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RESUMO

Titulo: Estudo da permeabilidade intestinal em pacientes com tuberculose
pulmonar ativa. Autora: Valeria Goes Ferreira Pinheiro. Orientadora: Profa.
Helena Serra Azul Monteiro. Curso de Pés Graduacdo em Farmacologia —

Depto de Fisiologia e Farmacologia — Universidade Federal do Ceara. Ano 2003

Niveis subterapéuticos de drogas antimicobacterianas tém sido observados no
curso do tratamento de pacientes com tuberculose e nos co-infectados TB/HIV e
podem facilitar o surgimento de cepas de M. tuberculosis resistentes as drogas. A
mal-absorcéo intestinal inclue-se entre as provaveis causas e tem sido descrita em
tuberculosos desnutridos, alcodlatras, diabéticos, aidéticos ou com patologias
gastrointestinais associadas. Estudos da permeabilidade intestinal permitem a
avaliacdo da funcado intestinal em varias doencas, mas tém sido escassos na
tuberculose. O teste da lactulose / manitol tem sido utilizado como critério de lesé&o
com déficit absortivo da mucosa intestinal e pode ser de utilidade no prognéstico da
absorcdao intestinal de drogas em pacientes com tuberculose. Foram estudados 41
pacientes (30H e 11M). A coleta dos dados foi realizada no Hospital de Maracanad,
Fortaleza-CE, em 2001. Procedeu-se descri¢do clinica, social e laboratorial do grupo
de pacientes e estudo piloto de observacéo utilizando o teste da lactulose / manitol
em 40 pacientes com tuberculose pulmonar ativa, comparando com grupo controle
de 28 voluntarios sadios objetivando estudar a permeabilidade intestinal. Testes de
sensibilidade as drogas antituberculose, pelo método das proporg¢des indireto, foram
realizados em 20 pacientes com cultura de escarro positivas. O grau de nutricao
avaliado através do indice de Massa Corpdrea (IMC) e o nivel sérico das drogas
foram correlacionados com os valores da permeabilidade intestinal. Cinqlienta e
nove por cento (24 pacientes) foram considerados desnutridos pelo IMC<18,5 kg/m?,
sendo vinte e dois por cento (9 pacientes) considerados severamente desnutridos
(IMC<16 kg/m?). Em 18 pacientes, ap6s 2 h da tomada de 600mg de rifampicina (R)
e 400 mg de isoniazida (H) os niveis séricos de R (CRM 2h) e H (CINH 2h) foram
analisados por HPLC. A taxa de excrecao urinaria de manitol (média + desvio
padréao) foi significativamente menor p<0,001 (9,52 + 5,70) nos pacientes que dos

controles (20,14 + 10,84). A taxa de excrecdo de lactulose foi significativamente
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maior p<0,05 nos pacientes (0,59 + 1,79) que nos controles (0,52 + 0,47) e a razao
L/M foi aumentada de forma consistente, embora néo significativa p>0,05 (0,05 +
0,10 pacientes contra 0,02 + 0,02 controles). Considerando a faixa terapéutica da R
(8-24 mcg/mL ) e da H (3-6 mcg/mL) observamos que as CRM2h e CINH2h em
16/18 (88,8%) pacientes ndo atingiram niveis séricos adequados para as duas
drogas. 8/18 (44,4%) pacientes nao alcancaram niveis séricos para ambas as
drogas simultaneamente. Na andlise das drogas isoladas verificamos que em 12/18
(66,7%) pacientes a CRM2h o nivel sérico minimo nao foi alcangado (média R =6,47
mcg/mL) e 13/18 (72,2%) a CINH2h também foi reduzida (média H =2,17 mcg/mL).
Quanto ao perfil de resisténcia do M. tuberculosis em cultura de escarro,
observamos 4/20 (20%) multirresistentes (3 a R+H e 1 a todas as drogas) e 2/20
(10%) monorresistentes a H sendo 14/20 (70%) amostras consideradas sensiveis as
drogas testadas. Os resultados observados sugerem uma intensa reducdo na area
de absorcdo e lesdo da mucosa intestinal nos individuos estudados. Os dados sdo
consistentes com a reducgéo na biodisponibilidade de rifampicina e isoniazida e com
o estado nutricional destes pacientes. Os dados preliminares recomendam estudos
adicionais na avaliacdo completa da biodisponibilidade das drogas

antimicobacterianas em pacientes com tuberculose.

Palavras chaves: 1. tuberculose pulmonar 2. permeabilidade intestinal 3.
biodisponibilidade de drogas antituberculose 4. resisténcia do M. tuberculosis as

drogas



ABSTRACT

Title: Intestinal permeability study in active pulmonary tuberculosis. Author:
Valeria Goes Ferreira Pinheiro. Orientation: Prof. Helena Serra Azul Monteiro.

Department of Pharmacology. Federal University of Ceara- Brazil. Year: 2003.

Subtherapeutic antimycobacterial drugs levels have been observed during treatment
of patients with tuberculosis and in HIV coinfected. It may facilitate the development
of M. tuberculosis resistant strains. Malabsorption may be one of the underlyne
cause. It has been documented in tuberculosis patients associated to malnutrition,
alchoolics, diabetes, AIDS and gastrointestinal symptoms. Intestinal permeability
studies have been conducted in order to evaluate the intestinal function in some
diseases but are scant in tuberculosis. Lactulose / manitol ratio in urine a widely used
measure of malabsorption and intestinal permeability may be useful to assesss the
drug absorption area in tuberculosis. In order to study the intestinal permeability in
tuberculosis, we conducted in a pilot study 40 patients and 28 healthy volunteers,
using the urinary excretion of ingested lactulose and manitol as respective markers of
barrier disruption and overall villous surface area. The Maracanau Hospital in
Fortaleza-CE, was choosen and the data were collected in 2001. Eigthteen patients
receiving 600 mg rifampicin (R) and 400 mg isoniazid (H) were evaluated through
venous blood analysis obtained at 2 hours after directly observed ingestion. The
serum samples were analysed by HPLC at the Infectious Disease Pharmacokinetics
Laboratory / National Jewish Center / Denver, USA. Nutritional status by body mass
index (BMI) and serum drug levels were correlated with intestinal permeability data.
M. tuberculosis isolates from 20 clinical specimens were tested to drug susceptibility
by standard proportion method (APM ) using Lowestein-Jensen medium. Forty-one
patients (30 M, 11 F) were studied. Fifty nine per cent (24) patients were malnourish
(BMI<18,5 kg/m?); 22% (9) were severely malnourish (BMI<16 kg/m?). The urinary
excretion of mannitol (mean + standard deviation) showed a significant decrease p <
0,001 in patients (9,52 + 5,70) compared to controls (20,14 + 10,84). The excretion of

lactulose was significant increased p < 0,05 in patients (0,59 + 1,79), than controls



(0,52 + 0,47) and the L/M ratio shown consistent increased (0,05 + 0,10) in patients
compared to controls (0,029 + 0,0,02) p > 0,05. Considering the reported target
range for R (8-24 mcg/mL ) and H (3-6 mcg/mL) we observed that 2-h serum levels
were below the lower limit for R and H in 88,8% (16/18) patients. Forty four per cent (
8/18) of patients had reduced levels for the two drugs. Analysing single drugs we
documented that 66,7% (12/18) patients had levels below the target limit for R (mean
R =6,47 mcg/mL) and 72,2% (13/18) for H (mean H =2,17mcg/mL). Concerning to M.
tuberculosis susceptibility profile in sputum culture, we observed 20% (4/20)
multidrug resistants strains (3 for R + H and 1 for all drugs). Ten per cent (2/20)
were resistant only for H and 70% (14/20) strains were sensitive. These results
suggests an important decrease in the funcional absorptive surface of the intestine
and damage of the intestine in patients studied. The data are consistent with reduced
antituberculosis drugs bioavailability and compromissed nutritional status of these
patients. The preliminary results indicate the necessity of new approaches to
accurate portrait of drugs bioavailability in tuberculosis patients.

Key words: 1. pulmonary tuberculosis. 2. intestinal permeability 3. antituberculosis

drugs bioavailability 4. M. tuberculosis resistance.
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e parasitas nas fezes

Tabela 17. Valores descritivos da taxa de excrecgao urinaria do 124
manitol, da lactulose e da relagao lactulose / manitol

em funcio da concentragao sérica da rifampicina

Tabela 18. Valores descritivos da taxa de excreg¢ao urinaria do 126
manitol, da lactulose e da relagao lactulose / manitol

em fungdo da concentragéo sérica da isoniazida
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LISTA DE SIGLAS

CH 2h - Concentracio sérica de isoniazida apés 2 horas

CNPS - Coordenagao Nacional de Pneumologia Sanitaria

CRM 2h- Concentracao sérica de rifampicina apés 2 horas

DFCs- Dose fixa combinada

DOTS - -“Directly Observed Treatment Short-course” Tratamento encurtado

diretamente observado

E ou EMB - etambutol

HPLC- “High Perfomance Liquid Cromatography” - Cromatografia Liquida de

Alta Pressao

IL-- interleucina

IMC- indice de massa corpérea

H ou INH- isoniazida

IUATLD- “International Union Against Tuberculosis and Lung Disease” — Uni&do

Internacional contra a Tuberculose e Doencas Pulmonares

L- lactulose

LACEN — Laboratoério Central de Saude Publica

L/M- razao lactulose / manitol
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M- manitol

MDR-TB- bacilo multidrogarresistente

NUPLAN- Nucleo de Pesquisa em Alimentos e Medicamentos

OMS- Organizagao Mundial de Saude

PEGs- Polimeros de propiletilenoglicéis

Pl- permeabilidade intestinal

RFLP- “Restriction Fragment Length Polymorphism” — polimorfismo de

tamanho de fragmentos de restrigdo

R ou RM - rifampicina

S ou SM- estreptomicina

TBMR- paciente tuberculoso multirresistente

TJ — -“Tight Junctions” -Zénulas de oclusao

UICTER- “Unién Internacional Contra la Tuberculosis y Enfermedades
Respiratorias” — Unido Internacional contra a Tuberculose e Doencgas

Respiratorias

Z ou PZA - pirazinamida

WHO- “World Health Organization” - Organizagdo Mundial de Saude
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1. INTRODUCAO
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Revivendo...

“Ao longo da historia, a humanidade tornou-se vitima de pandemias de
cOlera, peste, gripe, febre tifoide e tuberculose entre outras doencas
infecciosas que representavam as principais causas de O6bito. Doencas
aparentemente banais como infeccdo de ouvido, de pele e garganta
frequentemente resultavam em surdez, deformidades ou morte devido a

complicacbes como septicemia.

Ainda no século XIX a expectativa de vida na Europa e América do
Norte estava ao redor 50 anos e era marcava pela constante e previsivel perda
de familiares, amigos, cénjuges e colegas. O habito de cumprimentar o outro
perguntando por sua saude era significativo e tornou-se popular exatamente
baseado na ameaca sempre presente de morte subita devido a peste,
acidentes ou outra infec¢éo fortuita. Era um mundo no qual a probabilidade de
morte prematura por doencas infecciosas girava em cerca de 40% e onde as

mulheres sucumbiam durante o parto por infec¢des, hoje facilmente curaveis.

Nos dias atuais, a situacdo nos paises em desenvolvimento permanece
tdo horrenda quanto estava nas geracdes anteriores. Nas regidbes mais
empobrecidas do mundo, onde a miséria e 0 acesso inadequado ao
atendimento a saude permanecem como lembrancas opressivas da debilidade
humana, as doencas infecciosas continuam sendo uma ameaga onipresente a

vida e ao sustento”.

(Gro Harlen Brundtland - Diretor da OMS, 2000).
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1.1 Tuberculose

1.1.1 Historia

A tuberculose (TB) foi conhecida e temida através dos tempos como
uma das principais causas de morte. A imagem de "doenga romantica"
companheira de poetas e intelectuais perdurou até os ultimos anos do século
XVIII, quando comegou a ser percebida como “doenga social” aliada nefasta da

pobreza, da desnutricdo e das guerras (Fiocruz, 1993)

No Brasil, a imagem "tisica romantica" sombreou a percepc¢édo da
tuberculose como “doenca social” até o inicio do século passado. Apesar da
clara associacdo da doenca com as precarias condicbes de vida, as
orientagcbes para o controle da tuberculose, apds a identificacdo do
Mycobacterium tuberculosis, por Robert Koch em 1882, visavam sempre o

bacilo como o principal alvo.

Nessa época, o tratamento para a tuberculose era privilégio de
poucos e tinha como pressuposto que a cura espontanea do doente ocorria
quando o mesmo estava em condigdes favoraveis de boa alimentagdo e
repouso, arejado pelo clima das montanhas rarefeito em oxigénio, que
dificultava a sobrevivéncia do bacilo. Esse foi o periodo da proliferacdo dos
sanatérios e do florescimento de cidades que vicejaram a sombra da

tuberculose.

Na década de 1930, avancgos cientificos como a vacina BCG, a
baciloscopia, a abreugrafia, o pneumotdrax e outras cirurgias toracicas, vieram

questionar o “fator clima, repouso e superalimentacédo" na cura da tuberculose.

A descoberta da quimioterapia especifica, a partir da década de 1940,
iria alterar de forma radical, o conhecimento cientifico mundial em relacédo a

tuberculose. O perfil sécio-epidemiolégico da doenga comegou a ser discutido
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racionalmente, a utilidade dos sanatorios passou a ser questionada e projetou-

se uma grande abrangéncia do tratamento aos doentes de tuberculose.

Com a comprovacao da eficacia desses quimioterapicos na cura da
doengca ao longo das décadas de 1950 e 1960, o tratamento baseado
principalmente em cuidados individuais, passou a ser amplo, acessivel a
massa e basicamente ambulatorial. A internagdo do pacientes tornou-se
desnecessaria na maioria dos casos. Em consequéncia dessa politica, nas
décadas seguintes foram paulatinamente, sendo desativados os sanatérios, os
hospitais especializados, os dispensarios e 0s programas sociais agregados ao
controle da tuberculose. A estratégia de tratamento passou a ser orientada
para os postos de saude onde o paciente seria acompanhado por equipes
minimamente treinadas, inseridas nos programas gerais de saude. O contexto
social da doencga e as caracteristicas individuais do doente foram sendo pouco

a pouco relegados (Fiocruz, 1993).

O foco principal de todos os programas de controle da doenga era a
descoberta e anulacédo de casos baciliferos. A principal arma do tratamento era
0 uso das drogas. Medicamentos eficazes, ao lado das medidas profilaticas e
da simplificacdo do diagndstico, determinaram entdo uma grande mudancga no
perfil epidemioldégico da doenga. Ocorreu inicialmente, uma queda vertiginosa
dos indices de mortalidade por tuberculose em todos os paises, permitindo

uma maior esperanga de vida aos doentes e a cura da maioria dos doentes.

Os medicamentos curavam. A euforia foi extraordinaria, profetizou-se
logo a erradicacdo da tuberculose no planeta. Pouco tempo depois veio a
perplexidade, a tuberculose continuou grassando no mundo. E pior, as drogas
funcionavam como um poderoso bumerangue. Logo se percebeu que o mau
uso dos antibidticos trouxe a reboque uma ameaga maior, 0 surgimento de
bacilos resistentes as drogas que facilmente podem ser transmitidos para a
comunidade. A doencga antes assustadora, por sua alta mortalidade, agora

robustecida pela resisténcia pode se tornar incontrolavel. Os determinantes e
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respostas para solugdo desse fendbmeno representam um dos maiores desafios

de saude do século XXI.

A proposta deste trabalho “Estudo da permeabilidade intestinal em
pacientes com tuberculose pulmonar ativa” visa contribuir para o entendimento
de fatores que possam estar implicados no desenvolvimento da resisténcia do
M. tuberculosis as drogas, tais como as repercussdes da tuberculose pulmonar
no trato intestinal, a avaliacdo da permeabilidade intestinal de doentes

tuberculosos e a apreciagao da biodisponibilidade de drogas antituberculose.

