/ARH 6
2009 2RHZE/4RH 6

(S) Estreptomicina

(H) 1soniazida

(P) Acido para-amino salicilico
(T Tiacetazona

(2) Pirazinamida

(R) Rifampicina

(E) Etambutol

* Em 1964, a CNCT padronizou os esquemas terapéuticos para o
tratamento de tuberculose em todo o Brasil. Fonte: MACIEL et al,
2012, p. 229.

2.2 ReacOes Adversas a Drogas: hepatotoxicidade e o papel dos anti-TB nesse
contexto

As reacOes adversas causadas pelos farmacos anti-TB contribuem
significativa- mente para a ndo aderéncia ao tratamento, o que diminui sua efetividade
e aumenta o surgimento de resisténcia as drogas (NICOLETTI, 2010). Estudo sobre
perfil das reagbes adversas como causa de internacdo demonstrou que O grupo
farmacologico mais frequente, possivelmente relacionados com a causa de admisséo
hospitalar foram os antituberculosos (SILVAetal., 2014).

Em relagdo aos medicamentos anti-tb, em ordem crescente de intensidade, as
drogas Rifampicina, Isoniazida e Pirazinamida sdo potencialmente hepatotdxicas, e
esta acdo aumenta quando administradas em conjunto, pois, estes farmacos apre-
sentam interacdo entre si e com outras drogas (SIQUEIRA et al., 2010; TIMBRELL,;
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PARK;HARLAND, 1985; NICOLETTI,2010). O Etambutol nogeral é bemtoleradoe
considerado ndo hepatotdxico (ORGANIZATION, 2010; RAMAPPA; AITHAL, 2013).

A hepatotoxicidade € definida por diversos autores como 0 aumento dos valores
de aspartate aminotransferase (AST) e/ou alanine aminotransferase (ALT) em trés vezes
do limite superior normal (LSN) com ou sem sintomas de hepatite (COCA etal., 2010;
LIMA; MELO, 2012; NADER et al., 2010; POSSUELO et al., 2008; SALLES et al., 2002;
VIEIRA; GOMES, 2008). Alguns acrescentam em sua definicdo o aumento nos valores
de bilirrubina total de no minimo duas vezes do LSN (COCA et al., 2010; NADER et al.,
2010; POSSUELDO et al., 2008). A hepatotoxicidade pode ocorrer por varias vias no
processo da biotransformacao das drogas como mostra a Figura 1.

RECEPTOR PREGNANO X

TRANSPORTADORES FASE 1, 2 ENDIMAS
ABCEL [ATP-BINDING CASSETTE IN-ACETILTRANSFERASE 2,
SUSFAMILY B, MEMBER 1) ATOCROMO PA)OZ.EJ.]
DUTOS DE METABOLITOS ACUMULAGAO DE ;
J ABOLITOS DROGAS
[ DE DROGAS METABOLITOS DE DROGAS o PR ]

Je—raam s |

| |

MODUI Do
ey
€—  MAGNITUDE DA [ RESPOSTA IMUNE INATA ] APOPTOSE/NECROSE
RESPOSTA IMUNE

v
l l P FALHA DA REGENERACAD
- { ACETIL ASE]

v
RESPOSTA IMUNE ADAPTATIVA

Figura 1 — Modelo hipotético envolvidos na patogénese da hepatotoxicidade dos anti- TB
Fonte: Adaptado de VIDYASAGAR RAMAPPA, 2012.

Aproximadamente 5% dos pacientes com TB e em uso do esquema basico
apresentam elevacdo das enzimas hepaticas sem manifestacéo clinica, que diminui

espontaneamente no decorrer do tratamento por adaptacéo do figado aos medicamen-
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tos, sem necessidade de suspensao da terapia. Em alguns casos, no entanto, aparecem
sérios danos hepaticos, podendo levar a insuficiéncia hepatica, com necessidade de
transplante de figado, até consequéncias fatais. Dessa forma, o tratamento devera ser
interrompido quando os valores das enzimas atingirem trés vezes o valor normal, com
inicio de sintomas, ou logo que a ictericia se manifeste, encaminhando o doente a
uma unidade de referéncia secundéaria para acompanhamento clinico e laboratorial,
além da adequaco do tratamento, caso seja necessario (EPIDEMIOLOGICA, 2011;
NICOLETTI,2010; SIQUEIRAetal.,2010).

A maioria dos medicamentos anti-tuberculose de primeira linha séo lipofilicos e
sua biotransformacdo envolve a sua conversdo em compostos solUveis em &gua e
posterior eliminacdo. A hepatotoxicidade associada a esses medicamentos possivel-
mente envolve a formacgdo e acumulacdo de metabolitos reativos e ndo do efeito direto
do proprio farmaco (KNOWLES; UETRECHT; SHEAR, 2000).

A hepatotoxicidade induzida pela rifampicina € desconhecida e ndo ha evidén-
cias quanto a existéncia de um metabdlito toxico. A rifampicina caracteriza-se como um
potente indutor do sistema CYP450 no figado, o que aumenta o metabolismo de varios
outros compostos, incluindo a Isoniazida. O uso combinado de rifampicina e isoniazida
foi associado com risco elevado de hepatotoxicidade. A rifampicina induz a hidrdlise da
isoniazida, o que aumenta a producdo de hidrazina, quando os dois farmacos sdo
combinados (especialmente em acetiladores lentos). Além disto, a rifampicina
interage com farmacos anti-retrovirais e altera os niveis plasmaticos destes farmacos,
bemcomooriscodehepatotoxicidade (NICOLETTI,2010).

A hepatotoxicidade da isoniazida quanto a sua patogénese na hepatite induzida por
essa droga € proposto em varios estudos que o metabolismo da INH seria responsavel
pela formacdo de compostos hepatotoxicos e que a RMP, potente indutor de CYP2EL,
aumenta a toxicidade da INH por aumento da producdo desses metabdlitos reativos
(SHARMA, 2004; DOUGLAS; MCLEOD, 1999; SKAKUN; SHMAN’KO, 1985; REY etal.,
2001). AINH é acetiladaem acetil-isoniazidae, posteriormente, hidrolisadaem acetil-
hidrazina e &cido isonicotinico. A acetil-hidrazina é hidrolisada em hidrazina ou
acetilada em diacetilhidrazina. Uma pequena parte da INH é diretamente hidrolisada
em &cido isonicotinico e hidrazina, e esta via é de maior significancia para 0s
acetiladores lentos do que para os rapidos. Estudos sugerem que a hidrazina seria o
principal metabdlitorelacionadoahepatotoxicidade induzidapelaINH, esse processo é
descritonaFigura2 (ELLARD, 1976; KASHUBA etal., 1998; NICOLETTI, 2010).



21

ISONIAZIDA o Acetil d i \
= cetil-isoniazida /

Ligagdo covalente a
2 \
( macromoléculas |

\ (NECROSE HEPATICA) /

A
/

/
’

NAT2 CYP2E1
Hidrazina > Acetil-hidrazina | —————
Oxidagtio Hepatotoxinas

(agentes acilantes e alquilantes)

Hidrélise Hidrolise

. GST Conjugagdo
NAT2 | Acetilagdo

Excrecao

Diacetil-Hidrazina

(n3o-toxico)

Figura 2. Metabolismo da isoniazida no figado.
Fonte: Mitchell et al., 1976 apud Teixeira, 2009

A pirazinamida € um derivado do &cido nicotinico, com estrutura molecular
similar a da isoniazida, é a mais hepatotdxica dentre os demais medicamentos citados.
Por isso, é essencial a observacédo das doses da droga ajustada ao peso do paciente.
O comprometimento hepatico é raro se administrada nos limites de 35 mg/kg ao dia
(ARBEX et al., 2010).

No Brasil, o Ministério da Saude divide as reagcfes adversas aos medicamentos
anti-TB em dois grandes grupos, considerando a gravidade: efeitos adversos menores
e efeitos adversos maiores. Os efeitos menores ocorrem em 5 a 20% dos casos, nao
implicam modificacdo imediata do esquema padronizado e, em sua maioria, requerem
medidas que podem ser tomadas em unidades basicas de saude. Os efeitos maiores sdo
menos frequentes, ocorrem em 3 a 8% dos casos, e implicam interrupgao ou alteracéo
do tratamento, demandando atendimento especializado nas Unidades de Referéncia
Secundaria (EPIDEMIOLOGICA, 2011).
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2.3 Estresse Oxidativo e Sistemaantioxidante

O Estresse Oxidativo é definido como o0 evento que ocorre em organismos aero-
bicos, caracterizado pelo desequilibrio entre a proporcéo de espécies reativas geradas e
sua degradacdo, de modo que estas moléculas ndo séo eficientemente neutralizadas,
levando ao acimulo de danos oxidativos em uma grande variedade de macromolé-
culas, resultando em alteracdo de processos metabolicos normais e perda de fungéo
fisiologica(SIES, 1991; SOHAL; WEINDRUCH, 1996).

As espécies reativas derivadas do oxigénio (ERO) apresentam propriedades
oxidantes, como o perdxido de hidrogénio ou redutoras como o anion superéxido
(THORPE et al., 2004; TEMPLE; PERRONE; DAWES, 2005). Essas especies reativas
podem se originar de fontes endégenas como a cadeia de transporte de elétrons mito-
condrial, peroxissomal e microssomal, enzimas citoplasmaticas e fagociticas, assim
como de fontes exdgenas como 0s xenobioticos (farmacos e substancias quimicas
ambientais), luz ultravioleta, entre outros, as quais podem gerar radicais livres que ndo
sdo espécies reativas do oxigénio, mas produzem efeitos semelhantes (MITCHELL et
al., 2012). O sistema de defesa antioxidante do organismo, tem como principal funcéo,
inibir ou reduzir os danos causados as células pelas espécies reativas de oxigénio.
Um agente antioxidante regenera um substrato ou previne significativamente a oxi-
dacdo do mesmo, mantendo desta forma o equilibrio dos processos de oxi-reducédo
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015; HICKS; TORRES-RAMOS; SIERRA-VARGAS,
2006).

O desequilibrio entre as ERO e os agentes antioxidantes geram metabdlitos es-
pecificos que podem ser utilizados como biomarcadores de estresse oxidativo, através
de sua identificacéo e quantificacdo (BARBOSA etal., 2010).

Os processos antioxidantes para impedir o acumulo das espécies reativas sao
classificados em enzimaticos, como as enzimas a superoxido dismutase (SOD),
glutationa peréxidase (GSH-Px), catalase (CAT). E os ndo enzimaticos destacam-se: 0
acido ascorbico (vitamina C), tocoferol (vitamina E), glutationa reduzida (GSH),
carotendi- des, flavonoides, acido Urico, R-caroteno, além de proteinas de transporte de
metais  de transi¢cdo, como a transferrina (transporte do ferro) e ceruloplasmina
(transporte docobre) (HALLIWELL; GUTTERIDGE,2015;BARBOSAetal.,2010; ATTRI
etal., 2000; HICKS; TORRES-RAMOS; SIERRA-VARGAS, 2006). A formac&o de espécies

reativas e a defesa antioxidante na lesao celular € ilustrado na Figura 3.
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Fonte: Robbins & Cotran - Bases Patologicas das Doengas, 7a Ed.