1.1. 2 Epidemiologia

Dados da Organizacdo Mundial da Saude (OMS) ou World Health
Organization (WHO) e da International Union Against Tuberculosis and Lung
Disease (IUATLD) ou Union Internacional Contra la Tuberculosis vy
Enfermedades Respiratérias (UICTER) estimaram em 1990, cerca de 1,8 bilhdes
de pessoas infectadas com o M. tuberculosis, ou seja, 1/3 da populagao mundial.
Na década atual, mais de 20 milhdes de doentes foram notificados, e registra-se
a tuberculose como responsavel pelo 6bito de cerca 3 milhdes de pessoas a

cada ano.

O comportamento da tuberculose em um pais ou regido pode ser
avaliado utilizando-se o risco médio anual da infecgdo tuberculosa (RMAI) que
corresponde a probabilidade de uma pessoa de infectar pelo M. tuberculosis. O
RMAI é calculado a partir da realizagado de inquéritos epidemioldgicos avaliando
a prevaléncia da reatividade ao PPD (protein purified derivated) em uma mesma
populacdo, de mesma faixa etaria, ndo vacinada com BCG, no periodo de 1 ano
(Kritski et al., 1999). E considerado um indicador seguro, pois independe das
demais informagdes referentes ao controle da doencga, tais como, incidéncia,
morbidade e mortalidade (Rosemberg, 1999). Baseado no RMAI tuberculosa e
considerando as diferentes condicdes econbmicas e areas geograficas
peculiares, a OMS classificou em 1990, os paises do mundo em 4 grandes
grupos (Kochi, 1991):
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e Grupo | — Paises industrializados. Tuberculose em declinio acelerado.
Risco de infecgéo entre 0,01 a 1,1% com decréscimo de mais de 10% ao

ano. Estados Unidos e Japao se incluem nesse grupo.

e Grupo Il — Paises com renda “per capita” média. Tuberculose declinando
com certa lentidao. Risco de infec¢ao entre 0,5 a 1,5% com declinio anual
de 5 a 10%. Asia-Oeste, Africa do Norte e América Latina (o Brasil com

risco de infeccdo em torno de 0,5 a 0,8%, esta incluido nesse grupo).

e Grupo lll — Paises também com renda média. Tuberculose sem declinio
ou com decréscimo muito lento. Risco de infeccao entre 1,0 a 2,5% , com

declinio de 5% anualmente. Leste e Sudeste da Asia.

e Grupo IV — Paises com baixa renda. Tuberculose em situagdo muito
grave. Risco de infeccdo entre 1,0 a 2,5% com declinio nulo. Africa

subsahariana e subcontinente hindu.

A distribuicdo dos infectados € bastante desigual. Os paises
industrializados do primeiro mundo (Grupo |) reunem 21% do total, enquanto que
no terceiro mundo representado pelos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento (Grupo IlI, Ill e 1V) concentram 79% do total de individuos

infectados, ou seja, a grande massa dos infectados do mundo.

A situagao da tuberculose levantada em 1990 vem piorando em todas
as areas geograficas. As projegdes da OMS até o ano 2005 indicam um
agravamento da situagao global, principalmente nos paises do terceiro mundo.
Entre os fatores agravantes, destacamos a epidemia pelo HIV, a deterioracéo da
rede assistencial de saude publica, o crescimento demografico, as migracoes
populacionais, as guerras, o aumento da miséria e o aparecimento de cepas do

M. tuberculosis resistentes as drogas antituberculose (Rosemberg, 1999).
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Definicoes e terminologia de resisténcia bacilar :
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Resisténcia primaria — € a resisténcia inata de bacilos as drogas

detectada em pacientes virgens de tratamento.

Resisténcia adquirida — refere-se a resisténcia detectada em bacilos
de paciente que previamente receberam pelo menos um més de

tratamento com drogas antituberculose.

Resisténcia combinada — refere-se a resisténcia detectada em
bacilos de pacientes, sem levar em conta a informacao de tratamento

anterior.

Monorresisténcia — o termo é utilizado quando o bacilo é resistente a

somente uma das drogas testadas

Multidrogarresisténcia (MDR-TB) - O estado de
multidrogarresisténcia foi definido como a resisténcia do M.
tuberculosis a pelo menos rifampicina (R) e isoniazida (H), com ou
sem resisténcia a outras drogas (WHO/IUATLD, 1997; Pablos
Mendez et al., 1998), pois essas duas drogas representam
atualmente, a mais potente combinacado terapéutica contra o M.
tuberculosis. No Brasil, a tendéncia atual ¢é considerar
multidrogarresistente o bacilo resistente a duas ou mais drogas,

independente de quais sejam (Rosemberg, 1999).

Paciente tuberculoso multirresistente (TBMR) — denomina-se o

individuo portador de bacilos tuberculosos a duas ou mais drogas.
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1.1.3.1 Prevaléncia

A OMS e a IUATLD conduziram em 1994, um estudo
denominado “Projeto Global de Vigildncia da Resisténcia as Drogas
Antituberculose” com o objetivo de estimar a prevaléncia da resisténcia,
estudar sua distribuicdo mundial e a associagao entre os indices de resisténcia
encontrados com as politicas de tratamento da tuberculose dos diversos
paises. Quatro das principais drogas antituberculose foram testadas nesse
estudo: rifampicina, isoniazida, etambutol e estreptomicina. Uma rede
internacional de 22 laboratérios serviu como centro de referéncia para o
controle de qualidade de testes de sensibilidade as drogas, feitos em amostras
de escarro de 50.000 pacientes com tuberculose distribuidos em 35 paises,
inclusive o Brasil (WHO/IUATLD, 1997).

Principais conclusdes do Projeto:

e Resisténcia primaria: A prevaléncia média de resisténcia a uma unica
droga, foi de 10,4%, variando de 2% (Republica Tcheca) a 41%
(Republica Dominicana). Casos de MDR-TB primaria foram encontrados
em todos os paises participantes do estudo, exceto o Quénia. A
prevaléncia média da MDR-TB primaria foi de 1,4%, variando de 0,0
(Quénia) a 14,4% (Latvia - paises baltico, anteriormente denominado por
Letdnia). A resisténcia primaria as 4 drogas teve média em 0,2% dos

casos (variacéo de 0,0 a 4,6%).

e Resisténcia adquirida: A prevaléncia média de resisténcia a pelo menos
uma droga foi de 36% com uma variagéo entre 5,3% na Nova Zelandia a
100% em Ivanovo Oblast, uma comunidade russa situada cerca de 200
quildbmetros de Moscou. A média da prevaléncia de MDR-TB adquirida
foi de 13%, variando de 0 % no Quénia a 54% na Latvia/Letbnia.
Resisténcia a 4 drogas foi registrada na média de 4,4% de todos os

casos (variacdo de 0 a 17%).
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As maiores taxas de resisténcia adquirida a isoniazida foram
verificadas na Lituénia (69,7%); Russia — Inanovo Oblast (54,4%); Estbnia
(46,2%); Coréia (45,5%) e Serra Leoa (43,0%). A resisténcia adquirida a
rifampicina observada em 14 paises variou entre 16,4 e 57,9%. Taxas elevadas
como as encontradas, considerando-se a importancia dessas drogas no
esquema terapéutico revelam situacdo muito complicada para o controle da

doenga nesses paises (Rosemberg, 1999).

1.1.3. 2 Distribuicdo geografica mundial

A Asia concentra o maior contingente de tuberculosos e as mais altas
taxas de resisténcia no mundo, particularmente a india e o Paquistdo. Os
paises do Leste Europeu, notadamente os da antiga Unido Soviética, também
registram altas taxas: Latvia/Letdnia (41,6%); Estonia (31,2%); Russia (38,3%).

Os paises da Europa Central e Oeste tém baixos indices de resisténcia.

Na Africa, a prevaléncia da resisténcia combinada é em geral alta,
concorrendo para isso, a epidemia do HIV com os indices mais altos do mundo

e programas de tuberculose desestruturados e ineficientes.

Nas Américas, a prevaléncia da resisténcia combinada é
relativamente baixa, porém indices altos tém sido registrados no norte do Peru
(54,5%), na Republica Dominicana (41%), na Bolivia (28,4%) e na Argentina
(18%) (Pablo-Mendez et al., 1998; Rosemberg, 1999).
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1.1.3. 2.1 Situagao do Brasil

O quadro da tuberculose no Brasil é considerado como severo, ocupa o
10° lugar entre os 22 paises que concentram 80% dos casos do mundo.

Com uma populagao de 169.799170 habitantes (BRASIL/MS/Datasus,
2002a) foram notificados no ano de 2000, 103.060 casos novos da doenca
sendo o coeficiente de incidéncia da doenga 60,70/100 mil hab. Este coeficiente
varia extraordinariamente devido a desigualdades sécio-econdmicas existentes
nas diferentes regides. Dados do ano de 2000 indicam que na Bahia a taxa de
incidéncia de tuberculose foi de 103,22 por 100 mil hab., enquanto que no
Amapa foi de 0,42 por 100 mil habitantes (BRASIL/MS/Datasus, 2000b). Do total
de casos notificados cerca da metade, sdo formas pulmonares baciliferas. Essa
proporgao tem se mantido ao longo da ultima década.

As projecdes para o ano de 2002 sao de 131.769 casos novos
diagnosticados, caso ndo haja interferéncia capaz de modificar o curso da
progressao epidemioldgica da doenga. A mortalidade por tuberculose é
considerada baixa, variando nas diferentes capitais do Brasil entre 3 a 16
/100.000 habitantes. Os indices de cura giram em torno de 70% e o abandono
dos pacientes que iniciam tratamento, estda na faixa dos 14%
(BRASIL/MS/Funasa, 2000)

Dados do “Projeto Global de Vigilancia da Resisténcia as Drogas
Antituberculose” revelam que no Brasil as taxas de resisténcia primaria estao
em: 5,9% para isoniazida; 1,1% para rifampicina; 0,1% para etambutol e 3,6%
para estreptomicina. Quanto a resisténcia adquirida observou-se as taxas de
11,2% para isoniazida; 6,1% para rifampicina; 0,3% para etambutol e 5,4% para
estreptomicina (WHO/UILATD, 1997).
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1.1.3.2.2 Situagao do Ceara

O Estado do Ceara apresenta indices de tuberculose bastante
preocupantes. Com uma populacdo de  7.430.661 habitantes
(BRASIL/MS/Datasus, 2002a). Em 2000 foram notificados 3.353 casos novos
de tuberculose sendo 45,12/100 mil a taxa de incidéncia da doenca. No Ceara,
baseado nas taxas de incidéncia em ordem decrescente, os municipios eleitos
como prioritarios para o controle da doenga sdo os seguintes: Sobral,
Fortaleza, Maracanau, Crateus, Caucaia, Juazeiro do Norte, Itapipoca, Crato e
Maranguape (BRASIL/MS/Datasus, 2002b).

No periodo entre julho de 1995 e agosto de 1996, o Estado do Ceara
juntamente com outros estados do Brasil participou do Projeto Global da
WHO/UILATD.Todas as amostras de escarro positivas para bacilos alcool-acidos
resistentes (BAAR) ao exame direto, coletadas em 4 unidades de saude de
Fortaleza foram submetidas ao teste de sensibilidade pelo método das
propor¢coes indireto em meio soélido. Do total de amostras de 506 pacientes
sem histéria de tratamento anterior, foram encontrados 03 (0,6%) pacientes
com (MDR-TB primaria), e de amostras de 122 pacientes anteriormente
tratados, foram encontrados 04 (3,3%) pacientes TBMR adquirida (Campelo,
1999; Barroso et al., 2001).

Barroso et al. (2001) em estudo retrospectivo sobre a prevaléncia da
tuberculose multirresistente no Estado do Ceara no periodo de 1990 a 1999,
detectou em 1.500 testes de sensibilidade as drogas antituberculose
realizados, um total de 404 (27%) cepas com resisténcia combinada a pelo
menos 1 droga , e 266 (17,7%) cepas resistentes a pelo menos rifampicina +
isoniazida, consideradas MDR-TB. O total de notificacdes de casos de Tb ativa
no periodo estudado foi de 41.073 casos, portanto a prevaléncia combinada da
MDR-TB no Estado do Ceara nesse estudo foi determinada em 0,65%.
Analisando-se ano a ano nesse periodo de estudo de 10 anos, observamos

que em 1994, a taxa de prevaléncia da resisténcia combinada foi de 0,82%
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aumentando para 1,48% em 1999. Embora baixos esses valores sao

preocupantes, pois se apresentam numa curva ascendente.

A tendéncia crescente da resisténcia também tem sido observada em
paises industrializados como o Reino Unido que apresentava em 1993, uma
prevaléncia de TBMR de 0,6% passando para 1,7% em 1996 (Bennett et al.,
1996) e na Alemanha, onde a prevaléncia da MDR-TB combinada elevou-se de
1,7 em 1987, para 5,8% em 1993 (Schaberg, 1996).

Barroso et al. (2001), assim como Park e Davis (1996) alertam para
outras consequéncias nefastas da progressao crescente de cepas de M.
tuberculosis resistentes, chamando a atengdo que a sobrevivéncia de um
paciente  multirresistente (TBMR) com  baciloscopia de escarro
persistentemente positiva, pode ser relativamente longa, o que amplifica
extraordinariamente a chance de disseminacdo de bacilos resistentes na

comunidade e principalmente entre seus contactantes.

1.1.3.3 Mecanismos de Resisténcia as drogas antituberculose

As caracteristicas biolégicas M. tuberculosis levam a geragao
continua de mutagbes em seu material genético. Em grande parte, estas
mutagdes inviabilizam a sobrevivéncia do bacilo, levando a sua destruigdo.
Algumas mutagdes ndo causam nenhum efeito. Outras, no entanto, tornam o
bacilo resistente ao(s) medicamento(s) antituberculose. Essa caracteristica
inata do bacilo da tuberculose € denominada por resisténcia natural (presenca
de germes mutantes resistentes em uma populagdo de M. tuberculosis

selvagens) as drogas antituberculose.

Quando isto ocorre, ha uma selegdo desta populagdo bacilar, que
passa entdo a se multiplicar sem a inibigao eficiente do medicamento. Nao ha

qualquer indicio que o bacilo da tuberculose tenha capacidade de utilizar algum
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processo ativo para incorporagao de mutagcdes que |lhe tragam resisténcia aos
medicamentos. Quanto maior for a populagcdo bacilar e sua taxa de
multiplicagdo, maior sera a chance de gerar uma populagdo M. tuberculosis

resistentes.

Cada droga tem o seu mecanismo de acao definido, conhecido ou néo.
A droga atua em alvos isolados ou multiplos, geralmente bloqueando ou
alterando metabdlitos e enzimas essenciais a sobrevivéncia do bacilo. A
exposicdo a uma droga unica, pelo grande numero da populagéo bacilar
existente no doente, pode facilmente selecionar bacilos naturalmente
resistentes que escapam a sua agdo, tornando-se assim uma populagao

composta de bacilos resistentes.

Bacilos mutantes resistentes aparecem como uma constante
matematica para cada droga (Rosemberg, 1999). Assim, para cada droga,
temos diferentes probabilidades de ocorréncia de bacilos mutantes em uma

populacéo bacilar:

e probabilidade baixa: Rifampicina (R) — 1 mutante em 10'° bacilos;

e probabilidade intermediaria: Estreptomicina (S) e Isoniazida (H) — 1
mutante em 10° bacilos; Etambutol (E) — 1 mutante em 107 bacilos;
Kanamicina (K) — 1 mutante em 10° bacilos; Pirazinamida (Z) - 1

mutante em 10° bacilos:

e probabilidade alta: Etionamida (Et), Cicloserina (C), Tiacetazona

(Th), Viomicina, Capreomicina - 1 mutante em 10° bacilos.
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1.1.3.3.1 Mecanismos moleculares

As mutagdes que conferem resisténcia ao M. tuberculosis sao

cromossOmicas e sao atribuidas principalmente as modificagbes em genes

"alvos das drogas”, que acabam por ser alterados ou destruidos (Spratt, 1994;

Davis, 1994). A probabilidade de desenvolvimento de resisténcia simultanea a

pelo menos duas drogas, portanto passa a ser multiplicativa.