Superoxido dismutase (SOD) tem papel fundamental na defesa do organismo
contra as espécies reativas de oxigénio, pois, atua na remocao do radical superoxido.
Esta enzima é uma metaloproteina, que esta presente no organismo dos mamiferos
em trés isoformas: superoxido dismutase dependente de cobre e zinco (CuzZnSOD),
superoxido dismutase extracelular (EcSOD) e superdxido dismutase dependente de
manganés (MnSOD)(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Estas isoformas apresentam
conformac®es diferentes, porém exercem a mesma funcédo: sdo responsaveis pela
dismutagdo do O2.— em H202 e H20 (MCCORD; FRIDOVICH, 1969; MACKMAN, 2004).

A glutationa é um tripeptideo soltvel em &gua, composto de acido glutamico,
cisteina e glicina. Atua na detoxificacdo de uma variedade de compostos eletrofilicos e
peroxidos via catalisagdo por glutationa S-transferase (GST) e glutationa peroxidase
(GSH-PX) anderson1998glutathione. E um marcador da satde celular e sua reducéo é
indicativo de lesdo oxidante. E um tripeptideo composto de aminoécidos ndo essenci-

ais, descrita como um importante agente antioxidante. A glutationa desempenha papel
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central na biotransformacéo e eliminagdo de xenobidticos, assim como na defesa das
células contra o estresse oxidativo (MITCHELL et al., 2012).

Existem doistipos de glutationa peroxidase, um € selénio dependente, enquanto
que o outro ndo. O tipo selénio dependente € capaz de reduzir qualquer hidroperéxido
organico, além do H202 (perdxido de hidrogénio). O segundo tipo que nédo é depen-
dente de selénio, tem capacidade de reduzir qualquer hidroperdxido organico menos o
H202. (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015).

A enzima catalase esta presente na maioria das células aerdbicas, sendo que em
animais se encontra principalmente no figado, rins e eritrocitos. Esta enzima é uma
heme-proteina tetramérica, considerada a principal responsavel pela degradacdo do
H202 de organismos aerobicos e anaerdbicos (SWITALA; LOEWEN, 2002). E expressa
em todos os tecidos, sendo encontrada em elevadas quantidades, no figado, eritrécitos e
rins (SCHISLER; SINGH, 1987; DEISSEROTH; DOUNCE, 1970). A catalase evita o
acumulo de metahemoglobina e decompde o peréxido de hidrogénio, um produto
toxico do metabolismo, em agua e oxigénio molecular (HALLIWELL; GUTTERIDGE,
2015).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral
Avaliar a participagdo do estresse oxidativo em pacientes com

hepatotoxicidade com medicamentos anti-tb.

3.2 Especificos
+ Revisar publicacdes sobre hepatotoxicidade como reacédo adversa aos medica-
mentos anti-TB no cenério brasileiro.
+ Medir a atividade das enzimas antioxiditantes em pacientes com hepatotoxici-

dade pelo tratamento com medicamentos anti-tb:

- Medir a atividade enzimatica da Catalase (CAT) como marcadores de es-
tresse oxidativo em pacientes com hepatotoxicidade pelo tratamento com
medicamentos anti-TB e comparar com os que ndo desenvolveram hepato-
toxicidade e individuos controles saudaveis.

- Medir os niveis de Glutationa como marcador de estresse oxidativo em
pacientes com hepatotoxicidade pelo tratamento com medicamentos anti-
TB e comparar com individuos que ndo desenvolveram hepatotoxicidade e

individuos controles saudaveis.
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4. MATERIAISE METODOS

4.1 Areade abrangéncia do estudo

Este estudo é do tipo Caso Controle tendo como variavel dependente o grupo de
pessoas participantes, e varidvel independente as enzimas antioxidantes Glutationa e
Catalase. A pesquisa foi desenvolvida no Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto-
HUJBB. Este hospital € Referéncia para doencas infecciosas e parasitarias (adulto e
pediétrico), doencas pulmonares (adulto e pediéatrico), além, de realizar atendimento a
pacientes clinicos (adultos) e cirargicos (adultos). Esta localizado nacidade de Belém
do Para dispondo de 196 leitos distribuidos em 08 unidades de internacdo com as
seguintes competéncias, quanto a tuberculose como Referéncia Secundaria de acordo
com as recomendacdes do Manual de Controle da Tuberculose do Ministério da Saude
do Brasil.

1. Elucidacdo diagnéstica: Estabelece diagnostico diferencial de tuberculose pulmo-
nar negativa ao exame direto do escarro e de casos com apresentacdo radioldgica
atipica, bem como auxilia o diagndstico das formas extrapulmonares.

2. Intolerancia aos medicamentos: Orientar o correto manejo de efeitos adversos
maiores, de acordo com as recomendacfes do Ministério da Saude, tratando e

acompanhando os casos de mudanca de esquema.

4.2 Revisdo sobre hepatotoxicidade como reacao adversa aos medicamentos anti-
tb
Foi realizado uma ampla busca no Portal da Biblioteca Virtual da Saude (BVS)
visando a disponibilidade de literatura em lingua portuguesa e inglesa para encontrar
artigos relacionados com RAM por medicamentos anti-TB no Brasil, publicados até
dezembro de 2014. Foi utilizado os descritores Tuberculosis and Brazil em inglés e
Tuberculose e Brasil em Portugués. E selecionados todos 0s artigos com esses descri-
tores dentro de titulo, palavras-chave e resumos. Todos os estudos sobre pacientes
com TB ativa ou latente, independentemente do padréo de resisténcia e tambémem
pacientes com outras comorbidades foram considerados e incluidos todos os estudos
que abordavam temas relacionados a reagdo adversa, efeito colateral, efeito adverso e
hepatotoxicidade relacionados aos medicamentos anti-TB; e que incluam pacientes

brasileiros tendo como sujeito da pesquisa, adultos, criancas e idosos. Assim como,
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estudos que incluiram pacientes além da populacdo brasileira, mas relacionados a
reacdo adversa, efeito colateral, efeito adverso e hepatotoxicidade.

Foram excluidos os estudos que ndo abordavam eventos associados a RAM
ou de laboratorios especificos devido aos medicamentos anti-TB; artigos que nao
demonstravam informacdes com eventuais anomalias de RAM ou de laboratérios
especificos devido aos medicamentos anti-TB; estudos com animais; e apenas com
pacientes ndo-brasileiros. Também foram excluidas cartas, relatos de caso e resumos
de seminarios, relatérios organizacionais, opinides ou papéis editoriais, capitulos de
livros, bem como artigos em outros que ndo o idioma Inglés ou portugués. Além disso,
foram excluidos estudos que so incluiram resultados gerais do tratamento da TB, e

estudos que relataram RAM associados avacinacdo com BCG.

4.3 Obtencéo das amostras de sangue

Para a realizacdo deste estudo, foram incluidos os pacientes atendidos no
HUJBB no Ambulatério de Referéncia Secundaria de Clinica de Pneumologia e in-
ternados na Clinica de Pneumologia, e os pacientes atendidos no Ambulatério da
Unidade Basica de Saude - UBS do Guama em Belém do Para, os quais assinaram por
livre e espontanea vontade o termo de consentimento livre e esclarecido (Apéndice A).
Os voluntarios foram esclarecidos quanto o objetivo do estudo e finalidade dos re-
sultados, obedecendo aos Aspectos Eticos e Legais da Resolucdo 466/12. Os mesmos
foram divididos em dois grupos: pacientes em tratamento com medicamentos anti-TB
apresentando hepatotoxicidade (grupo PCH) e pacientes em tratamento com medi-
camentos anti-TB sem hepatotoxicidade (grupo PCT). Para a alocagdo em um destes
grupos levou-se em consideracdo o exame laboratorial da Transaminase Glutdmico
Oxalacética (TGO) e Transaminase Glutdmico Piravica (TGP), independentemente do
tipo de Tuberculose.

As amostras foram coletadas mediante os resultados dos exames TGO e TGP
apresentados em consulta médica e no momento da administracdo da dose super-
visionada realizada na UBS do Guama em ambos os grupos foram coletados 4,0 mL
de sangue venoso com anticoagulante (EDTA) e em seguida imediatamente transpor-
tados para o Instituto de Ciéncias Biologicas para o Laboratorio de Neuroquimica
Molecular e Celular— LNMC da Universidade Federal do Para paraanalise daatividade
de enzima Catalase (CAT), os niveis de glutationa. O grupo controle foi constituido

de voluntarios saudaveis e que se enquadravam nos critérios de exclusdo tambéem
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estabelecidos aos pacientes em tratamento com medicamentos anti-tb. As amostras
coletadas foram utilizadas somente para atender os objetivos desta pesquisa.

Considerando o padrdo hepatocelular da lesdo hepatica observado na
toxicidade por isoniazida, rifampicina e pirazinamida em que ha uma elevacéao inicial
predominante de alanina aminotransferase, o critério de hepatotoxicidade adotado foi
gue os valores das enzimas TGO e TGP atingissem um valor acima do valor Limite
Superior Normal, com inicio de sintomas, ou logo que a ictericia se manifestasse e
guanto da interrupcdo do tratamento e o encaminhamento do paciente para o HUJBB
para acompanhamento clinico e laboratorial, além da adequacéo do tratamento, caso
seja necessario. (EPIDEMIOLOGICA, 2011; NAVARRO; SENIOR, 2006).

Foram excluidos do estudo, Pacientes com tuberculose Multirresistentes —- TBMR,

HIV positivo e Pacientes oncolégico (a fim de evitar que esses fatores possam interferir
nos parametros estudados). Como critério de inclusdo na pesquisa tanto os indivi-
duos do grupo controle quanto os em terapia com medicamentos anti-TB deveriam
apresentar as seguintes caracteristicas: individuos de ambos os sexos e idade a partir de

18anos.

4.4 Preparacéo dasamostras

Os eritrocitos foram separados do plasma por centrifugacdo no tempo de 5 minutos a
1.500 RPM a 40C. Em seguida os eritrdcitos foram lisados utilizando agua destilada em diluicéo
de 4X e centrifugado em 10.000 RPM a 40C por 15 minutos, essas amostras foram reservadas
para as analise da Catalase — CAT, e Glutationa. Para a analise da glutationa foi realizado a
desproteinizacgdo dos eritrocitos com o &cido tricloro acético a 15% com agitacdo no Thermo-
Shaker a 1.500 RPM em 1 minuto a 40C com descanso de 20 minutos. Apos esse descanso as
amostras eram levadas para centrifugacdo a 6.000 RPM em 20 minutos a 40C e reservadas para

a analise.

4.5 Analise laboratorial deamostras

4.5.1 MedicaodaatividadeenzimaticadaCatalase (CAT)
Foi utilizado a funcdo de peroxidase da CAT para a determinacao da sua ativi-
dade enzimética. A CAT também demonstra atividade de peroxidase. Essa anélise foi
adaptada do protocolo Catalase Assay Kit (Cayman Chemical Company, 2010), onde é

avaliada a atividade da CAT pelo seu papel de peroxidase na presenca de metanol, for-



25

mando formaldeido e agua como produto final, conforme reacéo descrita na Figura 4. A
producdo de formaldeido foi medida colorimetricamente com 4-amino-3hydrazino- 5-
mercapto-1,2,4-triazol (purpald) como cromogeno, em espectrofotbmetro em com-

primento de onda (540nm).