Os principais alvos para o desenvolvimento da resisténcia podem ser

agrupados em dois, de acordo com a sua principal interferéncia:

- Barreira de contengao bacilar (redu¢cado da permeabilidade e/ou alteragao

nas bombas de efluxo);

Sintese de enzimas e outras substancias vitais (codificagao alterada,

degradacéo, inativagao).

Alguns genes cujas mutagdes conferem resisténcias as drogas ja foram

identificados.

Resisténcia a Rifampicina (R{R}). A rifampicina (R) é uma droga do
grupo das ansamicinas. Atua através de sua ligagdo com genes {rpo
A,B,C,D} da micobactéria que codificam a enzima RNA polimerase,
bloqueando a sua transcricdo. Mutacdes no rpo B levam a alteracdes na
subunidade B da RNA polimerase, conferindo uma ligacéo defeituosa da
droga ao seu alvo, resultando em resisténcia (Cole, 1994; Ponce de
Leon, 2000). Alteragdes nos cdédons Ser531 e His526 representam mais
de 70% das mutagdes que levam a resisténcia a rifampicina (Rattan et
al., 1998).

Resisténcia a Isoniazida (H{R}). O gene katG codifica a catalase-
peroxidase, enzima ativadora da isoniazida (H) em um composto

intermediario eletrofilico instavel, necessario a acao intracelular da
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droga. Em 1953 Middlebrook conseguiu isolar mutantes resistentes a H
desprovidos da atividade catalase. Zhang et al. (1992), comprovaram
que o gene katG era defeituoso em muitas cepas de bacilos resistentes
a H. Mutagdes do katG e HA sao encontradas em 70 a 80% das
amostras H resistentes (resisténcia relacionada com a perda da
atividade catalase). Mutagdes em outros genes, tais como, na regido
oxyR-ahpC (OxyR transcription factor, AhpC alkyl-hydroperoxidase e
kasA B-ketoacil ACP sintetase ) sdo encontradas em 20% das amostras
H resistentes ( Riska et al. ,2000).

Resisténcia a Pirazinamida (Z{R}). A pirazinamida (Z) € uma droga de
acao intracelular exclusiva, ela é ativa em bacilos semidormentes ou
quiescentes, que ndo sao alcancados por outras drogas (Heifets &
Lindholm-Levy, 1992) Age sinergicamente com a rifampicina e a
isoniazida. O gene pncA codifica piraminadase. Mutagdes nesse ponto

conferem resisténcia a pirazinamida (Riska et al., 2000).

Resisténcia ao Etambutol (E{R}). O etambutol (E) interage com
proteinas do gene embCAB dentro do meio intercelular do bacilo. A
droga inibe a arabinosyl transferase, seu alvo principal, determinando a
inativacdo da sintese do arabinogalactano, componente da parede
celular do bacilo. Essa interacdo impede ainda a transferéncia do acido
micolico para construgdo da mesma parede bacilar. Niveis de Beta-D-
arabinofuranosyl-1-monophosphoryl  decaprenol rapidamente se
acumulam em bacilos sensiveis quando expostos ao E. Tem sido
demonstrado alteragbes na sequéncia do gene embCAB em cerca de
70% das amostras resistentes. Mutagdes no locus embB locus
produzem alvos alterados, podendo ser causa de resisténcia (Riska et
al., 2000).

Resisténcia a Estreptomicina (S{R}). A estreptomicina (S) interrompe
a decodificagdo do aminoacyl t-RNA inibe assim, a translagdo do mRNA.

Duas distintas classes de mutacbes estdo bem estabelecidas como
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determinantes da resisténcia do bacilo a estreptomicina: a primeira - um
ponto de mutagédo na proteina ribossomial S12 codificada pelo gene rps
L; e a segunda - um ponto de mutacéo na regiao rrs, codifica 16S rRNA (
Riska et al., 2000).

e Resisténcia a Fluoroquinolonas (FQ{R}). As fluorquinolonas (FQ)
inibem a DNAgirase e a topoisomerase Il, resultando em interrupgéo da
transcricdo e da divisao bacilar. Essa enzimas sao heterotetrameros
com subunidades codificadas pelos genes gyrA e gyrB .As quinolonas
tém sido utilizadas nos ultimos anos, no tratamento alternativo da
tuberculose. Mutagdes no gene gyrA tém sido associadas com altos
niveis de resisténcia. Entretanto, outras mutagdes podem ocorrer, como
no cédon Ser95, sem aparente relagdo com o desenvolvimento de

resisténcia (Riska et al., 2000).

1.1.3.3.2 Genes preditivos de M. tuberculosis resistentes as drogas

A genotipagem (caracterizacdo das modificagdes pontuais dentro do
gene) tende a se tornar uma ferramenta de extraordinaria utilidade para
tratamento da tuberculose. Este instrumento permitira a monitorizagao
especifica do padrao de sensibilidade do bacilo as drogas, de forma muito mais
rapida que os métodos tradicionais. Aproximadamente 90% da resisténcia a R,
E, S e 75% da resisténcia a H pode ser predita através do exame de 6 cédons
(rpoB531, rpoB526, rrs513, rpsL43, embB306, e katG315) do bacilo. A
resisténcia a rifampicina esta associada a mutagdes no gene rpoB em mais de
96% da cepas resistentes a essa droga. Devido a importédncia dessa droga no
esquema terapéutico da tuberculose, Van Rie et al. (2001) tem sugerido utilizar

a resisténcia a rifampicina R{R} como marcador para a detec¢gdo da MDR-TB.
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1.1.3.4 Fatores implicados no desenvolvimento da resisténcia do M.

tuberculosis as drogas

A emergéncia do M. tuberculosis resistente as drogas antituberculose
em uma populagdo tem sido geralmente associado a uma variedade de fatores
relacionados a eficiéncia do programa de controle (Barnes, 1987). De fato, em
muitos paises ndo existem programas estruturados de controle da tuberculose,
com utilizagdo de drogas normatizadas. Em outros, com programas
relativamente bem estruturados, como é o caso do Brasil, a desorganizagédo da
rede de atendimento, falhas no suprimento da medicacgdo, instabilidade nas
politicas de saude e na organizagao conjuntural do pais, podem comprometer a
eficiéncia dos programas de controle da tuberculose e favorecer da mesma

forma o surgimento da resisténcia.

O uso de esquemas terapéuticos com drogas de qualidade néao
assegurada € um problema adicional. A compra de matéria prima de baixa
qualidade no mercado internacional, a produg¢ao de drogas sem o devido padrao
de qualidade ou falhas no monitoramento da producgéo, estocagem e até mesmo,
inobservancia de prazo de validade das drogas podem comprometer a qualidade

da medicagao distribuida no programa de controle da doenca.

Prescricdo de esquemas equivocados pelos profissionais de saude
pode resultar no desenvolvimento da resisténcia. Erros podem ocorrer na
selecdo inadequada de drogas, na utilizacgdo de medicamentos de baixa
eficacia contra os bacilos, na incapacidade no reconhecimento de tratamento
anterior, na adicdo de drogas isoladas em regimes de faléncia (Mahmoudi &

Iseman, 1993) ou mesmo em falhas de monitorizagdo do esquema utilizado.

A resisténcia pode se desenvolver também por fatores relacionados
ao proprio paciente. Esses fatores sao facilmente identificados, pois sao
evidentes. O abandono ao tratamento acabou sendo apontado como o principal
fator indutor do desenvolvimento da resisténcia por ser logo visivel. InUmeros
sao os estudos demonstrando a baixa adesao ao tratamento da tuberculose, e

relacionando esse fato com a faléncia do tratamento (Fox, 1983a; Fox, 1983b).
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O abandono tanto pode ser decorréncia da quebra da relagdo paciente —
equipe de saude (falta de empatia e/ou desatencdo da equipe, falhas no
processo de conscientizagcdo da importancia e duragao do tratamento) quanto
de dificuldades sécio econbmicas que ndo permitem o acesso a unidade de
saude. A intolerancia medicamentosa, as intercorréncias clinicas e o
alcoolismo podem comprometer a tomada regular e em doses adequadas das
drogas levando a suspens&o temporaria da medicagdo ou ao abandono total
(Addington, 1979; Sumartojo, 1993).

A infecgao pelo HIV tem sido outro fator associado ao surgimento da
TBMR, embora os resultados de estudos tentando estabelecer essa relagao

tenham sido inconsistentes até agora (Gordin et al., 1996).

Existem, contudo, fatores subliminares frequentemente relegados.
Destacamos entre estes a resposta imunoldgica individual do paciente, o efeito
da desnutrigao, alteragdes absortivas na mucosa intestinal que comprometa a
biodisponiilidade das drogas e que potencialmente podem levar ao surgimento
da resisténcia. A idéia desse trabalho é contribuir para o esclarecimento do
desenvolvimento da resisténcia do M. tuberculosis as drogas antituberculose,

através do estudo desses ultimos fatores.

1.2 Tratamento da Tuberculose

- Estratégia Proposta pela OMS para a Prevencao da Resisténcia do

M. tuberculosis.

Uma forte correlagédo entre a qualidade dos programas de controle da
tuberculose e a prevaléncia da resisténcia dos bacilos as drogas existe de fato,

e todos fatores implicados no controle da qualidade tém merecido atencgao
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através de inumeros estudos. De modo geral esses estudos ressaltam que a
tuberculose resistente cresce com o abandono e com os tratamentos
irrequlares e se fortalece entranhada nas precarias condigbes sdcio-
econOmicas de paises com redes de saude e programas de tuberculose

ineficientes.

O indice de MDR-TB adquirida (obtido da divisdo do numero de
pacientes com MDR-TB adquirida, pelo numero de pacientes baciliferos que se
submetem ao primeiro tratamento) tem sido usado como indicador util para a
avaliacdo do rendimento dos programas de quimioterapia da tuberculose.
Quanto maior esse indice, maior a dimensao da resisténcia, significando maior
desorganizagdo do programa de controle da doenca. Regides com altos
indices de MDR-TB representam areas de alto risco de disseminagao de
bacilos virtualmente incuraveis, o que se traduzird em enorme preocupagao e
prejuizo, uma vez que obviamente esses paises ndo tém acesso aos mais
sofisticados e caros cuidados de saude que os pacientes TBMR estardo a

exigir.

Por esse motivo a Organizagdo Mundial de Saude tragou estratégias
para a prevencao da resisténcia do M. tuberculosis, estabelecendo dois

principios fundamentais para o tratamento da tuberculose (WHO, 1998):

1. Garantia da tomada reqular das drogas

e A politica adotada baseia-se na transferéncia da responsabilidade
do tratamento, antes quase exclusivamente do paciente, para os
orgaos oficiais de saude, que devem ter equipes treinadas em
aconselhar pacientes e familiares sobre a doenga e principalmente
assistir os pacientes na hora da tomada dos medicamentos. Essa
estratégia denominada tratamento diretamente observado de curta
duragdo — Directly Observed Treatment Short-Course (DOTS) é

considerada necessaria como garantia da tomada de drogas até a
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cura e tem contribuido eficientemente para a prevencdo da

tuberculose resistente (Weis et al., 1994).

O Brasil até 1995 estava na relagao dos oito paises que
nao utilizavam o DOTS como estratégia de Programa de Controle da
Tuberculose. Apesar de dispor de possibilidades econémicas, essa medida nao
era considerada prioritaria no entender da Coordenagcdo Nacional de
Pneumologia Sanitaria (CNPS). Com o langamento do Plano Nacional de
Controle da Tuberculose em 1998 (BRASIL/ MS/CNS, 1998), essa postura foi
revista e hoje existem mais de 170 servicos que de alguma forma

supervisionam o tratamento dos pacientes (Ruffino Netto & Souza, 1999).

2. O tratamento da tuberculose deve ser feito com um regime de no minimo 04

drogas as quais o bacilo seja sensivel.

e A OMS recomenda que o DOTS deve ser administrado com quatro drogas —
isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol ou estreptomicina apesar
de varios autores questionarem a introdugdo de uma quarta droga
(Mitchison, 1985). O Brasil foi um dos pioneiros na adogcdo do esquema
triplice de curta duracdo autoadministrado e implantagdo para o tratamento
de massa da tuberculose, tendo tido resultados considerados satisfatérios
(Gerhardt et al., 1992), por esse motivo o Programa Nacional de Controle
marcou posi¢cao, incorporando a estratégia do DOTS, mas mantendo
apenas trés drogas de primeira linha: rifampicina, isoniazida e pirazinamida
(Teixeira, 1998)

Estratégias como o Diretctly Observed Treatment Short-course
(DOTS) tem sido incentivadas em todo o mundo para garantir a chegada do
medicamento a boca do doente. (WHO/UILATD, 1994). Entretanto, € preciso
ter clareza que mesmo a tomada regular do esquema correto ndo é sinénimo
de tratamento eficaz, o fundamental deve ser a garantia de niveis terapéuticos

eficientes.
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1.2.1 O esquema terapéutico normatizado no Brasil para tratamento da

tuberculose - Uso de medicacdo com doses fixas combinadas

O wuso de doses fixas combinadas (DFCs) de medicagao
antituberculose tem sido usada ja ha algum tempo e se constitui atualmente no
componente chave das recomendagbes para a garantia da tomada do
esquema de forma correta, sendo indicada para a rotina de tratamento da

tuberculose em quase todos os paises, entre eles o Brasil (WHO/IUATLD, 1994

).

O esquema brasileiro fornecido gratuitamente pelo sistema publico de
saude combina a rifampicina 300 mg e a isoniazida 200 mg ou rifampicina 150
mg e isoniazida 100 mg num mesmo comprimido, capsula ou dragea. Sao
utilizados 600 mg de R e 400 mg de H (para adultos com peso igual ou maior do
que 45 kg) diariamente durante 6 meses, associado a pirazinamida comprimidos,
na dose de 2 g por dia, durante os 2 meses iniciais. Orienta-se a tomada da
medicacdo de uma so vez, pela manhd em jejum conforme o | Consenso
Brasileiro de Tuberculose (1997).

Existem muitas vantagens na utilizacao de doses fixas combinadas em
relacdo ao uso de drogas isoladas para o tratamento da tuberculose (Moulding et
al., 1995). A prescricdo de drogas combinadas simplifica a prescricdo médica,
reduzindo assim a margem de erro, facilita o entendimento do paciente pela
reducdo da quantidade de comprimidos tomados, diminui a confusdo de
medicacao facilitando a adesao do paciente ao tratamento. Além disso, facilita a
geréncia de compra e distribuicdo de drogas, reduz o risco da falta de estoque
da medicagdo fornecida pelos governos e evita a utilizagdo da medicacao

antituberculose em outras situacdes clinicas que nao o tratamento da doenca.

O uso de drogas combinadas tem ainda uma importantissima acao na
prevencdo da monoterapia e na prescricdo da dosagem correta das drogas
evitando dessa forma o perigo da multirresisténcia as drogas (Ellard & Fourie,

1999; Sbarbo et al., 1999). Por todos esses motivos, o uso de drogas em doses
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fixas combinadas logo foi introduzida nos Programas de Controle da

Tuberculose da maioria dos paises.

1.2.2 Qualidade das drogas nas preparacdes combinadas

A formulagdo de medicagdes antituberculose combinadas (2, 3 ou 4
drogas em uma mesma capsula ou comprimido) é capaz de atingir doses séricas
equivalentes as medicagbes tomadas separadamente (WHO/IUATLD, 1994;
Ellard et al., 1986; Acocella et al., 1988a; Acocella et al., 1988b; Acocella, 1989;
Fox, 1990a; Pahkla et al., 1999; Gurumurthy et al., 1999).

Varios autores, contudo, chamam a atencdo de que a formulagao
combinada s6 € realmente efetiva se for garantida a dosagem correta, a
absorcdo intestinal e a concentracdo sérica conveniente de cada um dos

componentes (Blomberg et al., 2001).

A preocupagdo com a biodisponibilidade da rifampicina em DFCs foi
primeiro levantada por Acocella na década de 80 e depois, por Ellard em 1986 e
em 1990 por Fox na india, apds a publicacdo de varios estudos mostrando que,
se a manufatura das preparacbes combinadas ndo for meticulosamente
controlada, a absorcdo dos componentes, particularmente a rifampicina,
considerada a droga chave da quimioterapia encurtada, pode ser incompleta, o
que pode comprometer o resultado do tratamento (Ellard et al., 1986; Acocella et
al., 1988a; Acocella et al., 1988b; Acocella, 1989; Ellard & Fourie, 1999;
Padgaonkar et al., 1999).

O método mais seguro para avaliagao da concentragcao plasmatica das
drogas é através da analise por Cromatografia Liquida de Alta Pressao - High
Performance Liquid Cromatography (HPLC). Por esse método as outras drogas
como isoniazida, pirazinamida e etambutol também podem ser dosadas (Smith
et al., 1999).

Recentes estudos de bioequivaléncia de drogas antituberculose

utilizadas em combinagdes fixas, disponiveis no mercado global tem levado
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grande preocupagao a organismos como a OMS/IUATLD (Organizagao Mundial
de Saude / International Union Against Tuberculosis and Lung Disease) pelos
resultados obtidos que demonstram baixa bioequivaléncia entre medicamentos
antituberculose produzidos em diferentes laboratérios (Padgaonkar et al., 1999).

Pillai et al. (1999) em publicacdo recente, demonstraram que de 10
formulagcbes testadas, somente trés foram consideradas equivalentes, as
demais, com 90% IC foram incluidas em valores abaixo de 80%. A margem
terapéutica da atividade da rifampicina é relativamente baixa (Mitchison, 1992),
portanto qualquer redugédo na biodisponibilidade tem sérias implicagbes tanto
para o paciente individual quanto para o controle da doenca nos diferentes
paises, quer devido ao potencial de faléncia de tratamento, ou quanto a selegao

de mutantes resistentes.

A partir desses estudos a OMS e a IUATLD passaram a exigir estudos
prévios comprovados de biodisponibilidade da rifampicina (IUATLD/WHO, 1999)
na recomendacao do uso de drogas fixas combinadas (DFCs) nos programas de

controle da tuberculose dos diversos paises.

1.2.3 As drogas antituberculose produzidas no Brasil

O controle de medicamentos para os Programas de Saude Publica
utilizados no Brasil € responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA).

Todos os medicamentos para o tratamento da TB produzidos no Brasil
sdo categorizados como similares. Nenhum foi registrado como genérico
(BRASIL/MS/ANVISA, 2002a). Esse dado faz diferenga, pois para registro de
medicamentos similares no Brasil, segundo a regulamentagdo vigente da
ANVISA, n&o ha obrigagao de informar a origem da matéria-prima. Reconhece-
se, contudo, a india e Tailandia como os maiores fabricantes internacionais de

drogas antituberculose e que detém a maior parte das vendas do produto bruto
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no mercado internacional (Catalani, 1999). No Brasil, as compras do produto
bruto sdo intermediadas pelo Ministério da Saude, de acordo com analise de
precos de licitagdes internacionais e existem 25 laboratorios registrados para a
fabricacdo de drogas para o tratamento da tuberculose (BRASIL/MS/ANVISA,
2002b).

No caso dos medicamentos registrados como similares, as empresas
tém que enviar laudos, metodologia, estabilidade e especificacbes de seus
produtos conforme pardmetros farmacopeicos, quando do registro ndo sendo
obrigadas a realizar estudos de equivaléncia farmacéutica e bioequivaléncia.
Estes testes sO s&o exigidos para medicamentos  genéricos
(BRASIL/MS/ANVISA, 2002c).

Os estudos de bioequivaléncia ndo tém sido necessarios para o
registro de drogas antituberculose no Brasil, apesar da orientagdo da
OMS/IUATLD nesse sentido. As formulagdes tém sido registradas baseadas
apenas nos testes de dissolugao e estabilidade do produto. Nao se tem acesso
a informagao sobre os medicamentos referéncia utilizados pelos laboratérios

produtores, se € que padrdes sio de fato utilizados.

Portanto, quanto a qualidade da medicagéo fornecida pelo Programa de
Controle da Tuberculose, ndo existe até o momento estudos feitos sobre a
avaliacao de equivaléncia farmacéutica e testes de bioequivaléncia das drogas
antituberculose produzidas e utilizadas no Brasil.

As implicagbes decorrentes desse fato para o Programa Nacional de
Controle da Tuberculose sao desconhecidas, uma vez que nao temos idéia da
qualidade das drogas utilizadas para o tratamento da doenga. Atitudes da
vigilancia farmacéutica nesse sentido sdo pouco divulgadas no Brasil,
fortalecendo dessa forma a preocupacédo atual da Organizagdo Mundial de
Saude quanto ao assunto. A Coordenagdo do Programa de Controle da
Tuberculose no Brasil ndo tem ingeréncia sobre a qualidade da medicagao

antituberculose distribuida no pais.
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A questao da qualidade das drogas antituberculose no Brasil deveria
alem da légica preocupagao pela oOtica da saude, ser vista também como
prioridade econémica. O mercado brasileiro das drogas antituberculose é

enorme.

Tomando-se por base o total de casos notificados a cada ano no Brasil
(cerca de 100.000 casos novos/ano) e o custo de um tratamento ambulatorial
completo para paciente sensivel, cerca de R$ 137,50, segundo dados do |
Consenso Brasileiro de Tuberculose (1997), calcula-se que o Ministério da
Saude gaste no minimo R$13.750.000,00 para garantir apenas o tratamento
(Esquema ) dos doentes notificados. Nao estdo computados nessa estimativa,
gastos para o estabelecimento do diagnostico, para o exame de comunicantes,
gastos com treinamento de pessoal, seguridade social entre muitos outros. Nao
entraram ainda nessa estimativa, gastos com tratamento de segunda linha ou
especial (Esquema | —R ou Esquemas de faléncia ou para TB-MDR), e mesmo o
bénus-incentivo de R$ 200,00 repassados a unidade por paciente curado com

tratamento supervisado DOTS.

Para o tratamento de TBMR, o custo médio de um unico paciente,
somente com medicacao, salta para R$ 3.500,00 a R$ 4.500,00 dependendo do
esquema a ser utilizado (Rosemberg, 1999). Considerando o numero estimado
pelo Centro de Referéncia Prof. Hélio Fraga, de 1000 pacientes TBMR para
tratamento em todo o Brasil, podemos calcular um custo astronébmico somente
com o tratamento cuja eficacia € muito baixa. Deveria, portanto, haver uma
maior preocupagao dos gestores para com os gastos decorrentes do tratamento
da tuberculose, pela potencialidade de elevacgao estratosférica dos gastos com a

medicac&o, caso nao ocorra vigilancia efetiva na prevencao da multirresisténcia.
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1.2.4 Importancia da rifampicina e da isoniazida no esquema terapéutico

da tuberculose - Aspectos do mecanismo de acéo e farmacocinética

= RIFAMPICINA

A rifampicina (R) € um antibiotico semi-sintético complexo derivado da
rifamicina B, obtido de culturas do Streptomyces mediterranei. Descoberta em
1966, somente foi introduzida na terapéutica da tuberculose em 1971 e no
Brasil, a partir de 1979. Difunde-se rapidamente através da membrana celular,
devido a sua caracteristica lipofilica e penetra com facilidade nas células
fagocitarias, sendo bactericida tanto para bacilos intra, quanto extracelulares e
até para aqueles com crescimento intermitente. Tem intensa agao esterilizante,
atuando por inibicdo da RNA polimerase. E a droga que induz menor nimero de
mutantes resistentes, sendo considerada a mais importante droga

antituberculose disponivel atualmente.

A rifampicina é bem absorvida por via oral, mas pode ter sua absorg¢ao
reduzida em varias situacdes clinicas (Advenir et al., 1983). E amplamente
distribuida nos tecidos e liquidos corporais, inclusive liquor. Cerca de 85 a 91%
da rifampicina sérica circula ligada as proteinas séricas (Boman & Ringberger,
1974). Doses usuais (600mg) dadas em jejum produz concentragdo sérica
maxima (Cmax) de 8 a 24 pg/ml em duas horas (Buniva et al., 1983; Kroup et
al., 1986; Acocella et al., 1988 a; Acocella et al., 1988 b; Kimerling et al., 1998;
Mcllleron et al., 1999).

Sua absor¢ao pode ser demorada, cerca de 5 horas, ou incompleta se
for tomada juntamente com alimentos, alterando consequentemente a Cmax e o
tempo para atingir concentracdo sérica maxima (Tmax) (Siegler et al., 1974;
Zent & Smith, 1995; Peloquin et al., 1999). A maior parte dos bacilos é sensivel
“in vitro” & concentragdo de 0,5ug/ml (Mac Gregor, 1988). E desacetilada ao
nivel do figado, produzindo a desacetylrifampicina, sendo a excregao biliar, a
principal rota de eliminacdo da rifampicina. Uma vez no intestino, parte dela

sofre reciclagem éntero-hepatica.
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A desacetylrifampicina € um metabdlito que mantém atividade
antituberculosa, mas € bem menos absorvida pela via gastrintestinal. Durante as
repetidas passagens pelo figado, vai ocorrendo uma metabolizagdo progressiva
da droga. A rota biliar fica saturada com pequenas doses e aumenta a meia vida
da droga que passa a ser excretada na urina. A insuficiéncia hepatica eleva os
niveis séricos da rifampicina (Peloquin, 1991; Dollery, 1991).

A meia vida da rifampicina apés uma dose oral de 600 a 900 mg é
aproximadamente 3,4 a 3,6 horas. Com a continuacdo do tratamento diario
ocorre uma progressiva redugao dos niveis séricos e da meia vida, devido a
indugdo das enzimas microssomiais hepaticas e a excrecao biliar, ficando a

meia vida da droga em 1,7 hora, por volta do terceiro més.

= |ISONIAZIDA

A isoniazida € uma droga antituberculose sintética derivada do acido
isonicotinico, empregada no tratamento da doenga desde 1952. Tem agao
bacteriostatica ou bactericida dependendo de sua concentracido no sitio da
infeccao e da susceptibilidade do bacilo. Varios mecanismos tém sido propostos
para esclarecer a sua acgao, entre eles, interferéncia no metabolismo bacilar
produtor de proteinas, acidos nucleicos, carboidratos e lipidios. Uma de suas
principais agdes parece ser a inibigdo da sintese do acido micdlico do bacilo, o

que resulta na quebra da parede bacilar.

A isoniazida age principalmente em bacilos de multiplicagao ativa. Sob

o efeito da droga, uma ou duas multiplicagdes ainda podem ocorrer, até a

cessacao total da multiplicacdo bacilar. Por ser um medicamento de alta

poténcia, indutora de indices relativamente baixos de resisténcia, pouco tdxica e

de baixo preco, a isoniazida tem papel fundamental ao lado da rifampicina nos
esquemas de primo tratamento da tuberculose.

A isoniazida € bem absorvida por via oral, e distribui-se amplamente

pelos tecidos corporais, inclusive no liquido cefaloraquidiano. A CMax da

isoniazida é alcancada dentro de 1 a 2 horas apds administracdo oral. A

ingestdo da droga junto com alimentos ou com antiacidos pode reduzir tanto a
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absorg¢ao quanto a concentragao sérica maxima da droga (Hurwitz & Schlozman,
1974).

Tem agdo bactericida “in vitro” na concentragcéo 0,025 a 0,2 ug/ml. A
circulagcao da droga é feita mais de forma livre, do que ligada as proteinas do
plasma. O metabolismo da isoniazida é hepatico e envolve principalmente a
acetilacao.

Fatores genéticos como gene autosbmico recessivo que resulta
numa deficiéncia relativa da enzima N-acetyltransferase hepatica determinam a
velocidade da acetilacdo. Os acetiladores lentos tem resposta terapéutica
melhor, nestes a meia vida da droga é de 3 horas enquanto que, nos
acetiladores rapidos é de 1 e meia hora. Aproximadamente 50% dos brancos e
negros s&o acetiladores lentos, enquanto que japoneses, chineses e nativos do
Alasca sao acetiladores rapidos. Essas diferencas, entretanto nao interferem
significativamente na eficacia nem na toxicidade da droga nas doses
empregadas nos programas de controle. A isoniazida € parcialmente excretada
na urina sem sofrer modificagdes e parcialmente em formas acetiladas ou

inativadas de outras maneiras.

1.3 Absorcéo Intestinal das Drogas Antituberculose

Varios trabalhos chamam a atencdo de que, embora o teste de
dissolugdo da droga, possa ser utilizado como guia para assegurar a
biodisponibilidade, formula¢gées com boa dissolugédo, algumas vezes sao pouco
absorvidas ou vice versa (Pelizza et al., 1977; Buniva et al., 1983; Acocella,
1989; Aspesi, 1989).

O uso de drogas orais no tratamento da tuberculose pressupde a
necessidade uma boa absorgéo intestinal. Quando isso ndo ocorre, € possivel
que o tratamento esteja sendo feito com subdoses, favorecendo o

desenvolvimento de cepas de M. tuberculosis resistentes as drogas.
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Dificuldades na absorgao intestinal tém sido relacionados a erros na
manufatura das drogas, particularmente as formulagdes combinadas de trés
drogas (R+H+Z) (Fox, 1990a; Fox, 1990b). Variagdes no tamanho dos cristais da
rifampicina alteram a absorc¢éo intestinal da droga. Se as condi¢ées de umidade
e/ou de temperatura ndo forem mantidas abaixo de um limite critico, durante a
manufatura ou a estocagem do produto, a estrutura de cristais de rifampicina
pode ser alterada, comprometendo a absorcéo intestinal e a biodisponibilidade
(Pelizza et al., 1977).

Kimerling et al. (1998) observaram dados até inesperados em alguns
pacientes que faziam uso regular de alcool - niveis séricos de rifampicina
significantemente aumentados. Segundo os autores, os dados poderiam ser
explicados por retardo na metabolizacdo da droga, mas a possibilidade da
ocorréncia de uma maior solubilidade da rifampicina na presenga do alcool,
concorrendo para o aumento dos niveis séricos da droga, deveria ser aventada

também como explicagao.

Contudo, o fator determinante da absor¢cdo das drogas € proépria
capacidade absortiva da mucosa intestinal dos pacientes, que pode estar
alterada. Os achados de Peloquin (1993), Turner et al. (1994), Kimerling et al.
(1998) e Mehta et al. (2001) sugerem que mesmo na auséncia de sinais
sugestivos, a mal-absor¢do de drogas antituberculose ocorre em 2 a 5% dos
pacientes aderentes ao tratamento, devendo ser sempre investigada como uma,

entre as muitas razdes da faléncia ou recaida apds terapia.

1.3.1 Mal-absorcédo intestinal de drogas antituberculose em diversas

situacdes

Alteracdes na funcao intestinal tém sido bem documentadas na AIDS
por diversos autores. Resultados preliminares de Bushen et al. (2003) em
pacientes HIV® acompanhados no Hospital Sdo José em Fortaleza- Ceard,

mostram importante redugdo nas concentragdes sanguineas de estavudina e
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didanosina (antiretrovirais orais) em grupo com diarréia quando comparados a
grupos de pacientes sem diarréia, demonstrando a relagdo de alteragbes

intestinais com a biodisponibilidade de drogas.

Estudos em pacientes HIV® com ou sem diarréia podem apresentar
marcada reducdo na capacidade absortiva da mucosa intestinal, quando
comparados em testes funcionais, com controles sadios (Tepper et al., 1994;
Lima et al.,, 1997). Nesses pacientes, as alteragbes funcionais intestinais tém
sido correlacionadas com alteragbes anatomo histolégicas da mucosa
identificadas na microscopia (Gillin et al., 1985). Essas alteragdes sao explicadas
por desnutricdo, acloridria, enteropatia, graus variaveis de infecgdo parasitaria
do trato intestinal (Goodgame, 1995; Lima et al.,, 1997), e infecgdes

oportunisticas do trato intestinal, como a criptosporidiose (Brasil, 2000).

Varios estudos realizados em determinados grupos de pacientes tém
demonstrado alteragbes no perfil farmacocinético das drogas antituberculose
(Peloquin et al., 1993; Peloquin, 1997). A maior parte desses estudos se refere a
pacientes com AIDS e tuberculose pulmonar (Berning et al., 1992; Peloquin et
al.,, 1996; Sahai, 1997) que com grande frequéncia apresentam baixas

concentragdes séricas das drogas antituberculose.