Catalase

(Catalytic Activity) 2H,0, ——— 0,+2H,0
(Peroxidatic Activity) ~ H,0,+AH, —2ta3%€ | A 9H,0

Figura 4 — Reagdo Catalase

Fonte: Cayman Chemical Company, 2010

Glutathione Reductase

GSSG » 2 GSH

TNB GSH DTNB

Glutathione|Reductase

GSTNB TNB

Figura 5 — Reagédo Glutationa
Fonte: Cayman Chemical Company, 2010

4.5.2 Medicao dos niveis de glutationa
A determinagdo dos niveis intracelulares da forma reduzida de glutationa (GSH)
baseia-se na capacidade da GSH em reduzir o é&cido-5,5-ditiobis-2-nitrobenzdico
(DTNB) para acido nitrobenzéico (TNB), conforme reacéo descrita na Figura 5. O TNB
é¢ um produto de cor amarelo o qual foi medido por espectrofotometria a 412 nm.
Conforme protocolo adaptado do Glutathione Assay kit (Cayman Chemical Company,
2012).
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4.6 Andlise estatistica

Umavez calculados os niveis de glutationa e catalase para os grupos PCH, PCT
e controle (sujeitos saudaveis), utilizou-se graficos do tipo boxplot para apresentar
as distribuicdes de niveis de glutationa e catalase por cada grupo. Para verificar a
significancia estatistica das distribuicdes de niveis de catalase e glutationa, utilizou-se
primeiramente o teste ANOVA (DUNN; CLARK etal., 1974). Aescolhadoteste ANOVA
sucedeu-se apos a execucdo do teste de Shapiro (SHAPIRO; WILK, 1965) para verificar
se os dados provavelmente seguem umadistribuicdo normal (gaussiana). A Tabela 2
mostra os p-valores obtidos para os testes de Shapiro para cada distribuicdo de niveis
de glutationa e catalase por grupos de analise. Observa-se que todos os p-valores
obtidos foram maiores do que 0.05, o que indica que os dados coletados provavelmente

seguem uma distribui¢@o normal.

Tabela 2 — VValores do teste de Shapiro para verificar se os dados utilizados

provavelmente seguem uma distribuicdo normal.

Glutationa Catalase
Controle p—valor=0.4487 p—valor=0.6065
PCH p—valor=0.4374 p—valor=0.1546
PCT p—valor=0.3532 p—valor=0.4429

Apos a execucgdo dos testes ANOVA, em caso de se obter um p-valor significativo
para as distribuicdes analisadas, executou-se um teste post-hoc Tukey HSD (ABDI;
WILLIAMS, 2010), cujo objetivo é identificar em comparacdes par a par quais 0s grupos
de analise que diferem com uma significancia estatistica em relacdo aos demais. Os
testes Tukey HSD e ANOVA sdo robustos contrao erro estatistico Tipo | que se refereao
aumento das chances de erro quando se executam varios testes t-student, por exemplo
(SIMES, 1986).

Todos os testes estatisticos foram executados utilizando a ferramenta R. A
ferramenta R é uma biblioteca de métodos estatisticos robusta e de cédigo aberto

amplamente utilizada pela comunidade cientifica.
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4.7 Aspectos éticos

O estudo foi submetido & aprovacio pelo Comité de Etica e Pesquisa - CEP do
Hospital Universitario Jodo de Barros Barreto, conforme Resolucéo 466/12 do Conselho
Nacional de Saude, aprovado sob o parecer n°® 527.470 e Certificado de Apresentacdo
para Apreciacdo Etica (CAAE) n°19060113.1.0000.0017. (Anexo A) E com autoriza¢io
emitida pela Comissédo de Analise de Projeto de Pesquisa-CAPP do Municipio de Belém-
Pardem 01 de dezembro de 2015 (Anexo B).



1 <https://www.r-project.org/>
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5. RESULTADOS

A partir da reviséo da literatura sobre Reacbes Adversas a medicamentos antitu-
berculosos, realizada em 2015 foi possivel constatar que o comprometimento hepatico
esta entre as reacdes adversas de maior incidéncia associada aos medicamentos anti- TB
no cenario brasileiro, e que as reac6es adversas durante o tratamento da tuberculose sdo um
dos principais fatores associados ao abandono. E dentre as reacBes adversas hepéticas,
destaca-se a hepatotoxicidade como a de maior gravidade. Esta revisao foi submetida para
publicacdo como Artigo tendo seu aceite na International Journal of Clinical Toxicology
(Apéndice B)

A coleta das amostras ocorreu no periodo de abril de 2015 a abril de 2016. Neste
periodo foram obtidas 18 amostras. Sendo nove amostras de paciente atendidos no
ambulatorio do HUJBB com hepatotoxicidade pelos medicamentos anti-TB e nove
amostras de pacientes atendidos na UBS do Guama sem hepatotoxicidade, mas em
terapia com medicamentos anti-TB e dez amostras de voluntarios saudaveis sem uso de
medicamentos anti-tb.

As amostras dos pacientes com hepatotoxicidade foram obtidas na sua maioria dos
pacientes atendidos no Ambulatorio de Referéncia secundéaria de Clinica de Pneumologia
do HUJBB. Dos 652 pacientes atendidos no ambulatério, 11 evoluiram com quadro de
hepatotoxicidade no periodo da coleta da amostra, somente sete pacientes participaram da
pesquisa conforme os critérios de inclusdo. Duas amostras foram obtidas de dois pacientes
com hepatotoxicidade internados na Clinica de Pneumologia.

A Tabela 3 caracteriza os grupos da pesquisa considerando os tipos de tuber-
culose e 0 esquema de terapia anti-TB utilizada. Ja a Tabela 4 caracteriza os grupos de
participantes da pesquisa pelo Género e Idade. A Tabela 5 mostra os limites de TGO e
TGP da populagédo atendida no Ambulatério de Referéncia do HUJBB que foi
selecionada para a pesquisa pela apresentacéo da hepatotoxicidade.

Tabela 3 — Caracterizacdo dos pacientes em terapia com medicamento anti-TB.
Belém (PA) — 2016

Com hepatotoxidade Sem hepatotoxidade
Tipo da Homens Mulheres Esquema  Homens Mulheres Esquema
TB pulmonar 4 1 RHZE 6 3 RHZE
TB miliar 1 0 RHZE 0 0 -
TB latente 0 1 H 0 0 -
TB pleural 0 1 RHZE 0 0 -
TB laringea 1 0 RHZE 0 0 -
Total 6 3 6 3
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Tabela 4 — Perfil dos participantes da pesquisa. Belém (PA) — 2016

Variaveis Com hepatotoxidade (%) Sem hepatotoxidade (%)  Saudaveis (%)

Género
FEM 3 (33,3%) 3 (33,3%) 8 (80)
MAS 6 (67,7%) 6 (67,7%) 2 (20)
Total 9 (100%) 9 (100) 10 (100)
Idade
18-30 5 (55,6%) 2 (22,2%) 8 (80%)
31-40 1(11,1%) 3 (33,3%) 2 (20%)
41-50 1(11,1%) 3 (33,3%) -
> 50 2 (22,2%) 1(11,1%) -
Total 9 (100%) 9 (100%) 10 (100%)
Tabela 5 — Valores de TGO e TGP. Belém (PA) — 2016
Valores Com hepatotoxidade Sem hepatotoxidade
TGO (%) TGP (%) TGO (%) TGP (%)
<LSN 3(33,3) 0 (0) 9 (100) 9 (100)
>L SN <2X LSN 2(22,2) 3(33,3) 0 (0) 0 (0)
>2X LSN 3(33,3) 3(33,3) 0 (0) 0 (0)
> 3X LSN 1(11,1) 2(22,2) 0 (0) 0 (0)
>5X LSN 0 (0) 1(11,1) 0 (0) 0 (0)
9 (100) 9 (100) 9 (100) 9 (100)

As amostras dos pacientes com hepatotoxicidade (PCH) foram pareadas com as
amostras dos pacientes em tratamento com medicamentos anti-TB (PCT) coletadas na
US do Guamae com as das pessoas saudaveis (Controle). Os Boxplots das Figuras6 e 7
mostram as distribui¢cdes dos niveis de Glutationa e atividade da enzima Catalase nos
grupos analisados. Observa-se que as distributi¢cdes dos niveis de Glutationa ndo foram
significativamente diferentes. Embora as medianas para o Grupo de PCH, PCT e
controle tenham sido diferentes: 227 nmol/mL, 236 nmol/mL e 221, respectivamente,
obteve-se um p-valor de 0.5657 (néo significativo) ao executar-se o teste ANOVA. Em
contrapartida, as distribuicbes dos niveis da Catalase foram significantes. A
distribuicdo da atividade da catalase para o grupo PCT é visivelmente mais elevada
que aos demais grupos. Por sua vez, o grupo PCH apresenta uma distribuicdo de niveis
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de catalase maior que o grupo controle. De fato, ao se executar o teste ANOVA, obteve-
se um p-valor estatisticamente significativo de 1.093e-09. Por conta disto, executou-se
o teste post-hoc Tukey HSD para verificar a significancia estatistica das diferencas
entre 0os grupos de maneira par a par. O grupo PCT apresentou diferencas
estatisticamente significativas quanto comparado com os demais grupos (p-valoresde
<0,0001),enquanto que ao secompararosgruposPCHecontrole, obteve-se um p-valor
nao significativo de 0.81. Os grupos controle, PCH e PCT apresentam medianas de niveis

de glutationa com valores de 221, 227 e 236, respectivamente.

250-

200-

Nivel de glutationa (nmol/mL)

controle PCH PCT

Grupos

Figura 6 — Distribui¢des dos niveis de glutationa nos grupos analisados.

Tais resultados, em uma primeira analise, sugerem uma inexistente relacao entre
0s niveis de antioxidantes com o desenvolvimento da hepatotoxidade. Contudo, ao
considerar-se que os medicamentos anti-TB devem ser suspensos quando se identifica
gue um paciente evoluiu para um quadro de intolerancia e ou hepatotoxicidade
(EPIDEMIOLOGICA, 2011), tal procedimento pode explicar o motivo pelo qual as
distribuicdes de antioxidantes no grupo PCH ndo foram estatisticamente diferentes
(embora maiores) em relacdo ao grupo controle tanto em termos de niveis de glutationa
quanto da atividade da catalase. Por exemplo, a suspencdo dos medicamentos anti-TB
também pode causar a diminui¢do da producdo de metabdlitos reativos, o que pode

causar a ndo producao de altos niveis de antioxidantes. Ja a alta atividade da catalase
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observados no grupo PCT podem ser explicados pela continuidade do uso  dos
medicamentos anti-TB, ou seja, pela producdo de metabdlitos reativos.

Outro fator que pode influenciar os resultados observados é o tamanho das
amostras utilizadas na presente pesquisa. Por exemplo, é interessante perceber que as
medianas de niveis de antioxidantes tanto em termos de glutationa quanto em termos
de catalase sdo maiores que as do grupo controle, embora sem uma  significancia

estatistica.
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Figura 7 — Distribuicdes da atividade da catalase nos grupos analisados.