Estudos clinicos sugerem que na co-infecgdo TB-HIV®, a mal-absorgéo
de drogas antituberculose torna-se mais frequente a medida que a
imunodepressado avanga. Das drogas comumente utilizadas a rifampicina e o
etambutol parecem ser as que mais sofrem reducédo de sua absorgao intestinal
no paciente HIV*. A isoniazida também tem sua absorgéo claramente reduzida
nos HIV' que apresentam diarréia. Ja a pirazinamida n&o parece ter sua
absorcdo alterada nessas condicdes. Até o momento ndao se tem utilizado um
teste seguro para predizer esta disfuncao intestinal, embora os niveis de CD4 e
disturbios gastrintestinais possam direcionar a investigacéo para essa condi¢cao
(Brasil, 2000).

Pacientes tuberculosos HIV negativo também podem apresentar mal-

absorcao intestinal. Barakat et al. (1996) apresentam caso de paciente HIV
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negativo com tuberculose pulmonar de febre persistente, onde sugere que a
manutencdo do quadro seja devido a niveis terapéuticos insuficientes em

decorréncia de mal-absorc¢éo intestinal da rifampicina.

Mais recentemente, Kimerling et al. (1998), Morehead (2000) e Mehta et
al. (2001) descrevem casos de pacientes tuberculosos, também HIV negativos,
com resposta clinico-terapéutica insatisfatéria, nos quais se confirma a redugao
da biodisponibilidade as drogas especificas. Outros estudos relatam que a mal-
absor¢do de drogas pode ocorrer em pacientes tuberculosos diabéticos,
alcodlatras (Hirsh et al., 1997), desnutridos (Polosa et al., 1984) ou com

patologias associadas do trato gastrointestinal (Dieterlen et al., 1986).

As causas de mal-absorcao intestinal em pacientes com tuberculose
tém sido pouco estudadas. Lesdes intestinais pelo envolvimento direto produzido
pelo M. tuberculosis é raro e em geral ndo causa disturbios na absorgao
intestinal (Manella, 1999), ao contrario do que tem sido visto nos pacientes HIV*
onde além das causas citadas, o envolvimento direto do trato intestinal pelo
complexo M.avium-intracellulare, pode causar mal-absor¢cdo. Na relagao
tuberculose/mal-absorgao intestinal, outros mecanismos fisiopatolégicos que néo

0 envolvimento direto do bacilo no trato intestinal devem entao estar envolvidos.

1.3.2 Aspectos da resposta imune local e sistémica na tuberculose

A tuberculose se apresenta como doencga de inicio insidioso e de
evolugao crbnica arrastada onde a maior parte dos pacientes evoluem com
sintomatologia sistémica: emagrecimento progressivo, anorexia, fadiga, febre
baixa diaria, sonoléncia, febre vespertina diaria e sudorese noturna. Outras
reagcbes sistémicas também acontecem como o aumento da degradacgéao
protéica, hipotensao, alteracbes hematoldgicas entre outras. As alteragdes
intestinais que ocorrem durante essa resposta sistémica, bem como, as

repercussdes que essas disfungdes possam ter na absor¢ao de nutrientes e de
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drogas antituberculose nao tém sido bem estudadas e fazem parte da proposta

deste trabalho.

A doenga é caracterizada histopatologicamente por uma resposta
inflamatéria de fase aguda prolongada ou crbénica. Exibe um padréao
diferenciado de reacao - a inflamacao granulomatosa, na qual o tipo celular
predominante € um macréfago ativado, que assume o aspecto de uma célula

epitelial modificada (célula epitelioide).

A defesa inicial frente ao M. tuberculosis € inespecifica. Os leucécitos
polimorfonucleares tém grande capacidade de fagocitar os bacilos, porém sem
nenhum poder para destrui-los, dessa forma bacilos podem ser levados a
diversos recantos do organismo (Rosemberg, 2001). No processo de defesa,
logo entram em cena os macréfagos alveolares que exercem papel

fundamental.

O bacilo da tuberculose é pouco digerivel pelos macréfagos e a sua
presenca induz wuma resposta de baixa intensidade, tipica, de
hipersensibilidade retardada mediada por células T. Os bacilos se multiplicam
livremente dentro dos macréfagos, ocupando todo o seu citoplasma e acabam
por rompe-lo, permitindo que os lisossomos e as enzimas liticas neles contidas
entrem em contato com os tecidos acabando por lesa-los. Os bacilos liberados
das células destruidas sdo fagocitados por outros macréfagos locais ou séo
levados pela corrente linfatica ou sanguinea a sitios distantes onde também
podem ser capturados por outros macréfagos, mantendo ativado o processo

inflamatorio (Brasil, 1994).

Nos pacientes infectados pelo M. tuberculosis o recrutamento das
células T é enorme. A importancia dos linfécitos CD4+ quanto CD8 na
resisténcia dos individuos contra a infecgdo por micobactérias tem sido
amplamente demonstrada através de inumeros trabalhos (Muller et al., 1987;
Hubbard et al., 1991; Flynn et al., 1992; Ladel et al., 1995). Outras células
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como CD14 e CD30 tem capacidade de ativacdo de macréfagos, portanto,

participam também do processo defensivo.

Os linfécitos gama-delta, com citoplasma rico em granulagdes e que
caracteristicamente emitem dendritos, incluem-se entre as células que
participam do processo imunitario contra o bacilo. Em individuos nao
infectados, essas células constituem menos de 10% do total de células T do
sangue circulante. Aumentam rapidamente para 25 a 30 % no sistema linfatico
e sangue periférico de infectados com o M. tuberculosis (Barnes et al., 1992;
Ueta et al., 1994).

As citocinas produzidas por linfécitos, leucécitos e macréfagos em
resposta a presenca desses agentes infecciosos s&o liberadas no local da
infeccdo e na corrente circulatoria e sdo importantes mediadores da resposta

imune local e sistémica frente ao M. tuberculosis (Brasil, 1994).

As interleucinas 1 e 2 (IL-1 e IL-2) sdo necessarias para iniciar e
amplificar a resposta imune. A IL-2 é a mais potente citocina ativadora de
macrofagos. Agindo em associagcdo com o Interferon-y (IFN-y) participa no
recrutamento das células T. As IL-4 e IL-5 participam da acao contra
micobactérias através da ativagdo dos macréfagos. A IL-6 participa juntamente
com o Fator de Necrose Tumoral-alpha (TNF-a), na resposta aguda frente a
infeccdo tuberculosa. IL-8, atua mobilizando leucécitos e atraindo células T
para o local da infec¢do. IL-10 aumenta a producao de células T. IL-12 regula
recrutamento de células T. O Interferon-y (IFN-y) e o Fator de Necrose
Tumoral-alpha (TNF-a) s&o importantes ativadoras dos macréfagos e cruciais
na resposta imune tipicamente granulomatosa frente ao M. tuberculosis
(Takashima et al., 1990; Flynn et al., 1993). O TNF-a participa da foRagéo do
granuloma, regula o processo inflamatorio e estimula macréfagos a impedir a
multiplicagdo do M. tuberculosis. Varias outras citocinas devem tem
participacdo no processo imunitario, porém os papéis ainda nao estdo bem

definidos.
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Diante de uma infeccao tuberculosa, uma quantidade exagerada de
citocinas passa a ser produzida por este conjunto de células. Em
consequéncia dessa superproducao ocorrem varias manifestacdes sistémicas,

tais como: febre, fraqueza, sudorese noturna e progressiva perda de peso.

1.3.2.1 Imunodeficiéncia e tuberculose

Varias condi¢gbes clinicas podem alterar o sistema imunoldgico,
favorecendo a infeccdo e o adoecimento por tuberculose. A infec¢cao pelo virus
HIV é sem duvida alguma a condigdo mais devastadora. O virus destréi o
sistema celular T onde se estrutura toda a defesa contra as micobactérias. Nao
sera objeto desse trabalho discutir essas condigdes. Contudo, a desnutricdo e
o alcoolismo, por sua frequéncia de associacdo com a tuberculose e o efeito

potencialmente lesivo na mucosa intestinal merecem ser enfocados.

E senso comum que a desnutricdo esta intimamente relacionada com
o0 adoecimento por tuberculose e a severidade do curso da doenga.
Levantamentos sobre as principais causas de internacdo de pacientes
tuberculosos no Brasil revelam que o mal estado geral e a caquexia estdo no
topo da lista (Pinheiro et al., 1988; Galesi, 1999; Nogueira, 2001; Pinheiro et
al., 2002).

A desnutrigdo altera a resposta imunoldgica inespecifica e especifica
do hospedeiro contra varias doengas infecciosas. Embora muitos aspectos da
resposta imunoldgica celular estejam claramente relacionados ao estado
nutricional, os mecanismos precisos das alteragdes imunoldgicas produzidas
pela desnutricdo n&do estdo bem esclarecidos (Suskind, 1977; McMurray, 1984;
McMurray et al., 1990).

A desnutricdo afeta a resposta inata ou inespecifica. Diminui a

produgcdo das células de linhagem mieldide e a liberagdo delas pela medula
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O0ssea. As células inflamatérias de linhagem branca em contagem normal ou
até aumentadas no sangue periférico sofrem redugdo de sua mobilidade no
sitio da infeccdo. A desnutricdo altera ainda a quimiotaxia dos leucocitos e
macroéfagos, alterando o seu poder de fagocitose. A resposta inespecifica
inicial gerenciada por esses 2 principais tipos celulares é fundamental no

desencadear da resposta especifica celular que se segue.

A desnutricdo reduz a producdo de citocinas mediadores iniciais da
resposta inflamatodria, como por exemplo, o TNF- o e as interleucina — 1 e 2 (IL-
1 e IL-2) (Simpson & Hoffman-Goetz, 1993; Borrelli, 1995).

A desnutricdo causa profunda atrofia timica com resultante reducao
das areas linféides periféricas dependentes do timo (bacgo, linfonodos,
amigdalas, apéndice e placas de Payer (Mugerwa, 1971; Purtilo & Connor,
1975) e uma marcada redugao da produgdo de hormdnios timicos: timulina,
timopoetina e timosina (Jambon, 1988; Keusch, 1993). A resposta humoral
também é afetada. A reducao das areas linféides, particularmente as placas de
Peyer, causa diminuigdo da producéo de Ig A secretoria em consequéncia, a
afinidade de anticorpos, especialmente para os antigenos T dependentes fica
diminuida (Gupta, 1993).

As maiores consequéncias sao as alteracbes que ocorrem na
imunidade celular. O timo e os horménios por ele produzidos sao essenciais
para a diferenciacdo e maturacdo dos linfécitos T imunocompetentes. Em
consequéncia da atrofia das areas linféides periféricas ocorre uma marcada
deplegdo dos linfocitos T, portanto observamos uma redugdo absoluta e
relativa do numero de linfécitos T maduros circulantes com uma profunda
diminuicdo da sub-populacdo de células CD4+ bem como uma redugao um
pouco menos dramatica da sub-populacdo de células CD8. Essas alteracdes
resultam numa significante reducdo da relacdo CD4+/CD8. A deficiéncia
protéica afeta, portanto, a producado e a fungcdo dos mondcitos, macrofagos e

linfécitos bem como a secrecio de citocinas produzidas por essas células.
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O mais consistente e profundo efeito da desnutricido parece ser sobre
as funcgbes efetoras e regulatérias do linfocito T, intermediador da resposta
celular, base da resposta imunoldgica frente as infecgdes, particularmente as
micobactérianas como a tuberculose (Keusch et al., 1983; Chandra, 1988;
McMurray et al., 1990; McMurray, 1996; McMurray, 1998).

A desnutricao quer como fator de risco para o adoecimento, quer como
fator inerente e complicador dos casos de tuberculose, particularmente por sua
atividade depressora do sistema imunoldgica e potencial agédo lesiva no trato
intestinal, deve ser bem considerada em paises do Terceiro Mundo onde a
miséria e a desnutricdo campeiam. No Brasil, particularmente na regidao
Nordeste, os dados do bindbmio miséria — desnutricdo sdo preocupantes e deve

ser enfocado por sua semelhanca com os paises mais pobres do mundo.

o Dados da miséria e da desnutricdo no Nordeste do Brasil

Miséria é uma palavra de significado impreciso, utilizado em
definicbes sociais de forma bastante elastica. Para efeitos estatisticos existe
uma definicdo matematica sobre o que € pobreza e miséria. Foram
estabelecidas 2 grandes linhas: a primeira, a linha da pobreza, abaixo da qual
estdo as pessoas cuja renda néao é suficiente para cobrir os custos minimos de
manutencado da vida: alimentagdo, moradia, transporte e vestuario, sendo a
educacgao e a saude bancadas pelo governo. A segunda linha € a da miséria,
abaixo da qual estdo as pessoas que ndao conseguem ganhar o suficiente para

manter a necessidade basica do ser humano, a alimentacgéao.

O percentual da populagdo em estado de pobreza no Brasil em 1999
foi de 25,61% (BRASIL/MS/Datasus, 2002c). O percentual de pobres é
definido como o percentual da populacéo residente com renda familiar mensal
per capita de até meio salario minimo, em determinado espago geografico, em
um ano considerado. Essa taxa expressa a propor¢ao da populagado geral
considerada em estado de pobreza, de acordo com a renda familiar mensal per

capita.
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Método de calculo: Proporgéo de pobres ou Taxa de pobreza

Populacao residente ¢/ renda familiar mensal per capita de até 1/2 SM X
100

Populacéo total residente

O Estado do Ceara figura em 1999 no 4° lugar da classificacdo dos
estados mais pobres do Brasil com 48,89% da populacdo em estado de
pobreza, ficando atras somente dos Estados do Maranhdo com 57,39%, do
Piaui com 56,21% e de Alagoas com 51,28% (BRASIL/MS/ Datasus, 2002c)

Os indices que medem a qualidade de vida no Ceara sdo baixos
gquando comparados a média nacional. Levantamento do Unicef de 1999 coloca
dois municipios cearenses, Uruoca e Barroquinha entre as dez cidades
brasileiras que apresentam maior indice de desnutricdo em criangas menores
de 5 anos. (IBGE, 1997).

Segundo estudo do IPEA divulgado em 1999, a taxa de miséria no
pais esta em 14,5%. Em numeros absolutos, existem 53 milhdes de brasileiros
abaixo da linha de pobreza, destes, 30 milhdes vivem entre a linha da pobreza
e da miséria e cerca de 23 milhdes de pessoas estdo na situacdo de

miseraveis no Brasil. Metade dessa populagado de miseraveis vive no Nordeste.

Esse estado de miséria e fome cronica da populagao nos estados do
Nordeste do Brasil esta refletido na proporcao de criangcas com déficit ponderal
para a idade (casos existentes por 100 criangas menores de 5 anos no periodo
de 1996) onde a taxa geral do Brasil foi de 5,7 ficando a regido Nordeste com o
triste indice de 8,3 contrastando com a Regido Sul onde o indice foi de 2,0.
Outro dado referente a altura média de homens e mulheres brasileiros mostra o
contraste das regides nordeste (homens, 167 cm — mulheres , 155 cm) e

sudeste (homens, 172 cm — mulheres, 161cm) (IBGE, 1997). Desnutricdo e
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baixa renda mantém altos os indices de mortalidade infantil e de adoecimento

por doengas infecciosas.

Em relagdo a tuberculose, ndo sé a quantidade, mas também a
qualidade da alimentagcao ofertada interferem no adoecimento. Alimentos
pobres em proteinas, vitamina D e zinco tém sido identificados como fator de

risco para o adoecimento por tuberculose.

A restricdo de oferta protéica afeta o organismo como um todo. Quando
0 pool de proteinas diminui ocorre um redimensionamento do sistema imune. Os
nutrientes protéicos disponiveis sao direcionados para o uso e ativagao de
orgaos vitais como cérebro, coragcao, rins e figado. Na desnutricdo severa,
observa-se uma involugdo progressiva do sistema imune (Keusch, 1993) e em
consequéncia ocorre um aumento da susceptibilidade do individuo as infecgdes.