Os grupos, controle, PCH e PCT apresentam medianas de niveis de catalase
com valores de 213, 319 e 2.035, respectivamente. E possivel que o aumento destas
amostras em pesquisas futuras podem resultar em, de fato, diferencas significativas
entre os grupos e esclarecer mais aspectos da possivel relacdo entre a agressdo dos
medicamentos anti-TB e o papel do estresse oxidativo na inducé@o para o quadro de
hepatotoxicidade. No mais, é interessante observar que os niveis de Catalase sao
consideravelmente superiores nos pacientes que estao sob o efeito dos medicamentos
anti-TB e essas diferencas podem resultar também pelas caracteristicas individuais de

cada sujeito participantes desta pesquisa.
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6. DISCUSSAO

Primeiramente sera discutido a questao da hepatotoxicidade dos medicamen-
tos produzidos pela terapia anti-tb, uma vez que a presente pesquisa utiliza as drogas
do esquema de primeira linha de tratamento para TB (Secdo 6.1). Posteriormente,
serdo relacionados trabalhos em que a hepatotoxicidade produzida como resultado
das espécies reativas pelos metabdlitos dos medicamentos anti-TB terdo envolvimento
com o estresse oxidativo (Secéo 6.2). Finalmente, serdo relacionados os trabalhos que
investigaram o estresse oxidativo pelos medicamentos anti-tb através das enzimas
antioxidantes (Secéo 6.3). Nesta Gltima secdo, a contribuicdo realizada pela presente
pesquisa é destacada.

6.1 Hepatotoxicidade

O tratamento medicamentoso de primeira linha (rifampicina, isoniazida, pi-
razinamida e etambutol — RHZE) é o esquema atualmente utilizado na terapia da
Tuberculose e se apresenta na forma de um Unico comprimido com quatro drogas
com doses fixas combinadas. Este tratamento tem eficacia superior a 95principal
estratégia terapéutica para o controle da Tuberculose, em doentes suscetiveis aos
medicamentos. Esse esquema introduzido em 2009 tem como o objetivo reduzir a
resisténcia primaria a associacao de isoniazida e rifampicina e de melhorar a adesao
ao tratamento, no entanto, as rea¢des adversas durante o tratamento (RAM) da TB sédo
um dos principais fatores associados ao abandono dessa terapia (EPIDEMIOLOGICA,
2011; ARBEX et al., 2010; RESENDE; SANTOS-NETO, 2015).

A Revisdo Sistematica realizada por (RESENDE; SANTOS-NETO, 2015) demons-
tram como resultados associacdes significativas de RAM, como fatores de risco, a idade,
sexo, esquema de tratamento, alcoolismo, coinfeccdo pelo HIV, fatores genéticos e
deficiéncias nutricionais. E que os fatores individuais tais como a presenca do fenotipo
acetilador rapido/intermediario de NAT2, idade maior ou igual a 35 anos e sexo
masculino sdo fatores de protecdo contra RAM hepéticas nos pacientes em tratamento
com anti-TB. As RAM hepaticas foram temas do presente estudo considerando ahepa-
totoxicidade e a participacao do Estresse Oxidativo, e dentre os 9 pacientes incluidos no
estudo, seis eram do género masculino, e trés do género feminino, dentre essa populacéo
oito pacientes utilizavam o esquema RHZE para tratamento da Tuberculose ativa e

apenas um utilizava isoladamente a Isoniazida para a Profilaxia da Tuberculose Latente.
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6.2 Medicamentos anti-TB e Radicais Livres

Os esquemas terapéuticos dos anti-TB, apresentam grande eficacia, porém,
estudos mostram que os farmacos utilizados podem produzir interagcbes medicamen-
tosas indesejaveis entre si ou com outros medicamentos em uso pelo paciente, assim
como reacOes adversas que podem apresentar diferentes graus de severidade. A inci-
déncia de hepatotoxicidade induzida durante o tratamento padronizado da TB tem
variado entre 2% a 28%. E sabido que a isoniazida, rifampicina e pirazinamida s&o
conhecidas por causa da hepatotoxicidade, enquanto o etambutol é considerado néo
hepatotoxico (EPIDEMIOLOGICA, 2011; ARBEX et al., 2010; RESENDE; SANTOS-
NETO, 2015; RAMAPPA; AITHAL, 2013; COCA et al.,, 2010; NADER et al., 2010).
RAMAPPA e AITHAL (RAMAPPA; AITHAL, 2013) e TOSTMANN, Alma et al.
(TOSTMANN et al., 2008).

Nas revisOes sobre a hepatotoxicidade induzida pelos medicamentos anti-TB
(HITB), mostram que a INH é a droga mais associada com a toxicidade, e quando
utilizada como monoterapia no tratamento da infeccdo latente (Tuberculose latente), a
incidéncia da hepatotoxicidade varia entre 0,1% -0,56%. E que a hepatotoxicidade pela
isoniazida ndo é o resultado de uma reacdo de hipersensibilidade ou alérgica, mas pro-
vavelmente por metabolitos toxicos. Sendo que a TB ativa como usualmente € tratada
com uma associacao de drogas, os dados sobre as taxas de toxicidade individualmente
sao limitados. A maioria dos anti-TB sdo lipossolUveis e para serem excretados necessi-
tam durante a biotransformacéo se metabolizados em componentes hidrossoliveis, no
geral por reacdes de fase | e fase Il. Na reagdo de fase I, oxidagdo ou desmetilagéo
ocorrem, usualmente realizados pelo citocromo P450 (CYP450) este componente ainda
ndo é muito soltivel em agua e necessita de um metabolismo posterior. ReacOes de fase
| frequentemente produzem intermediarios téxicos.

Estudos genéticos humanos tem demonstrado que o citocromo P450 (CYP2E1)
estaenvolvidona HITB (ZHAI etal., 2008; POSSUELO et al., 2008; ATTRI et al., 2000).
Estudos sobre HITB envolvendo estresse oxidativo estdo ainda em debate. E sabido
gue o Estresse oxidativo resulta do desbalanco entre os oxidantes e os antioxidantes a
favor dos oxidantes. No presente estudo realizou-se as analises dos antioxidantes
Glutationa e Catalase para avaliar a participacdo do Estresse Oxidativo na hepatoto-
xicidade em pacientes que utilizavam a terapia RHZE e Isoniazida para Tuberculose
ativa e Tubercolose latente respectivamente.
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6.3 Medicamentos anti-TB e Estresse Oxidativo

TOSTMANN, Almaetal. (TOSTMANN et al., 2008) relata em sua revisao varios
estudos realizados em ratos indicando a existéncia de estresse oxidativo pelos niveis
reduzidos de glutationa e atividade reduzida de catalase envolvidos na
hepatotoxicidade ap6s administracdo de isoniazida ou hidrazina. Ao contrario do
presente estudo os resultados sugerem uma inexistente relacdo entre os niveis de
antioxidantes com o desenvolvimento da hepatotoxidade, considerando as
distribuicdes dos niveis de Glutationa que ndo foram significativamente diferentes,
com um p-valor de 0.5657 (ndo significativo). Nosso estudo, porém, apenas um
esquema utilizava a isoniazida isoladamente dentre a populacdo de nove pacientes
que utilizava na sua maioria o esquema RHZE.

O valor encontrado para glutationa no presente estudo difere também do es-
tudo realizado em pacientes com hepatotoxicidade por CHOWDHUFW, ABHIJIT et
al. (CHOWDHUFW et al., 2001) em que o resultado nos menores niveis plasméticos
de glutationa e maiores niveis de malonaldeido possivelmente tenham sido associ-
ado ao estresse oxidativo causado pela terapia anti-TB. Diferente do nosso estudo,
CHOWDHUFW, ABHIJIT etal realizou aas analises tendo como espécime biolégicao
plasma. Além disso, diferentemente do trabalho anterior (CHOWDHUFW, ABHIJIT et
al), neste trabalho foram empregados testes estatisticos que consideram a diferenca

das médias de trés grupos de forma conjunta.



36

7. CONCLUSAO
No presente estudo, sobre o papel do Estresse Oxidativo na hepatotoxicidade
pelos medicamentos anti-TB a partir das atividades das enzimas antioxidantes Gluta-
tiona e Catalase. Conclui-se que:

« A mediana dos niveis de antioxidantes da glutationa para o grupo PCT foi maior, e
nao se observou uma significancia diferenca estatistica ao aplicar o teste ANOVA.

+ As distribui¢bes da atividade da Catalase na populacdo de pacientes com TB
nos grupos que evoluiram com hepatotoxicidade (PCH) e os que evoluiram sem
hepatotoxicidade (PCT) foram aumentadas quando comparados com os volun-
tarios saudaveis. Particularmente, observou-se uma diferenca estatisticamente
significante da atividade da catalase no grupo (PCT) em relacdo aos demais
grupos.

Os resultados sugerem que o estresse oxidativo € influenciado pelos
metabolitos gerados pela terapia de medicamentos anti-tb. E pesquisas com mais
amostras e investigacbes de mais variaveis explanatorias (tais como tempo de

terapia, uso de alcool e tempo que o medicamento foi suspenso), sdo encorajadas.
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APENDICE A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Titulo do projeto: “ESTRESSE OXIDATIVO EM PACIENTES COM HEPATOTOXICIDADE

AOS MEDICAMENTOS ANTI-TB”.
1- Essas informacdes estdo sendo fornecidas para sua participacdo voluntaria neste estudo que
visa avaliar a hepatotoxicidade com o desenvolvimento do estresse oxidativo e comparar com
individuos que utilizaram medicamentos anti-tuberculose e ndo desenvolveram hepatotoxicidade
e individuos controles;
2- Seréa colhida amostra de 05 ml de sangue total de cada participante, usando 01 tubo de ensaio,
de 05ml, o qual sera utilizado para a analise da atividade das enzimas envolvidas no processo de
oxidacdo celular no laboratério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parg;
3- N&o héa beneficio direto para o participante, pois se trata de um estudo prospectivo que testa a
hipbtese de que o estresse oxidativo esta associado a hepatite medicamentosa nos pacientes em
tratamento com tuberculostéaticos;
4- RISCOS: Os pacientes esto inseridos na rotina do atendimento ambulatorial e as condi¢bes
de coleta do material serdo realizadas de acordo com os padrdes do laboratério de analise clinica
do hospital. Assim, quanto a exposicdo da identificacdo dos participantes da pesquisa sera
mantida em sigilo, e a coleta podera causar desconforto, visto a necessidade da coleta ser por via
intravenosa;
5- Todos os individuos participantes terdo acesso em qualquer etapa do estudo aos profissionais
responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais davidas. O principal pesquisador é
a Farmacéutica Maria Heliana Alencar da Costa, a qual pode ser encontrada no endere¢o Rua
dos Mundurucus, 4487. FONE: 32016685; Caso vocé tenha alguma duvida ou consideracdes
sobre a ética da pesquisa, entre em contato com o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) — Rua dos
Mundurucus, 4487. FONE 3201 6754. E-mail: cephujbb@ufpa.br;
6- As informagdes obtidas serdo analisadas, ndo sendo divulgadas a identificacdo de nenhum
paciente;
7- O paciente terd o direito de querer ser mantido atualizado sobre os resultados que sejam do

conhecimento dos pesquisadores;

8- Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo, incluindo exames e

consultas. Também n&o h& recompensa financeira relacionada a sua participacao;
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9- A Dra. Maria Heliana Alencar da Costa, se compromete de utilizar os dados e o material

coletado somente para esta pesquisa.