A vitamina D (Vit D) tem tido um papel controverso na patogénese da
tuberculose. Em estudo caso controle, Strachan et al. (1995) demonstram um
risco aumentado de adoecer por tuberculose com a diminuicdo do consumo de
carne ou peixe. Nesse estudo e em outros relacionados, tem-se identificado a Vit
D como de capital importancia, particularmente em pessoas pouco expostas a
luz solar. Crowle et al. (1987) demonstraram que metabdlitos ativos da Vit D —
1,25-hidroxi-Vitamina D3 ou calcitriol, por sua ag&o sinérgica com citocinas como
interferon gama (IFN-y) promove maturacdo e ativacdo dos mondcitos e
macréfagos humanos cultivados (Rook et al., 1986; Rook et al., 1987; Denis,
1991). Em contraste, experimentos realizados utilizando macréfagos murinos
infectados com M. tuberculosis falharam em demonstrar esse papel protetor do
calcitriol quanto ao desenvolvimento da tuberculose (Rook, 1988; Bermudez et
al., 1990; Rook, 1990).

O zinco outro nutriente estudado quanto a sua relagdo com a imunidade,
tem sido apontado como necessario para um sistema imune eficiente. Tem-se
demonstrado, tanto em humanos quanto em animais, que a deficiéncia de zinco
tem um dramatico e consistente efeito deletério na fungdo imune timo
dependente (Vruwink et al., 1993). Entretanto, até hoje nenhum dado

experimental logrou demonstrar de forma consistente que a deficiéncia de zinco
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tenha qualquer impacto adverso na resposta imunolégica de macréfagos ou
mondcitos frente ao M. tuberculosis (McMurray & Yetley, 1983; McMurray et al.,
1990).

Outra questdo instigante diz respeito ao efeito que a tuberculose
doenga produz no estado nutricional dos pacientes acometidos. Inumeros tém
sido os trabalhos mostrando o curso croénico da tuberculose associado
diretamente com a progressdo do estado consumptivo, acabando por
estabelecer um circulo vicioso, com piora da doenga. A desnutrigdo, portanto
predispde ao adoecimento por tuberculose e a tuberculose por sua vez causa

consumpcao (Schwenk & Macallan, 2000).

Os mecanismos fisiopatologicos determinantes da sindrome
consumptiva em doengas crénicas como a tuberculose, também nao estdo bem
estabelecidos, mas fica claro que este € um processo multifatorial. Varias
consideragdes tém sido feitas incluindo a quantidade da oferta nutricional ou
qualidade alimentar inadequada, inapeténcia progressiva, alteragdes
metabdlicas, associagdo com alcoolismo, surgimento de infecgdes
oportunisticas intestinais, atividade de citocinas, particularmente o TNF-a ou
caquexina (Friedland, 1994; Friedland et al., 1995) fenbmenos mal-absortivos
entre outras, para explicar a consumpg¢ao caracteristica do paciente

tuberculoso.

Pela sua agao na reducéo da atividade dos macréfagos e redugao
da producao do TNF-a o alcool exerce um potente efeito supressivo sobre o
sistema imune o que aumenta a susceptibilidade do hospedeiro a uma grande
variedade de infecgdes, entre elas a tuberculose, aumentando assim o risco de

adoecimento por tuberculose (Nelson et al., 1995).
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1.4 A Mucosa Intestinal Frente a Diversos Estimulos

A mucosa intestinal € um 6rgdo vital nesse processo e responde
dinamicamente a uma grande variedade de estimulos. E uma estrutura
preparada para a fungdo absortiva. A tunica mucosa, que recobre internamente
o tubo digestivo, tem nesse segmento, uma camada de células epiteliais (lamina
epithelialis) especializadas principalmente na absor¢gdo de micronutrientes,

voltadas para a luz intestinal.

Imediatamente abaixo da camada epitelial, situa-se a lamina propria
— formada por tecido conjuntivo frouxo permeado por vasos sanguineos e
linfaticos que suprem a camada epitelial e que contém foliculos e nodulos
linfaticos que exercem fungédo fundamental na resposta imune do intestino.
Ainda, localizada abaixo da lamina prépria, existe uma fina camada de fibras
musculares lisas (lamina muscularis mucosae) que permite a movimentacao

dindmica da mucosa intestinal.

O trato gastrointestinal concentra a maior parte do tecido linféide (GALT
— GUT-Associated Lymphoid Tissues) e contém estruturas efetivas integradas na
resposta imune protetora da superficie mucosa intestinal (Castello-Branco et al.,
1996).

A resposta da mucosa intestinal frente a um estimulo danoso, pode
ser apreciada através de disturbios isolados ou combinados das diversas
funcbes da mucosa. Pode ser observado redugcdo ou aumento da
permeabilidade intestinal e capacidade absortiva; variagcdo na secrecdo de
enzimas e mediadores por estruturas especificas; ativacdo da resposta imune;
aumento da permeabilidade vascular com exsudagé&o para a luz do trato e

disturbios da motilidade intestinal.

Existem muitos fatores endogenos e exdgenos, capazes de induzirem
dano celular na mucosa intestinal. Sdo incluidos como fatores enddgenos:
reagcbes imunoldgicas, alteragdes neurolégicas ou genéticas. Quanto aos

fatores exdégenos, estao relacionados fatores mecéanicos (traumatismos); fisicos
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(variagoes extremas de temperatura, irradiagado); quimicos (venenos, alcool,
agentes causticos, substancias toxicas, desnaturantes protéicos); nutritivos
(hipoxemia, deficiéncia de vitaminas e micronutrientes) e bioldgicos

(microrganismos, parasitas e virus).

1.4.1 Alteragcdes inflamatdérias na mucosa - Estimulos infecciosos e/ou

imunoldgicos

O trato intestinal estd sob constante ameaca devido a ingestdo de
antigenos exdgenos presentes nos microorganismos e produtos alimentares que
todo momento alcancam o trato digestivo. A maior parte dos patdégenos
humanos é encontrada predominantemente nas superficies mucosas (Mc Ghee
et al., 1992). A defesa das superficies mucosas depende tanto da funcionalidade
dos fatores de protegdo nao imunoldgicos, quanto da eficiéncia da resposta

imune.

Antigenos exdgenos potencialmente induzem reacoes
imunopatoldgicas, capazes de danificar a estrutura da mucosa intestinal. O dano
celular pode se manifestar por destruicido das estruturas de membrana,
desarranjo nos mecanismos de transporte, deficiéncia de atividade enzimatica e

alteracdes na producao de mediadores.

As infecgbes estdo frequentemente envolvidas no dano celular.
Durante o crescimento e multiplicacdo, os agentes infecciosos podem produzir
e liberar diferentes exotoxinas que sao potencialmente lesivas para a mucosa,

outros agentes apos a sua lise, liberam substancias chamadas endotoxinas.

O lipopolisacarideo (LPS) é responsavel pela indugdo da maior parte
das alteragdes fisiopatoldgicas intestinais observadas durante infeccbes
micobacterianas e infecgdes por gram negativos entre outras. Entre as
alteragbes inespecificas induzidas pelo LPS incluem-se a pirogenicidade, o

aumento do numero de leucdcitos, a ativacdo do complemento e de
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macréfagos e outras inerentes a resposta inflamatéria. O LPS induz ainda a
resposta imune mediada por citocinas, por ser potente estimulador da
producdo do TNF-a, citocina iniciadora da cascata de producdo das demais
citocinas inflamatérias. Tém importancia também no processo inflamatério

intestinal a IL-1 e IL-8.

A IL-1, pir6geno enddgeno, ¢é primariamente produzida por
macroéfagos ativados em resposta ao LPS e TNF-a. Por sua vez a IL-1 estimula
a producao de IL-6 pelos macroéfagos e juntamente com IL-6 e TNF-a, estimula

a fase aguda da resposta inflamatéria.

A IL-8 é uma citocina chave como fator de quimotaxia para neutrofilos
ou como ativador de células em transito de chegada. Sua produgdo aumenta
muito nos processos inflamatoérios e tem sido considerada como quimiocina de
primeira linha na defesa inespecifica, junto com a MCP-1(Monocyte
Chemoatractant Protein). Uma caracteristica das citocinas consiste na sua
capacidade de transporte rapido para areas remotas dentro do organismo e
assim atuar em multiplas células alvo local e a distancia (mecanismos
autécrinos ou paracrinos) e por sua rapida degradacdo. Dessa forma,
infecgdes a distdncia podem potencialmente, via citocinas, produzir resposta

imune na mucosa do trato intestinal.

Alguns agentes infecciosos tém tropismo pelas superficies mucosas,
como exemplo, o virus da imunodeficiéncia humana, onde as superficies
mucosas representam a maior rota de invasdo na transmissao sexual e
vertical. Sitios mucosos representam reservatérios importantes do HIV, uma
vez que neles estdo contidos mais de 50% do pool de células imunes do
organismo (McGhee et al., 1992). Em pacientes com AIDS, a severa
imunossupressao aliada ao tropismo do virus pelas mucosas predispde a
infecgdes oportunisticas tanto intestinais quanto respiratérias com grande

frequéncia, particularmente as micobacterianas e as fungicas.
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O M. tuberculosis, em quantidade suficiente para determinar o
adoecimento induz uma resposta imune global, independente da localizag&o do
principal sitio de infecgdo. Consideragdes fisiopatoldgicas sobre a repercusséo
da tuberculose no trato intestinal poderiam ser feitas, de forma semelhante a
multiplicidade de fatores capazes de determinar alteragdes no trato digestivo
de pacientes com AIDS (Ullrich et al., 1989). Esses eventos estariam direta ou
indiretamente relacionados a imunodeficiéncia celular associada a

micobactéria.

Entre esses fatores se incluiriam: a infeccao intestinal pelo proprio M.
tuberculosis, a produgao local de linfocinas, a desregulacdo do sistema imune
entérico, a proliferagdo de bactérias e outros parasitas no intestino delgado, as
alteragbes enzimaticas e a deficiéncia de micro-nutrientes nas células da

mucosa intestinal.

Recentemente uma outra hipétese, tem merecido a atencdo dos
pesquisadores - a concepgao de que na resposta imune comum das mucosas,
linfocitos T ativados migrariam de um sitio mucoso a outro (Mestecky et al.,
1978). Esta hipotese tem sido demonstrada em coelhos, onde se observa uma
re-populacao de células Ig A no intestino e no pulmao, apds transferéncia de
linfocitos tanto do BALT (bronchus-associated lymphoid tissue) quanto do
GALT (gut-associated lymphoid tissue) nas placas de Peyer (Rudzik et al.,
1975) Outro estudo em ratos, demonstraram que apds transferéncia de
linfécitos dos linfonodos mesentéricos, células IgA foram observadas em

outros sitios mucosos (McDeRott et al., 1979).

Alguns estudos em humanos tém comprovado essa hipétese de que
nas doencas mediadas pelo linfocito T, ocorre uma resposta linfocitica no
sistema imune das mucosas em varios sitios (intestino, pulmao, glandulas
salivares). Tem sido demonstrado aumento de linfécitos T ativados em
pulmdes de pacientes com doenga de Chron, mesmo na auséncia de sintomas
respiratorios (Wallaert et al., 1985; Bonniere et al., 1986; Adenis et al., 1992).
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Estudos clinicos na mesma linha demonstraram reacao inflamatéria
intestinal ndo granulomatosa com predominio de linfocitos T, associada ao
aumento da permeabilidade intestinal na mucosa intestinal de pacientes com
sarcoidose pulmonar sem sintomas intestinais (Wallert et al., 1992). Achados
semelhantes também relacionados com aumento da permeabilidade intestinal

tem sido observado em pacientes com asma brénquica (Benard et al., 1996).

1.4.2 A desnutricdo como facilitadora de alterac6es na mucosa intestinal

O estado nutricional em condicdes de normalidade € mantido pelo
intestino delgado, segmento do trato digestivo onde ocorre o estagio final da
digestdo quimica dos alimentos e onde a maior parte dos nutrientes é
absorvida. Agua, vitaminas, sais minerais, aminoacidos ndo essenciais sao ali

absorvidos.

Entre os aminoacidos, a glutamina tem papel de importancia para a
sintese protéica e produgao energética para varios tipos celulares. Serve como
fonte de nitrogénio necessario para a sintetizacdo de compostos essenciais
como outros aminoacidos e certos nucleotideos. Esta relacionada com a
sintese de uréia e amébnia e tem importdncia nos processos de reparagao

tecidual.

Os enterdcitos ou células da mucosa intestinal, linfocitos e células dos
tubulos renais, s&o consideradas consumidoras de glutamina, porque promovem
o catabolismo da glutamina. As células da mucosa intestinal caracterizam-se por
sua grande capacidade de captagdo e metabolismo da glutamina, o que permite
uma intensa atividade proliferativa e de renovacéo de epitélio, mantendo a sua
integridade (Klimberg et al., 1990).

Nos estados catabdlicos, como nos quadros infecciosos crénicos,
exemplificando a tuberculose, a degradacdo de proteinas torna-se acelerada.
Nessa situagdo, a glutamina, sintetizada e estocada principalmente na

musculatura esquelética, é considerada um aminoacido fundamental, por ser o



68

principal transportador de nitrogénio, na forma de aménia nao téxica no sangue.
A amodnia sai dessa maneira dos tecidos periféricos para os 6rgaos excretores
como os rins, ou sofre transformag¢ao em uréia no figado.

Nos estados catabdlicos a necessidade da glutamina, que € um amino
acido nao essencial, aumenta de duas a quatro vezes para conseguir manter a
homeostase igual aquela de condigbes fisiologicas. A escassez de glutamina,

portanto, acaba por promover lesbes na mucosa intestinal.

A importancia da relagéo entre a integridade da mucosa intestinal e o
comprometimento do estado nutricional estd documentado em diversas
condigdes patoldgicas intestinais como doencga celiaca, doengas diarréicas,

doenca de Crohn e enteropatia tropical.

Graus variaveis de desnutricdo podem induzir a perda da integridade
da mucosa comprometer a fisiologia intestinal e alterar a sua capacidade
absortiva (Yoneda, 1996; Welsh et al.,1998a; Van der Hulst et al., 1998;
Karyadi et al., 2000). Os trabalhos mais recentes de Ferraris & Carey (2000)
reforcam as evidéncias de que o jejum prolongado ou a desnutricdo tem um
efeito dramatico sobre a estrutura da mucosa intestinal e sobre a sua fungao de
transporte e que a atrofia mucosa induzida por uma dessas duas condigcbes
diminui a altura das vilosidades intestinais, reduz a profundidade das criptas
intervilosas, e altera a permeabilidade intestinal, reduz a absorg¢ao intestinal de
nutrientes, perpetuando assim o processo (Polosa et al., 1984; Van der Hulst et
al., 1998).

A consumpgéao € observagao frequente em situagdes como na ingesta
alimentar insuficiente ou no curso de doencgas primariamente nao intestinais
como nas neoplasias, na AIDS, na tuberculose, nos estados hipermetabdlicos
e no grande queimado (Schwenck et al., 1993) Na associagao
HIV+/tuberculose, é frequente a observagado de desnutrigdo severa com graves
repercussdes no trato intestinal (Paton et al., 1999). Nesses casos a absorgéo
de nutrientes ou de drogas, incluindo as antituberculose, pode igualmente

sofrer alteragdes.
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1.4.3 O alcoolismo e sua acgéo lesiva direta

Tem sido demonstrado em varios estudos que a ingestao crénica de
alcool aumenta a permeabilidade intestinal. Bjarnason et al. (1984),
observando 36 pacientes alcodlatras detectou aumento da permeabilidade
tanto nos pacientes que haviam bebido nas ultimas 48 horas, quanto naqueles
que estavam abstémicos ha cinco ou mesmo treze dias, quando comparados

com controles ndo alcoolistas.

Estudos prévios tem mostrado que altas concentragdes de etanol (>/=
40%) causam dano funcional na barreira epitelial gastrointestinal. Existem pelo
menos dois mecanismos relacionados com o potencial lesivo do alcool. O
primeiro sugere que o etanol produz efeito citotdxico direto na membrana das
células epiteliais. Essa hipotese tem sido citada como explicacdo para a
associacado entre o consumo de alcool e o surgimento de cancer da boca,
orofaringe, laringe e estdbmago (Rothman, 1995). O segundo mecanismo
implica além do etanol, outros compostos, como as nitrosaminas ou seus
precursores encontrados em varios tipos de bebidas alcodlicas, como

substancia de efeito lesivo para a mucosa intestinal (Walker et al., 1979).