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informacdes que li ou que foram
lidas para mim, descrevendo o estudo “Hepatotoxicidade e Estresse oxidativo em pacientes em

terapia com medicamentos anti-tuberculose”

Assinatura do paciente/controle Beléem, [/ |/

Assinatura de quem coletou o material ou TCLE Belem, [/ /

Declaro que obtive de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste

paciente para a sua participacdo neste estudo.

Maria Heliana Alencar da Costa
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Adverse Reactions Associated with Anti-Tuberculosis Drug

Treatments in Brazilian Setting

M.H.A. da Costa, B.R.P. dos Santos, N.S. Malcher, N.P.S. De Riz, L.I.V. Q_uaresma, M.E.
Crespo-Lopez, C.B.C. de Sena and B.M. Macchi and J.L.M. do Nascimento

Avenida Augusto Corréa N° 1, Guama, Belém, Para, CEP 66075-110, Brasil

Abstract: In this study, we reviewed current evidence to identify the events associated with adverse drugs reactions
(ADRSs) to tuberculosis used in Brazil. Therefore, we performed a review of different types of ADRs as well as risk factors
and study types. A search (in Portuguese and English) was performed of the Virtual Health Library (VHL) and provides
access to literature published from October 1996 to December 2014. A review of Brazilian studies has shown that
patients using anti-TB drugs are vulnerable to a variety and number of adverse effects. We identified 22 studies from
VHL. Among the rates of ADRs, hepatic adverse events were the most frequently reported (at a rate of 0.77 to 72.8%).
Hepatotoxicity was noted in 19 studies, with an incidence of 12.1% among patients who underwent anti-TB therapy.
Other risk factors such as gastrointestinal and skin reactions were reported in 77.2% of the studies, demonstrating that
the adverse effects of anti-TB drugs could cause significant adverse effects both in quantity and severity as well as

hospitalization and prolonged hospital stays.

Keywords: Tuberculosis, Anti-tuberculosis drugs, Adverse drugs reactions, Brazilian setting.

1. INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) is prevalent in many parts of the
world and it affects millions of people each year. In
2014, approximately 6.1 million cases of TB were
reported by the World Health Organization (WHO).
According to this data, 5.7 million people were newly
diagnosed, and 0.4 million were previously treated. The
TB is an important infectious disease due to its high
mortality rate and associated opportunistic infections.
Therefore, TB is the second major cause of death
worldwide, following human immunodeficiency virus
(HIV). Brazil, Russia, India, China and South Africa
(BRICS), collectively account for approximately 50% of
global tuberculosis cases [1].

Brazil is a country with high endemic levels of
disease and it is included in the list of 22 countries with
the highest disease burdens worldwide. In addition,
Brazil has cure rates below those recommended by the
WHO. In 2014, approximately 67,966 new cases of
tuberculosis were diagnosed. However, the disease
prevalence has decreased from 41.5/100,000 habitants
in 2005 to 33.5/100,000 habitants in 2014, which
corresponds to an average reduction of 2.3% per year
during this period. Nevertheless, in Brazil, there are
approximately 73,000 new TB cases each year, and
unfortunately, other obstacles, such as a high rate of
treatment default and the existence of drug-resistant
strains, are important dilemmas that must be
addressed to improve the control of TB [2-4].

*Address correspondence to this author at the Avenida Augusto Corréa N° 1,
Guama, Belém, Para, CEP 66075-110, Brasil; Tel: +55 91 32017545;
Fax: +55 91 32017602; E-mail: jlmn@ufpa.br

E-ISSN: 2310-4007/16

The preliminary results of the Second National
Survey on Resistance to Anti-tuberculosis Treatment
(anti-TB) in Brazil showed an increase in primary
resistance to isoniazid (from 4.4% to 6.0%). In 2009,
the Brazilian National Tuberculosis Control Program
(Programa Nacional de Controle a Tuberculose,
PNCT), including the scientific technical advisory
committee of the National, created an action plan to
combat tuberculosis and reviewed the TB treatment
program. Then, ethambutol was introduced as a fourth
drug in the intensive treatment phase (first two months)
of the basic scheme. The pharmaceutical presentation
of this scheme is a tablet (i.e.,, a fixed-dose
combination of four drugs: rifampicin, isoniazid,
pyrazinamide and ethambutol [RHZE]). The directly
observed treatment (DOT), which is globally
recognized and recommended by the PNCT, is a
strategy for treatment adherence; it consists of daily
observation of drug ingestion by a health care
professional, and, in certain cases, by a family
member, who directly follows up the patients to ensure
the continuity of treatment. In such cases, the health
professional should follow the weekly support treatment
[1, 5].

Medications are effective against TB, and usually
the benefits are more important than the side effects,
but it is important to notice any adverse reactions from
TB medication. In Brazil, the Ministry of Health divided
the adverse reactions associated with anti-tuberculosis
drugs into two major groups: a) minor adverse
reactions in which it is not necessary to suspend the
anti-TB medicine, and b) major adverse reactions that

© 2016 Pharma Publisher
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commonly cause problems, such as rashes or
moderate hypersensitivity to severe psychosis,
seizures, toxic encephalopathy and coma, optic neu-
ritis, hepatotoxicity, hearing loss dizziness, nystagmus,
thrombocytopenia, leukopenia, eosinophilia, hemolytic
anemia, agranulocytosis, vasculitis, interstitial nephritis,
rhabdomyolysis with myoglobinuria and kidney failure;
in such cases, patients should not continue taking the
medicine [5].

The drugs used to treat tuberculosis have
interactions with one another and with other agents,
thereby increasing the risk of hepatotoxicity. Treatment
should be stopped when the enzyme values are three
times their normal levels, at the appearance of
symptoms, or as soon as jaundice manifests; in these
cases, the patient should be referred to a secondary
reference unit for clinical and laboratory monitoring,
and the adequacy of treatment should be evaluated.
Hepatotoxicity ~ (toxic  hepatitis) can occur in
approximately 4.3% of patients, primarily when
previously undetected liver pathology already exists.
Abnormal liver is the major reason to stop TB treatment
[6]. It can occur up to five months after the initiation of
drug treatment, and it is important to know whether it is
caused by direct toxicity or hypersensitivity. Hepatic
frame usually regresses with discontinuation of the
treatment [5, 7, 8].

Thus, the aim of this study was to review the
available published scientific data concerning the
adverse reactions, risk factors, study types and
different types of ADRs associated with anti-TB drug
treatment in a Brazilian setting

2. METHODS

This review was conducted to identify publications
from the Virtual Health Library (VHL) which includes
LILACS, IBECS, MEDLINE, COCHRANE Library,
SCIELO, clinic trails, abstracts of systematic review
and health technology assessment and provides
access to all articles related to ADRs caused by anti-
TB drugs in Brazil published until December 2014.

A number of sources provide cited references to
published articles that were indexed in the Web of
Science and were related to different aspects of TB in
Brazil. We used a combination of the terms “TB and
Brazil” as descriptors in English and Portuguese, as
well as their corresponding terms in Portuguese

“Tuberculose e Brasil’, and we provided specific
instructions regarding the input of the title, keywords
and abstracts from articles, cross-sectional studies,
case-control clinical trials and cohort studies, additional
author names and some author indices to facilitate the
search.

2.1. Selection Criteria

In this review, we included all studies of patients
with active or latent TB who showed adverse reactions
and other side effects, regardless of the resistance
pattern or other comorbidities. The research subjects
were Brazilian patients (adults, children and seniors)
who were identified as being eligible to participate in
the various studies. In addition, this study included
foreign patients who lived in Brazil and who had related
adverse reactions, side effects, adverse effects and
hepatotoxicity. This review excluded studies of patients
with TB but with no events associated with ADRs due
to the anti-TB drugs as well as animal studies; studies
with only non-Brazilian patients, letters, case reports,
seminars, summaries, organizational reports, opinions
or editorial papers, book chapters were also excluded,
as well as articles not written in English or Portuguese.
In addition, we excluded duplicate articles, articles that
were not related to the topic and studies reporting that
ADR associated with BCG vaccinations.

2.2. Research Strategy: Data Extraction

Data extraction was performed independently by
two investigators according to the inclusion criteria
listed above. The third participant was consulted for
discussion to  reach agreement  concerning
discrepancies. Initially, in each database, the articles
were selected according to their relevance by reading
the titles and abstracts and, when necessary, the full
texts. Thus, the relevant topics reported in most articles
included an effective combination of search terms that
described the results and were summarized in two
topics or groups, with five tables. Topic 1 included
general ADRs (Table 1 and Table 2) and topic 2
included hepatotoxicity (Table 3, Table 4 and Table 5).
In Table 1, the study design refers to the overall
strategy to integrate the different components of the
study in a coherent and logical manner, the total
number of patients and their demographics data (age,
gender), and the patients who developed ADRs events,
as well as the severity, causality, and preventability of
ADRs events.
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Table 1: Characteristics of ADR Studies
Patients ADR
Type of Treatment &
Author A : Symptoms
Stud ge Scheme
Y |n(@F%M)| Min-Max ol <
(Media) Mild Severe
Agoglia et | Retrospective, 376 - B s
al. 2011 [9] | Cross-section | (48-52) (38.4) INH S & hepatotoxicity
Cantalice- nausea/vomiting, drug-induced
7 Retrospective, 581 15-87 epigastric pain, hepatitis,
Z'g‘gﬁig)" Case control | (32.7-67.3) (38,5) RMP, INH, PZA 204 216 abdominal pain, itch, | paresthesia, coma,
exanthema, urticaria convulsion
Retrospective, o nausea/vomiting,
Cz%ﬁ%?: f]’ P - o 2 1880 | Rump, INH, PZA 118 125 | abdominal painand | hepatotoxicity
Case control E . hyporexia
Conde et 170 5 3
- . i RHZE, itch, rash, peripheral . .
al,[12§]09 Clinical Trial (38-62) (32) MOXIFLOXACIN 12 16 neuropathy toxicity, paresthesia
Costa et al. | Prospective, 129 18-84 gastrointestinal, skin .
. RHZE 54 63 and neuromuscular hepatotoxicity
2012[13] | Cross-section | (37.2-62.8) - teactions
n:;z:ﬁg?;';g‘ exanthema mild or
abdominal pain, itch, hep::;ar):'ciiy
Damasoeno| Retrospective,| 176 i T F— - - e e iSOk g,
etal. ;i ; eukopenia,
Cross-section | (35.8-64.2) (32,4) orange, headache, Kopeni:
[15] AR : eosinophilia,
euphoria, insomnia, i ti A
anxiety, somnolence, :gr?:r;/u:g;,r::;?f'
penpheraflecee?ropathy, vasaulitis 2
Souza et al. ) 1096 s R
1996 [16] Cross-section (29.5:705) ; RMP, INH, PZA 66 66 - liver injury
Li ART, RMP, INH,
o :mgoem Retrospective, 156 25-49 PZA or ART, = £ ¢ naiotoxicit
e[°17] Case control | (30.8-69.2) - RHZE or ART, . epalotoxioly
INH, STM, ETM
joint pain, rash, acne, lis:u}’al?i]rar:t:;g::yq
Maciel et al. | Prospective, | 79 1845 | L oo . oos | "o EPIGASIE PR | hepatomegaly,
2010[18] | Cross-section | (40.5-59.5) - 2 - NGOK nauhs:aad\::;l;lng, insomnia,
somnolence cqnfgsmn,
dizziness
Melo et al. | Prospective, 182 16-64 RMP, INH, STM, 1 ) R }
2003 [19] Cohort (39.5-61.5) = ETM
Nader etal. | Historical 534 = -
2010 [20] o (24.9-75.1) (39.08) RMP, INH, PZA 47 47 - hepatotoxicity
ART, RMP, INH,
Sampaio | progpective, 198 " PZA, g
et al. 1997 . Ketoconazole, 15 15 - hepatotoxicity
[21] Cross-section - (2) Sulfamethoxazole
+Trimethoprim
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(Table 1) Contd.....