Os efeitos de doses menores, ndo citotdoxicas de etanol na barreira
epitelial sdo desconhecidas. Ma et al. (1999) demonstraram que o etanol em
dose menores que 10% produziu uma quebra progressiva da proteina ZO-1,
com consequente separagao das juncdes celulares e formagao de “gaps” entre
as células epiteliais e como consequéncia foi observado um aumento da

permeabilidade intestinal via paracelular.

1.4.4 As parasitoses e as lesdes da mucosa intestinal

No Brasil, as parasitoses intestinais sdo bastante disseminadas e
com alta prevaléncia. Em um estudo multicéntrico realizado em escolares de 7
a 14 anos cobrindo 10 estados brasileiros 55,3% dos estudantes foram

diagnosticados com algum tipo de parasitose. No estado de Minas Gerais, dos
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5.360 individuos examinados 44,2% estavam infectados, sendo os parasitas
mais frequentes: Ascaris lumbricoides (59,5%), Trichuris trichiura (36,6%),
Giardia lamblia (23,8%) e Schistosoma mansoni (11,6%) (Campos et al., 1988).
Em estudo realizado sobre a incidéncia de entero-parasitoses numa area do
municipio de Fortaleza, verificou-se que 40% da populagéo observada estava

infestada por ancilostomideos (Martins & Sampaio, 1967).

As infecgdes parasitarias podem causar danos na mucosa intestinal
tais como inflamacgdes, ulceragdes e alteragdes morfoldégicas das vilosidades
intestinais, tanto durante o periodo agudo de infecgdo quanto no periodo
crénico, quando tem sido descrita além da lesdo epitelial, a formagcao até

mesmo de abscessos intestinais.

Alguns parasitas produzem lesdes especificas. Trofozoitas de Giardia
intestinalis costumam ser encontradas na porg¢ao proximal do intestino delgado
onde atacham suas ventosas na parede intestinal, exercendo assim um
potencial efeito lesivo sobre a mucosa, aumentando a sua vulnerabilidade.
Bidpsias de jejuno revelam reducdo de altura e atrofia de vilosidades, reducgéo
na altura do epitélio colunar das células epiteliais da mucosa e uma
hipercelularidade da Iamina prépria na infecgao por Giardia intestinalis (Buret et
al.,, 1990). Em algumas infecgdes bacterianas, tem sido descrito o papel de
endotoxinas, porém na infeccdo por Giardia nenhuma endotoxina tem sido
identificada (Smith et al., 1982).

O Blastocystis hominis também pode lesar a mucosa intestinal
(Markell et al., 1999). Phillips & Zierdt (1976) demonstraram baseado em
estudos de microscopia, a frequente penetracdo do parasita no epitélio
intestinal, onde podem ser localizados em numero significante onde acabam

por induzir um aumento na celularidade da lamina propria.

Outros estudos também demonstram que a presenca do B. hominis
gera uma resposta inflamatéria no intestino, evidenciada pela presenca de

leucocitos nas fezes e em observagbes de retosigmoidoscopia mostrando
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eritema difuso na mucosa e reagao inflamagdao em amostras de bidpsia

sigmdide de pacientes infectados pelo parasita (Carrascosa et al., 1996).

A resposta da mucosa intestinal pode se dar através de varias outras
formas. Inumeros estudos indicam um aumento da permeabilidade intestinal
relacionada com doencas como malaria, gastroenterites nao especificadas,
infecgdo por Giardia e Ascaris lumbricoides (Bjarnason et al., 1995).
Entretanto n&o esta bem esclarecido como esses agentes, particularmente as

infecgdes parasitarias, alteram o funcionamento da barreira mucosa intestinal.

Casellas et al. (1986) demonstram que os testes de determinacédo da
permeabilidade intestinal sdo capazes de avaliar a barreira mucosa nas
doencas intestinais com bastante acuracia. Trabalhos utilizando *°™Tc-
DTPA(diethyl triamine penta acido acético marcado com Technetium-99m)
como marcador para o teste da permeabilidade intestinal, demonstram o
aumento da perrmeabilidade em pacientes infectados por Giardia (Dagci et al.,
2002).

Aumento da permeabilidade intestinal determinada pelo teste de
lactulose manitol, bem como uma correlacao direta desse aumento com titulos
de anticorpos IgM Giardia-especificos foram descritos em criangas de Gambia
(Lunn et al.,1999). O aumento da permeabilidade intestinal tem sido
demonstrado também na infeccédo intestinal pelo B. hominis (Dagci et al.,

2002), porém a sua patogenicidade é ainda uma questao controversa.

A E. coli é considerada como um parasita comensal e embora possa
eventualmente estar associado com algum sintoma abdominal, os estudos nao
tém demonstrado sua associagao com leséo inflamatoéria ou com alteragcdes de
permeabilidade intestinal. Portanto parece inquestionavel a relacdo patogénica
de parasitas intestinais (protozoarios ou helmintos) com a mucosa e o potencial
efeito na permeabilidade intestinal, enquanto que no curso de infeccbes
intestinais por parasitas n&o patogénicos, tais alteragbes n&o parecem ocorrer
(Dagci et al., 2002).
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1.5 Permeabilidade da Mucosa Intestinal

A mucosa intestinal, particularmente a do delgado tem duas funcdes
aparentemente paradoxais, que sdo essenciais na manutencido da vida: ser um
orgao absortivo, permitindo a passagem de nutrientes e drogas e ao mesmo
tempo atuar como uma poderosa barreira seletiva contra a excessiva absorcao
de bactérias, antigenos alimentares e grandes moléculas, presentes na luz
intestinal, que possam de alguma forma ameacar a sobrevivéncia.

A teoria inicial para explicar a permeagéo ou passagem através dessa
barreira mucosa foi imaginada ocorrer através de duas vias: a primeira e mais
extensa adentrando as células epiteliais (via transcelular), que representa cerca
de 95% dessa permeagao e a segunda, por entre as células, através de jungdes
intercelulares (via paracelular) que representa cerca de 5% da area absortiva
total do intestino. A permeacdo dependeria fundamentalmente do tamanho
molecular da substancia, em relacdo aos pontos de passagem da membrana e
ocorreria por difusdo simples ou nado facilitada, ou seja, dependente de um
gradiente de concentragcdo. Por essa teoria, a via transcelular permitiria a
passagem de monossacarideos e pequenas moléculas, principalmente através
de possiveis pequenos poros na membrana celular dos enterdcitos. A via

paracelular permitiria a passagem de moléculas maiores.

A permeabilidade intestinal é definida como um fluxo de solutos através
de uma unidade de area de membrana, em um tempo determinado. O conceito
de permeabilidade, portanto refere-se a facilidade com que essa barreira
intestinal é transposta. Normalmente é aplicada para a passagem por difusédo, de
moléculas com massa acima de 150 Daltons (Lima, 1998) e deve ser
diferenciada da fungdo de absorgdo de agua e nutrientes do intestino, que
implica em consumo de energia e cujo objetivo principal € a nutrigdo do ser

humano.

A permeabilidade intestinal n&o parece ser influenciada pela idade, raga

ou fatores hereditarios (Travis e Menzies, 1992; Barboza Jr et al., 1999). A
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avaliagao da permeabilidade intestinal e da capacidade absortiva tem sido foco

de investigagao de muitos pesquisadores.

Inumeros estudos tém documentado alteragdes da permeabilidade
intestinal em situacdes clinicas diversas, tais como efeito de dietas, horménios,
uso de drogas (Bjarnason, 1994), alcoolismo (Hirsch et al., 1997), desnutrigao
(Ferraris & Carey, 2000), pos-trauma (Langkamp-Henken et al., 1995), na cirrose
hepatica (Ers6z,1999) e em varias doengas intestinais como doencga celiaca
(Pearson et al., 1982 ; Johnston et al., 2001a; Johnston et al., 2001b) doencas
diarréicas(Barboza Jr et al., 1999), doenga de Crohn (Meddings, 1997), doencas
intestinais bacterianas, parasitarias ou fungicas cronicas e ainda em doenca nao
intestinais como na AIDS ( Lima et al., 1997), sarcoidose( Wallaert et al., 1992),
asma (Benard et al., 1992) , doengas alérgicas (Laudat et al., 1994 ) entre
outras, contudo, os determinantes da alteracdo da permeabilidade intestinal em
cada uma dessas situagdes nao estdo ainda claramente definidos. Da mesma
forma, as possiveis repercussdes que as alteragcdes de permeabilidade possam

ter com a absorgéo de drogas, ainda estdo pouco estudadas.

Estimativas da permeabilidade intestinal podem ser obtidas por
medidas da permeacao intestinal, representada pela quantidade absorvida de
uma determinada substancia, embora essa quantidade possa ser afetada por
fatores como o gradiente de concentragao, a superficie da mucosa envolvida e o
tempo de contato da substdncia com a mucosa (Lifschitz, 1985).
Varios sdo os métodos utilizados para avaliagdo da permeabilidade intestinal.
Entre nds o teste de lactulose—manitol, validado por Gifoni (1996) e Barboza Jr
et al. (1999) vem sendo utilizado com muita seguranga como critério diagndstico

de alteragdes da permeabilidade intestinal desde 1996.

Nesta tese interessa particularmente o estudo da permeabilidade
intestinal como indice preditor de disfungao intestinal, uma vez que tentaremos
correlacionar esses valores com a Dbiodisponibilidade de drogas

antituberculose.



74

2. JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS
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2.1 Justificativa

A tuberculose acomete principalmente as populagdes de baixa renda,
onde o risco de infeccdo tuberculosa aumenta pelas condi¢cbes precarias de
moradia que favorecem a transmissibilidade do bacilo. Nessa populagao, a
desnutricdo e o alcoolismo atuam como fatores importantes na elevagao do risco

de adoecimento pela doencga (Pereira & Ruffino-Neto, 1982).

O perfil do paciente acometido pela tuberculose no Nordeste é
naturalmente agravado pela situagado de miséria crénica da populagao, que fica
submetida a precaria condi¢cédo alimentar, tanto quantitativa quanto qualitativa.
O precario estado nutricional dos nordestinos esta refletido na reducéao
evidente dos parametros antropolégicos, quando comparados aos dos
individuos residentes em outras regides do pais. O alto percentual de
alcoolismo e o elevado nivel de infestagcédo parasitaria na populagédo nordestina

contribuem como agravantes do comprometimento do estado nutricional.

O adoecimento resultante da infecgdo pelo M. tuberculosis em
individuos com depressao da imunidade celular, embora na maioria dos casos
seja detectada em um foco principal, apresenta repercussées no organismo
inteiro. A tuberculose caracteriza-se clinicamente por um curso crénico e
consumptivo onde a maioria dos pacientes evolui com inapeténcia, febre e

emagrecimento 0 que por sua vez, leva a graus progressivos de desnutrigao.

As  repercussbes  sistémicas da  tuberculose  pulmonar,
particularmente as relativas a resposta inflamatéria e alteragdes imunoldgicas
do trato intestinal e as possiveis consequéncias na permeabilidade intestinal e
na capacidade absortiva tém sido pouco estudadas, embora possam
desempenhar papel de importdncia na resposta terapéutica e no curso

evolutivo da doenca.
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A tuberculose como doenca endémica no Brasil per si e por ser
claramente relacionada com a desnutrigao, alcoolismo e parasitoses intestinais,
condi¢cdes que reconhecidamente afetam o trato intestinal merece ser estudada
sob o foco da presenga de inflamagédo e integridade da funcédo absortiva da
mucosa intestinal dos pacientes acometidos, devido as implicagdes sérias na
absorgcdo de drogas antituberculose e da selegdo e disseminagdo de bacilos

multirresistentes.

Inumeros estudos tém demonstrado que determinados grupos de
pacientes apresentam alteracbes no perfil farmacocinético das drogas
antituberculose (Peloquin et al., 1993; Peloquin, 1997). A maior parte deles
estdo relacionados com TB/HIV®. Outros relatam que a mal-absorgdo de drogas
pode ocorrer também em pacientes tuberculosos diabéticos, alcodlatras (Hirsh et
al., 1997), desnutridos (Polosa et al., 1984) ou com patologias associadas do
trato gastrointestinal (Dieterlen et al., 1986). Os achados de Turner et al. (1994),
Peloquin (1993) e Kimerling et al. (1998), entretanto sugerem que mesmo na
auséncia de sinais sugestivos ou causa aparente, a mal-absor¢do de drogas
antituberculose e a redugdo da biodisponibilidade de drogas pode ocorrer em
pacientes aderentes ao tratamento.

Poucos sdo os estudos na Literatura avaliando a relagdo existente
entre a alteracbes na permeabilidade intestinal e a extensdo de absorcdo de
drogas determinada por estudos farmacocinéticos (Chiou, 1995). Um dos mais
importantes achados é que existe uma boa correlacdo entre a medida efetiva da
permeabilidade intestinal humana por técnicas de perfusdo intestinal e a
extensdo da absorgdo de drogas medida através de estudos farmacocinéticos
em humanos (Lennernas, 1988). Utilizando o teste de absorgdo da D-xilose
como método nao invasivo da avaliagcdo da permeabilidade intestinal, Choudhri
et al. (1997) demonstraram a relagdo da reducédo da absorgéo intestinal com a
reducdo da biodisponibilidade da rifampicina e isoniazida em pacientes com
tuberculose.

Para a avaliagdo da permeabilidade intestinal, o Estado do Ceara
detém uma boa experiéncia, utilizando o teste de lactulose—manitol, através dos
varios estudos que vem realizando e publicando desde 1996 (Gifoni, 1996;
Barboza Jr et al., 1999).
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Justifica-se entao avaliar as repercussdes da infecgao tuberculosa no
trato intestinal, procurando determinar alteracbes de sua fungao intestinal,
através do teste da lactulose-manitol, procurando associar estes resultados com
o grau de lesao inflamatéria da mucosa intestinal, com a presenga de infecgbes
parasitarias, com o grau de nutricdo dos pacientes tuberculosos, a fim de
garantir a biodisponibilidade das drogas antituberculose, o tratamento efetivo da

doenga e miniminar o risco da multidrogarresisténcia do M. tuberculosis.

A hipotese que fundamenta esse trabalho é que pacientes com
tuberculose pulmonar ativa podem apresentar alteragdes na mucosa intestinal
potencialmente capazes de modificar a permeabilidade e a capacidade absortiva
intestinal, o que poderia comprometer a absor¢do de drogas, resultando em
reducdo da biodisponibilidade das drogas antituberculose, particularmente a

rifampicina e a isoniazida com possivel selegdo de M. tuberculosis resistentes.

2.2 Objetivo Geral

» Estudar a permeabilidade intestinal através do teste da lactulose
/manitol e a area absortiva intestinal, em pacientes com doenca

tuberculosa pulmonar ativa.
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METAS ESPECIFICAS

. Estimar os valores da permeabilidade intestinal em pacientes com
tuberculose pulmonar ativa através do teste da lactulose / manitol,

comparando-os com grupo controle de voluntarios sadios.

. Estudar a associacdo da permeabilidade intestinal de pacientes com
tuberculose pulmonar ativa determinada através do teste da lactulose /

manitol, com os seguintes parametros:

Marcadores inflamatorios (lactoferrina, sangue oculto, IL1 e IL-8) no epitélio

intestinal, detectados através do exame das fezes.

Infecgbes intestinais parasitarias.

Grau de nutrigdo segundo o indice de massa corporea (IMC).

. Estimar através do HPLC os niveis séricos da rifampicina e isoniazida

apos 2 horas da tomada da droga em jejum.

. Estudar a correlacdo da permeabilidade intestinal de pacientes com
tuberculose pulmonar ativa, determinada através do teste da lactulose /
manitol, com a biodisponibilidade da rifampicina e isoniazida avaliada através

da concentragao sérica apos 2 horas da tomada das referidas drogas.