Patients ADR
Type of Treatment %
Author Study n (F-%M) Mi:gl\: iy scheme Patients |Events Symptoms
e B n n
(Media) m m Mild Severe
deafness, buzz,
i e RMP, INH, PZA nausea/vomiting dizziness
229 17-72 ' ' ) s
leggq ?52‘?]" chs;gz::tal and STM, ETM, 95 109 epigastric pain, rash, abnormal liver
(27-73) (38.3) PZA, ETH joint pain, arthritis function, visual
impairment
Possuelo et | proq i " .
pective, 254 18-83 gastrointestinal o
al.{gglos Colioi (33.1-66.9) (36.5) RMP, INH, PZA 47 - reactions hepatotoxicity
Rri/ll):ti;Zie RIALT 141 . Uninformed 3 astric intolerance drig-induiced
2002 [24] | Cross-section | (36.9-63.1) | (38.1) g hepatitis
Salles et al. | Retrospective, 588 = RMP, INH, PZA © 40 B hepatic adverse
2002 [25] | Case control 2 (14.75) and/or ETM effects
Schechter
399 -
et a[l.2 g}oos Clinical Trial | 0700 - R'gm”ﬁzi"d 49 49 - hepatotoxicity
s:rg?ﬁ 1et Prospective, 7731 25-47 RMP, INH and 330 538 sl hepatotoxicity,
'[27] Case control | (55.5-54.5) (35.5) INH hypersensitivity
Teixeira et | p cti 167 ~
al. 2011 rospective, INH 26 26 R drug-induced
28] Case control - - hepatitis
epiag:;:;ilc ip;ain, drug-induced
Onoderae | Retrospective, | 297 16-79 nausea,\,om%n’g itch hepatitis,
Gomes y RMP, INH, PZA 146 226 . ! ! exanthema,
2008 [30] | Cross-section |  (48-52) (40.4) peripheral neuropathy, | oou ol
acne, myalgia, arthritis, Sienal aéuity
headache, insomnia

*As descnbed by Classlflcatmn of Health Mlnlslry of Brazil (2011). Other reactions, which are nol mcluded in the manual, were not included in the table: dyscrasia,

hypergly ia, adrenal i icil Y. sparklmg hyp: th hyp: , diarrhea [10]; ataxia [12, 18], memory loss, muscle pain,
dyspnea, cough/ sore throat/ secrehon dysuria, | hi ding, anemia, alopecia, myalgia, depi i [18] myalgla Ioss of libido, tachycardia, alopecia, loss of
memory [30]. Abbreviations: RHZE (rifampicin, isoniazid, pyrazinamid hambutol); RMP (rifampicin); INH (isoniazid); PZA (pyrazinamide); ETM (ethambutol);
ETH (ethionamide); STM ptomycin); ART (Anti iral Therapy).

Table 2: Incidence of Specific Adverse Effects

Adverse Effect Incidence %

72.84 [11]; 36.05 [17]; 14.37 [28]; 14.18 [24]; 11.53 [10]*; 8.80 [20]; 8.00 [30];
7.60 [18]; 7.57 [21]; 6.80 [25]; 6.17 [9]**; 6.02 [16]; 5.51 [26]; 5.51 [23]; 3.10 [22];
2.94 [12]; 1.70 [15]; 156 [27]; 0.77 [13]

Liver (hepatotoxicity, liver lesions; drug-induced hepatitis,
hepatomegaly)

Gastrointestinal (hyporexia, vomiting, epigastric pain, diarrhea, | 62.00 [18]; 31.4 [22]; 22.35 [30]; 21.02 [15]; 18.60 [13]; 18.24 [10]; 13.00 [23];
abdominal pain, loss of appetite) 6.00 [11]; 5.67 [24]; 1.76 [12]

Cutaneous (rash, itch, exanthema, skin edema, irritation,

acne, hypersensitivity, skin hyperpigmentation, alopecia) 124.0518]:46.6[301;:13.06 [15];,8:53][13];:2.94[12);:2:00 [27];:1.70.[22]

Articular/bone (arthralgia, arthritis, articular and/or bone

) 84.81[18]; 14.14[30]; 10.07 [13]; 7.38 [15]; 1.70 [22]

Neurologic (paresthesia, hyperesthesia, convulsion, sparking
scotoma, ataxia, loss of memory, dizziness, tremors, 52.00 [18]; 4.82[10]; 2.70 [30]; 1.17 [12]
confusion)

Neuromuscular (peripheral neuropathy, motor deficit) 11.63 [13]; 5.00 [30]; 1.70 [15]; 0.58 [12]
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(Table 2) Contd.....

Adverse Effect

Incidence %

Ocular (eye irritation, loss visual acuity, light intolerance)

27.8 [18]; 1.30 [22]; 1.01 [30]

General symptoms (headache, fever, sweating)

22.80 [18]; 4.00 [15]; 1.01 [30]

Psychiatry / Behavioral (euphoria, insomnia, anxiety and
sleepiness, depression, loss of libido)

22.78 [18]; 2.27 [15]; 1.01 [30]

Metabolic / Renal (edema, hyperglycemia, adrenal
insufficiency, sweat and urine orange)

8.86 [18]; 3.40 [15]; 2.58 [10]

Muscular (muscle pain, limb pain, myalgia, weakness and/or
asthenia)

49.37 [18]; 3.37[30]

Blood (thrombocytopenia, leukopenia, eosinophilia, hemolytic
anemia, agranulocytosis, vasculitis, anemia, petechia and/or

10.12[18]; 1.13[15]

bleeding)
" Thoracic/Respiratqry (thoracic pain, t_:ough/sore 5316 [18]
roat/secretion, snoring and/or lung noise, dyspnea)
Hearing/vestibular 9.20 [22]
Immunologic (lymphadenomegaly, adenopathy) 7.60[18]
Heart (tachycardia and/or palpitation) 0.33 [30]

Other reactions (unspecified in the study)

15.6 [15]; 6 [19]; 2.53 [27]; 2.2 [22]; 2.12 [24]

*Cantalice-Filho et al. [10] reported drug-induced hepatitis associated with other adverse i (itch, h blood dy ia and
(immunologic reactions).
**Agolia et al. [9] reported that 20% of patients who used anti-TB as prophylactic had stopped the due to the suspicion of hepatotoxicity without
confirmation.
Table 3: Definitions of Hepatotoxicity inducible Drugs (HID)

Definition of HID Study

AST and/or ALT > 3 times ULN

Coca et al. [11] (grade 2); Lima e Melo [17]; Nader et al. [20]; Vieira e Gomes [30]

AST and/or ALT > 3 times ULN + symptoms of
hepatitis

Gomes [30]

Sampaio et al [21]; Possuelo et al. [23]; Salles et al [25]; Teixeira et al. [28]; Vieira e

AST and/or ALT > 5-10 times ULN

Schechte

r et al. [26] (grade 3)

AST or ALT >10 times ULN

Schechte

r et al. [26] (grade 4)

ALT > 3 times LLN

Coca et al. [11] (grade 1)

Total Bilirubin > 2 times ULN

Coca et al. [11] (grade 3); Nader et al. [20]

Total Bilirubin > 2 mg/dL + symptoms of hepatitis

Pos:

suelo et al. [23]

Total Bilirubin > 2,5 times ULN

Salles et al. [25]

AST: Aspartate aminotransferase; ALT: Alanine aminotransferase; LLN: Lower Limit of Normal; ULN: Upper Limit of Normal.

Table 4: Characteristics of Studies about Drugs-Induced Hepatotoxicity

- n of <
Author | Type of Study | n (total) c“eyri?)?id hep xicity | Associated factors Severity i::‘e‘:'vme':ﬁ?(:::s
P (%F: %M)
Hepatotoxicity | (77% of
30 HIV-positive and
162 (30 Belo Hepatotoxicity was 45 5% of 60 HIV-
HIV- 4 more frequent in men. [negative) Hepatotoxicity - 5
Coca et al. | Retrospective, | positive | Horzonte Alcohol abuse was | II (20% of HiV-positive | Ant-uberculosis
2010[11] | Case-control | and 132 | Su I associated with and 9% of HIy- | reatmentwas stopped
HIV- 22%%57_ hepatotoxicity in both |negative) Hepatotoxicity In;22 patients
negative) groups. 111 (20% of HIV- positive
and 8,3% of HIV-
negative)
Souza et
al. 1996 | Cross-section 1096 - 66 - = =
[16]
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(Table 4) Contd.....

Author | Type of Study | n (total) Cityand | | n‘o f- icit A iated factors Severity Therapeutic
period (% E: 9 interventions
(%F: %M)
26 maintained the
" Recife 1 A treatment; 12 stopped
Lnlnrgfoe b I 5 57 (44:56) h: ::\ll:: Léiss:izrsyaor:d . iSpaiy 1L danded
- ase-contro ' et 3 e treatment; an
2012[17] 2007 opportunist infection stopped the
tuberculosis treatment.
Porto
Nader et Alegre i i
al. 2010 | Historic cohort | 534 (RS) 47 P°s°'ts'¥iev:':r';t'i":_}’;l“d 2 e
[20] 1998- p
2006
Saivador The incidence of the
Sampaio Prospsctive (BA) hepatotoxicity in HIV-
etal. 1997 P A 198 15 positive patients was - -
Cross-section 1995- %
[21] 1996 higher than HIV-
negative/unknown
Porto
Possuelo 3 Alegre g
et al. 2008 Proggﬁg:ltve, 254 (RS) 14 (50:50) Slow acetylation of ~ _
23] 2005-
2007
35 stopped the anti-TB
treatment because of
hepatotoxicity.
; The presence of
Rio de = However, 23 restarted
i?";goezt Retrospective, 588 Janeiro 40 Ai‘rlr?as'erch’?tgrraiggly R alternative treatment; 9
'25 Case Control (RJ) 1994- uIm%na Tgand restarted the same
[25] 1995 pulmonary treatment; and 3 died.
disseminate TB :
The mean time of
stopping treatment was
S days.
Hepatotoxicity Ill: 16
Schechter Rio de patients
etal. 2006 | Clinic assay 399 Janeiro 49 (55:45) - Hepatotoxicity I1V: 11 -
[26] (RJ) patients Hepatotoxicity
Il or IV: 22 patients
s Rio de
Teixeira et o -
Prospective, Janeiro
al. 2011 Case Control 167 (RJ) 1998- 26 Slow acetylators - -
28] 2008

Table 2 provides the types of ADRs and their
frequencies. The ADRs occurrences are described in
decreasing order based on the number of items in the
ADRs types that were identified. In this table, the
percentages were calculated by dividing the number of
ADRs occurrences by the total number of patients
enrolled in each study.

Given the importance of ADRs attributed to anti-
tuberculosis drugs, the second topic, hepatotoxicity, is
presented in Table 3, and it includes the definitions
used by drug-induced hepatotoxicity (DIH) articles.
Table 4 presents the general characteristics of the
study, such as year of publication, study type, location
and characteristics of the participants, comorbidities,
associated factors, and treatment protocol. In some

articles, the authors reported only increased liver
enzymes, which were used as the criteria for
hepatotoxicity. The definiton of hepatotoxicity, as
described in the Recommendations Guide for
Tuberculosis Control in the Health Ministry of Brazil,
may be defined as the resulting damage, the values of
the enzymes when they reach three times the normal
values, the beginning of symptoms or the point at
which jaundice manifests.

3. RESULTS

This search strategy retrieved a total of 5,855
articles (3,208 and 2,397 articles in English and
Portuguese, respectively, Figure 1). To remove
duplicate items, we used EndNote®, which resulted in a
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Figure 1: Flow of information through of the different phases in a detailed manner after systematic review.

total of 2,735 articles. The searches retrieved a large
number of records that did not match the inclusion and
exclusion criteria; therefore, it was possible to increase
the precision and so to reduce the number of irrelevant
papers retrieved. Consequently, we found 22 studies
published from October 1996 to September 2014 which
were eligible include in this review.

3.1. ADRs in General

3.1.1. Types and Characteristics of Studies

In this topic, of the 22 eligible studies, 6 were
published in Portuguese and 2 studies were not
included due to trial design. Cross-sectional studies
comprised the majority (40%), followed by case-control
(30%), cohort (20%) and clinical trial studies (10%).
The main features of the studies are presented in Table
1, but only one specified a definition of ADRs that was
similar to that of the WHO.

3.1.2. Patients and Anti-TB Regimen

Fourteen studies shared several similarities and
reported patients in outpatient care, and 6 studies
reported inpatients. Two studies included HIV® patients
[11, 22], and only one study specified the treatment of
TB in a geriatric population, with frequent adverse
reactions [10]. Most of the studies included patients
with drug-sensitive TB (75%) [10-18, 20, 21, 23-25, 28,
30]. Three studies evaluated latent TB [9, 26, 27], and
two studies were conducted with multi-drug therapy TB
[19, 22]. Details of the schemes are summarized in
Table 1.

3.1.3. Report and Analysis of ADRs

Most studies have reported that the incidence of
ADRs were related to the anti-TB drug combination of
rifampin, isoniazid and pyrazinamide. Two studies have
attributed the ADRs to isoniazid, which was used as a
prophylaxis for latent tuberculosis infection [9, 28].
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Despite the development of this powerful regimen, the
treatment of tuberculosis continues to be a problem in
patients who do not tolerate these drugs. In Brazil,
ethambutol was introduced as a fourth drug in the
intensive phase of treatment. However, eight studies
have reported the occurrence of ADRs associated with
this drug [12].

These studies were evaluated by symptoms or
treatment planning, focusing on WHO organ systems,
likely because of the considerable multifaceted nature
of these issues. Two studies reported ADRs that were
classified as high or low gravity. Note that among these
symptom and planning studies, 71.4% [15] and 81.10%
[30], respectively, were classified as low gravity, while
high gravity studies were responsible for 6.4% [15] and
19% [30]. Together, 452 of these works reported the
occurrence of ADRs in a total of 473 patients.

3.1.4. Onset and Complications of ADRs

In general, the patients demonstrated adverse
reactions in 40% of the studies. Only three studies
reported onset in the second week, with one month [15,
17, 20] and two months of therapy [18, 23, 30]. Only
one study reported the onset of ADRs with three
months of therapy [9].

Sampaio ef al. reported adverse reactions
associated with HIV (TB/HIV) after anti-TB treatment.
In this case, the patients were coinfected (TB/HIV) and
treated with anti-TB drugs; the occurrence of the side
effects appeared with one week of therapy and longer
hospital stays [21]. Some studies demonstrated that
patients who experienced the complications required
substantially longer inpatient hospital stays than those
who those did not. Richard ef al. have reported a case
of hospitalization due to skin reaction [12]. Intolerance
by anti-TB drugs is also cited as a cause of
hospitalization [24]. Longer hospital stays (by an
average of 19 days) were reported with the
hospitalization of 11 patients, although two patients
died from drug-induced hepatitis, as described later
[21].

3.1.5. Proportions of ADRs

In a case of ADR, injury hepatic is a more common
adverse reaction, and it was present in almost all
studies, except in some studies of multi resistant
tuberculosis [19], and the proportion of events ranged
from 0.77 to 72.8% of the studies. The second most
frequent event was related to gastrointestinal issues
(i.e., cutaneous rash), which were reported in 10 study

follow-ups in 77.2% of studies, as shown in the Table
2.

3.2. Hepatotoxicity

3.2.1. Study Characteristics

A total of 19 articles reported adverse hepatic
effects. Nine of these studies reported hepatotoxicity
and other ADRs. However, in 6 studies that were
associated with higher risks of hepatotoxicity, 50% of
the patients were coinfected with HIV [11, 17, 21].
Other risk factors have been identified, and 1 cohort
study follow-up between 1998 and 2006 was
associated with hepatotoxicity in hepatitis C patients
(8.8%) [20]. Other studies have associated
hepatotoxicity with abnormal liver function [16], and in 1
case-control study, liver enzyme polymorphism was
considered as a risk factor for hepatotoxicity [28].

3.2.2. Definitions of HID

Hepatic induced by drugs (HID) may be defined as
hepatic injury caused by drugs that produce alterations
of hepatic function. These alterations are shown in 9
studies shown in Table 3. This definition may range
from an 3X increase of the upper normal limit of
aspartate aminotransferase (AST) and/or alanine
aminotransferase (ALT) activity in patients with
symptoms of hepatitis [21, 23, 25, 28, 30] or without
hepatitis symptoms [11, 17, 20, 30]. Salles et al. [25]
also considered an increase in bilirubin level of at least
2.5 times the reference values. Other useful data
included an increase in total bilirubin values > 2 times
ULN [11, 20] or > 2mg/dL + symptoms of hepatitis [23].

Coca et al. [11] have defined hepatotoxicity as
grade 1 (ALT > 3 times lower limit of normal), grade 2
(ALT > 3 times ULN) and grade 3 (ALT > 3 times ULN
more total bilirubin > 2 times ULN). Schechter et al.
[26] defined only grade 3 (AST and/or ALT > 5-10
times ULN) and grade 4 (ALT > 10 times ULN)
hepatotoxicity. Interesting, cholestatic hepatitis was not
considered nor defined in all studies.

3.2.3. Patients

Nine studies showed prospectively or
retrospectively data from 3,554 patients, among whom
there were 432 cases of hepatotoxicity; the study
characteristics are summarized in Table 4. The patient
eligibility criteria varied among the studies. Three
studies included patients with TB compared with
patients coinfected with HIV [11, 17, 21], who were
excluded in the Santos ef al. [28]. The anti-TB drugs in
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most articles included the RHZ or RHZE scheme, and
the Santos ef al. evaluation ONly evaluated isoniazid in
their studies [28].

3.2.4. Factors Associated with Hepatotoxicity

Most studies have associated hepatotoxicity with
anti-HIV, anti-HCV seropositivity and alcohol abuse
with liver disease and opportunistic infections [17, 20,
21, 23, 25], as described in Table 4. Two studies have
described the genetic variation N-acetyltransferase as
a risk factor for the induction of hepatotoxicity [23, 28].
One study also reported the role of glutathione
transferase in reducing the toxic effects of INH; this
drug and its toxicity has been the focus of this study
[28].

4. DISCUSSION

Despite of the existence of effective chemotherapy
against TB, these drugs or their metabolites can cause
adverse effects [18]. In this review, data demonstrating
ADR-associated anti-TB treatment were gathered from
articles published in a Brazilian setting.

Frequently, adverse reactions, including hepatic
injury, gastrointestinal, cutaneous and articular
reactions, were similar to those reported by other
studies from different countries, such as Iran, China
and Canada [31-33]. Similar to other reviews, hepatic
reactions (e.g., included jaundice, hepatitis and
hepatotoxicity) were more common [31, 34]. The
second most common ADRs are gastrointestinal
reactions, including nausea, vomiting, epigastric pain
and diarrhea [31-36]. Other reactions added to the list
are cutaneous reactions, such as itching and rash, as
indicated in other studies [31, 32, 36, 37].

This review included 14,209 patients and 1,950
ADRs. The proportion of ADRs was 0.14 per patient for
96% of the total nhumber of patients. These data are
comparable and align with other reports. For example,
Xiaozhen ef al. detected 766 ADRs in 4304 patients
(0.18 per patient ADRs) [32]. The same proportion was
found in other studies: 0.67 [36] and 0.97 [38].
However, these values are much lower than those
reported by Kargar ef al. in a review in Iran; the authors
found a ratio of 1.9 per patient [31], and in a study
conducted in Canada, Marra et al. found 2.03 ADRs
per patient [6].

Three studies with larger populations [16, 25, 27]
reported a minor incidence of ADRs (0.060, 0.068, and
0.069), which is consistent with previous studies [31,

39]. The study with the lowest ratio (0.013) [9] had a
smaller population than the other studies; however, this
study included only isoniazid for prophylactic use in
latent TB, while the other studies evaluated
combination therapy (anti-TB drugs). The overall
proportion of patients who developed at least one ADR
was 10.6%, based on twenty studies. This prevalence
in this report is lower than that of a systematic review of
Chinese patients, which reported an overall ADR
incidence of 12.6% [40].

Most patients in the reviewed studies were in
outpatient care, but they were considered to be
patients admitted to the hospital because of an ADR
[12, 21, 24]. Maciel et al. have reported that the
adverse effects, particularly the most serious, are
related to the high rates of treatment defaults and
failures because such patients require longer therapy,
with an increased number of hospitalizations and
outpatient and home visits [18].

In Brazil, due an increase in primary resistance to
isoniazid (4.4% to 6.0%), in 2009, the National
Program for Tuberculosis Control, together with its
technical advisory committee, reviewed current TB
treatments and introduced ethambutol as a fourth drug
in the intensive phase of treatment the basic scheme.
Therefore, the pharmaceutical presentation of this
scheme became a single tablet fixed-dose combination
of four drugs: rifampin, isoniazid, pyrazinamide and
ethambutol (RHZE). This treatment is recommended
for all new cases of pulmonary and extra pulmonary
tuberculosis as well as for all cases of relapse and
return after default. The RHZE is used for two months,
and then isoniazid and rifampicin are used for four
months (2RHZE/4R). This treatment is recommended
by the WHO, and it is used in most countries for adults
and adolescents [4, 5]. Despite the great efficacy of
anti-TB treatment, studies have shown that the
interactions between drugs may produce reactions that
can vary in severity and progression rate and that
special attention should be given to the groups
considered to be at high risk for toxicity, including
people over 60, those in poor health, alcoholics, HIV-
infected patients with concomitant use of
anticonvulsant drugs and people who show liver
disorders [5, 41]. To date, of the 22 studies included in
this review, 11 studies were published in the 2009-
2013 period, and only one evaluated adverse effects,
including the treatment of fixed doses of RHZE in a
population of 79 patients. Interestingly, 83% had one or
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more adverse effects, with males the most affected
(59.49%) [18]. Xiaozhen et al. reported their results in a
population of 4,304, in which 649 (15.08%) patients
had at least one adverse effect [32]. Gholami et al.
evaluated 83 outpatients and reported on the
occurrence of at least one adverse effect in 44 (53%)
patients [38]. Guo et al. demonstrated in a population
of 89 patients from the first 3 months of treatment, and
21 patients (24%) developed an adverse reaction more
severe, while another 29 (33%) showed only minor side
effects [42]. It is possible that there was considerable
variability among the studies that justify this group of
risk factors.

Despite the same basic treatment of anti-TB drugs,
reported adverse reactions are difficult to compare due
to multifactorial factors that are major determinants of
these events, such as dose, time-dependence, age,
nutritional status, alcohol consumption (daily alcohol
intake > 100mL), liver and kidney function and HIV/TB
coinfection. Note that the incidence of adverse
reactions may be study dependent (e.g., different
ethnicities, inpatients or outpatients, adults and
children) and related to the methodology applied in
each study.

4.1. ADR Associated Factors

Eleven studies evaluated the factors that could
potentially increase the susceptibility to ADRs, primarily
demographic factors. Two of these studies mentioned
old age as a risk factor, one considered adults younger
than 50 years [15], and another considered elderly
patients older than 60 years of age [10]. Older age
increases the risk of developing adverse reactions,
including slower metabolism, which is caused by
reduced enzyme activity, decreased hepatic clearance
and reduced availability of essential endogenous
cofactors [34].

Female patients were also significantly at risk for
ADRs [6, 13, 15, 22, 31, 34, 40, 43, 44]. However, one
study showed that hepatotoxicity occurs more
frequently in men [11], in contrast to studies that
indicate being male was a protective factor for
hepatotoxicity [34, 42]. The authors suggest that this
protection factor possibly occurs due to the increased
capacity of men to metabolize the drug because of the
increased (induction) microsomal liver enzyme activity
caused by the action of androgen hormones. However,
more studies are needed to clarify these sex variations
in drug metabolism [34].

Regarding comorbidities, Damasceno et al. have
reported that the rates of adverse reactions were
higher in patients with 4 or more comorbidities and
patients taking five or more drugs. Hypertension,
diabetes, being HIV positive, and alcohol and tobacco
use are among the most frequently cited comorbidities
[15]. One study showed that only alcohol was
considered to be a risk factor without being associated
with other comorbidities [11]. One study also
mentioned smoking as a risk factor [13].

The abuse of alcohol has been identified as a risk
factor in several studies [5, 34, 45-48]. However, one of
the studies cited alcohol as a protective factor [22]. The
authors did not explore this finding; however, they
reported that a possible explanation for this protection
would be the fact that alcoholics use a smaller quantity
of prescription pills.

Several studies related with genetic variations
studies [34, 43, 45, 46]. Phenotype of slow acetylation
of NAT2 (the primary enzyme responsible for
metabolism of isoniazid) adverse reactions [13],
particularly hepatotoxicity [23, 28]. Modifications of this
slow phenotype can provide more metabolic
hepatotoxicity [34].

Some studies are associated with HIV, hepatitis B
and C coinfection. These patients developed liver
toxicity [17, 20, 21, 23, 25]. These findings are
consistent with results from other studies [43, 45, 46,
48].

4.2 Factors Associated with Hepatotoxicity

The anti-TB drugs associated with hepatotoxicity
are primarily isoniazid, rifampicin and pyrazinamide;
these drugs interact with one other and with other
drugs. This adverse reaction occurs at high frequency
and incidence in the treatment of TB.

Currently, the PNTB strongly recommends the
discontinuation of treatment when drug toxicity occurs,
and they recommend reporting patients promptly when
their enzyme levels reach three times their normal
values, with the onset of symptoms, or as soon as
jaundice manifests [5, 41, 44]. These ADRs were the
main cause of treatment suspension in three studies
[11, 17, 25] and were mentioned in 19 of 20 article,
despite wide variation in the proportion of patients (0.77
to 72.84%) [11, 13]. In different settings for
hepatotoxicity, 12.1% of patients developed this type of
ADRs using anti-TB drug therapy; this proportion is
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above that reported by the Iranian Review, which was
9.28% [31]. The incidence of hepatotoxicity induced by
anti-TB drugs range from 2% to 28% [44, 47, 49]. Such
variation is reported in several countries, including 4%
in the United Kingdom, 11% in Germany, 9.9% in
Argentina, 13% in Hong Kong, 36% in Japan, Taiwan
26%, and 8% to 36% in India [49]. These differences
are possibly attributed the definitions used in these
studies of hepatotoxicity, as well as inclusion and
exclusion criteria, treatment regimens and methods of
monitoring.

In this review, 5 articles showed a higher incidence
of hepatotoxicity considering the risk factors, such as
coinfection with HIV, HCV, alcohol abuse, opportunistic
infections and previous history of liver disease [11, 17,
20, 21, 25]. These results were similar to those
reported in other studies and reviews [31, 34, 43-47].
Pyrazinamide, isoniazid and rifampicin are the most
likely drugs responsible for hepatotoxicity in TB
therapy, and they require urgent attention. When this
occurs, discontinuation of treatment is recommend until
the symptoms improve and the liver enzyme level is
reduced. Depending on the clinical situation, it is
possible to reintroducing drugs at a one-to-one ratio
after evaluating liver function and considering the
continuity of the basic scheme or replacement by the
special scheme [5].

INH one of the most important drugs used in anti-TB
therapy, and it is the drug most associated with
hepatotoxicity. Isoniazid is a prodrug that needs to be
activated by the enzyme catalase/peroxidase of M.
tuberculosis, which produces reactive oxygen radicals
causing DNA damage and subsequent bacillus death
of [41]. Metabolism of INH in the liver generates toxic
metabolic reactions and can destroy hepatocytes. The
process of acetylation and oxidation must be reversed
into non-toxic components. In 2 studies, acetylator
phenotype  of  N-acetiltransferase2-NAT2, and
glutathione S-transferase (GST) were assessed as
genetic variables associated with liver toxicity [23, 28],
and the results showed that slow acetylators have a
higher incidence of hepatitis. These findings were
similar in studies from a systematic review performed
by Resende and Santos; the authors reported the
acetylator phenotype fast/intermediate N-
acetiltransferase2-NAT2 were protective factors
against liver ADR [29, 34]. The findings of these
studies show that the genetic variability that might
interfere with the toxicity of INH genotypic assays for
acetylation class might improve in future studies.

5. CONCLUSION

This review shows that in a Brazilian setting,
patients using anti-TB drugs are vulnerable to a variety
and number of adverse effects (ADRs). Hepatic
reactions were more common followed by
gastrointestinal reactions and skin reactions. There is a
paucity of ADR studies in Brazil, a fact that can be
attributed to discrepancies in diagnoses, which may
interfere with treatment. Studies have also shown that
anti-TB drugs could cause significant adverse effects
both in quantity and severity, as well as in
hospitalization and increased hospital stays. Therefore,
these studies may not be reflective of the true
incidence and prevalence of ADRs in a Brazil setting
during the study period. Finally, the ability to adapt new
strategies care will be crucial to continued safe and
effective treatment for TB and to avoid ADRs.
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Objetivo Primario:

Avaliar a relacao da hepatite medicamentosa associadas a turberculostaticos com o desenvolvimento do
estresse oxidativo e comparar com individuos que nao desenvolveram hepatites e individuos controles.

Objetivo Secundario:

1.Medir a atividade das enzimas Superoxido Dismutase ( SOD) e Catalase ( CAT ) como marcadores de
estresse oxidativo no sangue de pacientes portadores de tuberculose com hepatites e comparar com
individuos que nao desenvolveram hepatites e individuos controles.

2. Medir os niveis de Glutationa e os niveis de nitrito (oxido nitrico) como marcador de estresse oxidativo no
sangue de pacientes portadores de tuberculose com hepatites e comparar comindividuos que nao
desenvolveram hepatites e individuos controles.
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3.Medir a atividade da biotinidase, TGO e TGP como marcador de hepatotoxicidade no sangue de pacientes
portadores de tuberculose com hepatites e comparar com individuos que nao desenvolveram hepatites e
individuos controles.

4. Avaliar a Peroxidacéo lipidica como marcador de estresse oxidativo no sangue de pacientes portadores de
tuberculose com hepatites e comparar com individuos que ndo desenvolveram hepatites e individuos
controles.
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morte dentre as doencas infecciosas no mundo. A quimioterapia da tuberculose, preconizada pelo Consenso
Brasileiro envolve a associacéo de farmacos que apresentam interacoes entre si e com outros medicamentos,
0 que aumenta bastante o risco de hepatotoxicidade.
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Incluir na segunda folha do TCLE o nome do projeto.
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Situacao do Parecer:

Aprovado
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Diante do exposto, este Colegiado manifesta-se pela APROVACAO do protocolo de pesquisa por estar de
acordo com a Resolucédo n°466/2012 e suas complementares do Conselho Nacional de Saude/MS para ser
desenvolvida no Hospital Universitario Joao de Barros Barreto- UFPA.
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Ainda em atendimento a Res. 466/2012 esclarecemos que a responsabilidade do pesquisador €&
indelegavel, indeclinavel e compreende os aspectos €ticos e legais. Além de apresentar o protocolo
devidamente instruido ao CEP ou @ CONEP, aguardando a decisdo de aprovacéo e€tica, antes de iniciar a
pesquisa; de elaborar o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido.

Cabe ainda ao pesquisador:

1. desenvolver o projeto conforme delineado;

2 elaborar e apresentar os relatorios parciais, e em prazo maximo de 60 (sessenta) dias, apds a
finalizacdo da pesquisa, apresentar o relatorio final, incluindo os resultados finais da pesquisa,
impresso e na Plataforma Brasil;

3. apresentar dados solicitados pelo CEP ou pela CONEP, a qualquer momento;

4. manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e responsabilidade,
por um periodo de 05 anos apos o término da  pesquisa;

5. encaminhar os resultados para publicacao, com os devidos creditos aos pesquisadores
associados e ao pessoal técnico integrante do projeto;

6. Jjustificar fundamentadamente, perante o CEP ou a CONEP, interrupcao do projeto ou a nao
publicacao dos resultados.
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