. Identificar o perfil de sensibilidade do M.tuberculosis as drogas

antituberculose em culturas de escarro do grupo em estudo.
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3.1 Delineamento do Estudo

Realizou-se um estudo clinico de observagdo em pacientes com
diagnodstico de tuberculose pulmonar ativa e individuos sadios para avaliagao
dos valores de permeabilidade intestinal através do teste da lactulose / manitol e
estudo descritivo de pacientes com tuberculose pulmonar ativa para avaliacido
de parametros referentes a permeabilidade intestinal, ao estado nutricional, a
inflamacéo do trato intestinal, a absorgdo de drogas antituberculose e ao perfil

de sensibilidade do M. tuberculosis cultivado no escarro.

3.2 Local de Realizacao

O estudo foi realizado no Hospital de Maracanau, localizado em
municipio vizinho de mesmo nome, distante cerca de 30 Km do centro de
Fortaleza.

A escolha foi feita, por ser essa unidade, a referéncia estadual para a
internacdo de pacientes adultos com tuberculose no Estado do Ceara. Outras
caracteristicas influiram também na escolha, entre elas, a disponibilidade de
leitos para internacdo (34 para tisiologia), por contar com ambulatério de
tuberculose e laboratoério préprio com capacidade para coleta, processamento
de exames, guarda de material biolégico e representar area de abrangéncia
assistencial para todo o Ceara.

O Hospital de Maracanau foi inaugurado em 1950 com 417 leitos
exclusivos para tuberculose. Sofreu ao longo do tempo varias mudangas e hoje
€ um hospital geral municipal, mas nunca deixou de ser reconhecido pela

qualidade do atendimento prestado na area da tisiologia.
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3.3 Populacao de Estudo

Um grupo de 41 pacientes com diagndéstico de tuberculose pulmonar
ativa, com idade igual ou superior a 15 anos internados, ou inscritos no
ambulatorio de tisiologia do Hospital de Maracanau, em uso de drogas
antituberculose foi constituido para o estudo.

Deste grupo inicial, foram selecionados 18 pacientes, em uso de
esquema | ou esquema I-R, para a realizagdo de estudo da biodisponibilidade da
rifampicina e isoniazida.

Para a avaliagdo da permeabilidade intestinal, 28 individuos sadios
pareados quanto ao sexo e faixa etaria foram recrutados para a constituigdo do

grupo controle.

3.4 Selecéao de Pacientes

3.4.1 Critérios de inclusao

Foram incluidos pacientes com tuberculose pulmonar ativa,
diagnosticados através do resultado positivo da baciloscopia direta para BAAR,
em pelo menos uma amostra e que estavam em uso da medicacao especifica
(esquema I, I-R ou esquema lll) ha no maximo dois meses.

Os esquemas terapéuticos utilizados foram os mesmos determinados
pelo Manual de Normas para o Controle da Tuberculose adotado pelo Ministério
da Saude do Brasil em 1995.

“Esquema | - indicado em pacientes sem tratamento anterior, ou seja,
pacientes que nunca se submeteram a quimioterapia ou o fizeram por
menos de 30 dias

- Esquema I-R - indicado a pacientes com tratamento anterior, recidivante

do esquema | ou que retornam apds abandono ao esquema |
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- Esquema lll - indicado nos casos de faléncia (persisténcia de positividade
do escarro ao final do tratamento) dos esquemas | e I-R *

Para a selegédo do subgrupo que realizou estudo de biodisponibilidade, o
critério de selecéao utilizado foi o de ter peso igual ou acima de 40 kg e estar em
uso do esquema | ou esquema I-R, indicado para pacientes infectados com M.

tuberculosis possivelmente sensivel as drogas.

3.4.2 Critérios de excluséao

Foram excluidos da participacdo no estudo, pacientes com
diagndstico de tuberculose pulmonar sem confirmacgéo bacteriolégica; pacientes
com doenca tuberculosa ativa, mas comprovadamente acometidos de doenca
gastrintestinal, neoplasia maligna, doenga sistémica grave, insuficiéncia
hepatica, cardiaca ou renal graves, gravidez ou qualquer condigdo clinica
concomitante, que o impedisse de participar do estudo.

A ingestdo de bebidas alcodlicas nas 48 horas que antecederam o
periodo de estudo foi considerada critério de exclusdo, bem como qualquer

impedimento a participagao livre e voluntaria do paciente.

3.4.3 Critérios de retirada

As seguintes condigdes foram consideradas como critérios de retirada
do estudo: decisdo pessoal do paciente em qualquer etapa do protocolo clinico
e nao fornecimento da maior parte do material (urina, sangue, fezes, escarro)

para os exames previstos.
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3.5 Aspectos Eticos

O projeto de pesquisa, com o protocolo experimental e o termo de
consentimento, foi submetido & apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa da
UFC, credenciado pelo CONEP - Conselho Nacional de Saude/MS e aprovado
em reunido no dia 27 de setembro de 2001(ANEXO C).

O estudo foi conduzido de acérdo com a Declaracdo de Helsinque
(1965) e as revisbes de Toquio (1975), Veneza (1983), Hong Kong (1989),
Somerset Oeste-Africa do Sul (1996) e Edimburgo (2000) e a Resolucdo 196/96
e 251/97 do CNS-MS. Todos os pacientes inscritos concordaram livremente em
participar do estudo e assinaram o termo de consentimento (ANEXO B), antes
de qualquer procedimento, apos todos os elementos essenciais do protocolo
terem sido esclarecidos. Para todos os pacientes admitidos no estudo, anexou-
se a ficha de coleta de dados, a folha de consentimento devidamente assinada
pelo paciente. Assegurou-se aos pacientes o direito inquestionavel de a qualquer
momento retirarem-se do protocolo, sem prejuizo da continuidade de seu
tratamento. Ficou ainda estabelecido o direito de livre acesso as informacdes e
esclarecimentos sobre etapas, métodos ou resultados de exames aos pacientes

participantes do estudo.
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3.6 Protocolo Clinico de Estudo

3.6.1 Questionario clinico-epidemioldgico

Para cada paciente admitido no estudo foi preenchido um questionario
clinico—epidemioldgico individualizado denominado ficha de protocolo clinico
(ANEXO A) contendo dados pessoais, informagdes epidemioldgicas, resultados
clinico-laboratoriais importantes referentes ao diagndstico e tratamento da
doenga e ainda um espacgo destinado aos resultados especificos do projeto em
estudo.

As definigdes dos itens contidos no questionario utilizado foram as seguintes:

e Grupo: os pacientes foram divididos em grupos conforme os procedimentos
realizados e entdo classificados como Pl= permeabilidade intestinal ou PIBI =
permeabilidade intestinal e estudo de biodisponibilidade.

e Local de atendimento: indicados como enfermaria ou ambulatério de acordo
com o local de atendimento.

¢ Motivo de admissao hospitalar: foram relacionados conforme as indicagdes de
internacao proposta no Manual de Normas e Controle da Tuberculose, 1995: 1-
motivo social; 2- estado geral comprometido, que nao permita tratamento
ambulatorial; 3-intercorréncia clinica; 4-intolerancia medicamentosa e 5- para os
pacientes ambulatoriais.

e Doencas associadas: foi descrita se presente patologia concomitante ou
anterior, julgada de importancia clinica, relatada pelo paciente ou constatada no
prontuario medico.

e Tratamento: foi registrado o numero de tratamentos feitos pelo paciente
incluindo o atual, independente do desfecho de cada um deles: 1=1° tratamento;
2= 2° tratamento; 3 = 3° tratamento ou mais e 4= ndo sabe informar.

e Esquema: registrado segundo o esquema terapéutico em uso: 1= esquema | ;

2= esquema I-R; 3 = esquema lll e 4= esquema alternativo.
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¢ Baciloscopia: conforme a positividade BAAR no exame direto de escarro
corado pelo Ziehl Neelsen: positivo; negativo; ndo realizado (NR) ou
contaminado.

e Cultura para BK no escarro: conforme o crescimento do bacilo no meio de
cultura Lowenstein Jensen: positivo; negativo; ndo realizado (NR); crescimento
de outros tipos de micobactérias (i BK)

e Teste de sensibilidade as drogas = conforme resultado de sensibilidade ou
resisténcia as drogas isoladas. Classificado como sensivel, resistente ou nao
realizado.

¢ Renda familiar foi expressa em numero de salarios minimos: 0= sem renda
1=renda <1 SM; 2 = 1SM <renda< 2 SM; 3 = renda >2 SM; 4 = sem informacao.
e Instrucdo = conforme o grau de escolaridade: 0 = analfabeto; 1= 1° grau
mesmo incompleto; 2 = 2° grau mesmo incompleto; 3 = 3° grau mesmo
incompleto 4= sem informacao.

e Uso de alcool: segundo os critérios utilizados por O’Connor & Schottenfeld
(1998) os pacientes foram classificados como: 0 = nunca usou; 1= deixou ha
mais de 1 ano ; 2 = alcoolismo leve ;3 = alcoolismo moderado e 4 = alcoolismo
pesado

¢ Uso de fumo: o registro foi realizado segundo os critérios utilizados por Fahn et
al., (1998), sendo os pacientes classificados em: 0 = nunca usou; 1= deixou ha
mais de 1 ano; 2 = tabagismo leve; 3= tabagismo moderado ; 4= tabagismo
pesado

e Uso de outras drogas: o registro foi feito da seguinte forma: 0 = nunca usou: 1

= s/informagdo. No caso de utilizagdo de drogas, a mesma foi discriminada.

3.6.2 Avaliagéo nutricional

A avaliagdo nutricional dos pacientes foi realizada utilizando-se
parametros antropométricos tomando—se como referencial o indice de Massa
Corpérea (IMC), parametro internacionalmente aceito, embora tenhamos
consciéncia de que nao existe um parametro unico de avaliacdo do estado

nutricional, capaz de diagnosticar de forma isolada e especifica as alteragdes do
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estado nutricional, e que por esse motivo, muitos autores realizam um conjunto
de testes para a sua afericdo (Detsky e McLaughlin, 1987; Detsky et al., 1994;
Morgan et al., 1998).

Os valores de peso e altura foram determinados através de observador
treinado, em balancga antropomeétrica Filizola aferida e calibrada (Blackburn et al.,
1977; Souza e Silva & Félix, 1998). Os pacientes descalgos usando roupas leves
foram pesados pela manhd e a seguir posicionados de costas para a haste
graduada. Os pacientes foram encostados na mesma, eretos, com os
calcanhares juntos, olhando para a linha do horizonte para a afericdo da
estatura. O registro do peso foi feito em quilos (kg) e da altura em metros (m). O
indice de Massa Corpérea (IMC) foi calculado através da seguinte férmula: IMC
(Kg/m?)= Peso / Altura?.

Os valores de referéncia para a classificagdo do estado nutricional
baseado no IMC foram definidos por Blackburn et al. (1977) e utilizados pela
WHO (1995), por Madebo (1997), sendo considerado nutrido: IMC entre 18,5 a
24,9 Kg/m?; desnutrido, IMC < 18.5 Kg/m?; desnutrido severo, IMC < 16 Kg/m?.

3.6.3 Coleta de materiais

Em todos os pacientes do estudo foi feita coleta de sangue (8 ml) pela
manha em jejum, através de "butterfly" heparinizado introduzido em veia
superficial do antebragco para determinagao do perfil laboratorial. O sangue foi
centrifugado, o plasma retirado, sendo os frascos identificados pelas iniciais do
paciente e data da coleta. Os exames de sangue: hemoglobina, hematdcrito,
contagem total e diferencial de leucécitos, contagem de plaquetas, uréia,
creatinina, bilirrubina total e fragdes, proteina total, albumina, globulinas, glicose
em jejum, fosfatase alcalina, SGOT e SGTP foram processados no laboratorio
do Hospital de Maracanau. Parte do sangue coletado foi encaminhado ao
Laboratério Central do Estado do Ceara - LACEN, para a realizacdo das

sorologias anti-HIV (método Elisa Pasteur — Elisa Murex).
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Parte do plasma retirado foi armazenado em frasco adequado na
temperatura de (-20 °C) até posterior utilizacdo no processamento da dosagem

de citocinas.

3.6.4 Cultivo das cepas de M. tuberculosis e estudo do perfil de resisténcia

bacilar as drogas antituberculose

Amostras de escarro dos pacientes em jejum foram coletados em
potes plasticos descartaveis apropriados, identificados e imediatamente levados
ao LACEN onde gentilmente foram processados pela Dra Creusa Lima Campelo,
farmacéutica bioquimica responsavel pelo Laboratério de Tisiologia. Esfregagos
foram preparados utilizando-se a coloragdo de Ziehl-Neelsen para identificacao
direta de bacilos alcool —acidos resistentes. O resultado da leitura foi expresso
como: negativo quando ndo foi observado nenhum bacilo em cem campos e
positivo quando da identificagdo de menos que um bacilo ou mais por campo,
€m no minimo cem campos Microscopicos observados.

A determinacdo da sensibilidade do M. tuberculosis as drogas
antituberculose utilizadas, foi feita através de teste indireto do Método das
Proporcdes em Meio Sdlido, em amostra de escarro cultivado. A preparacao do
in6culo foi efetuada a partir de cultivo em meio de Lowenstein-Jensen, a partir do
qual, efetuou-se uma padronizagao do inéculo por turvagdo e em seguida foram
realizadas diluicbes seriadas, as quais foram semeadas em meio de cultura
contendo as concentragdes criticas para as drogas antituberculose, e em tubo
controle com meio de cultivo sem droga. Somente apos 28 dias de incubagao a
37°C, pode ser efetuada a contagem das unidades formadoras de colbnias,
sendo a proporcédo de bacilos resistentes a relagdo entre 0 numero de coldnias
contidas no tubo com droga e o controle correspondente para cada diluigcéo.

A resisténcia as drogas foi determinada, tendo-se como base critérios
definidos internacionalmente: crescimento igual ou superior a 1% de colbénias
sob concentragdes criticas das drogas (0,2 yg/mL para isoniazida; 2 ug/mL para

etambutol e 40 uyg/mL para rifampicina) e crescimento igual ou superior a 10%
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de colbnias sob concentragdes criticas das drogas (20 ug/mL para etionamida;
100 pg/mL para pirazinamida e 4 pg/mL para estreptomicina) O resultado foi

expresso como sensivel ou resistente a cada uma das drogas testadas.

3.6.5 Caracterizacao das cepas pela anélise do polimorfismo no tamanho
de fragmentos de restricdo (RFLP) baseado na sequéncia de insercao
IS 6110:

A técnica de tipagem molecular utilizando a analise do poliformorfismo
no tamanho do fragmento de restricdo - Restriction Fragment Lenght
Polymorphism (RFLP) €& correntemente empregada para identificagdo das
diferentes cepas de Mycobacterium tuberculosis (Van Embden et al., 1993).
Neste estudo utilizou-se como sequéncia alvo para diferenciagao das cepas em
cultura, o elemento repetitivo IS6110 que se encontra presente exclusivamente
no complexo Mycobacterium tuberculosis. Os testes foram gentiimente
realizados e analisados pela Dra Fatima Cristina Onofre Fandinho Montes no
Instituto Osvaldo Cruz da Fiocruz — RJ.

A partir da cultura em meio Lowenstein-Jensen aproximadamente uma
alca repleta de crescimento bacteriano foi transferido para um tubo de Eppendorf
contendo 500uL de tampao TE 1X (Tris =HCI 10 mM, pH 7.5, EDTA 1 mM, pH
8.0). As amostras foram aquecidas em banho-maria a 80°C por 20 minutos para
inativagdo das micobactérias. A lise bacteriana ocorreu pela adi¢ao de 50uL de
lisozima (Sigma Chemical CO, USA) e a mistura foi agitada em homogeneizador
automatico e em seguida incubada a 37°C por 18 horas. Apds este periodo,
foram acrescidos 60uL de proteinase K (Sigma Chemical Co, USA) a 10 mg/mL
e 70uL de SDS (Sodium Dodecyl Sulphate) a 10% (v/v) ( Sigma, USA), sendo a
mistura entdo incubada em banho-maria a 65°C por 10 minutos. Foram
adicionados 100uL de solugdo de NaCl 5M e 80uL de CTAB (Hexadecyl
Trimethyl-ammonium Bromide, Sigma, USA) a 10% (p/v), seguido de incubagao

por 10 minutos em banho-maria a 65°C.
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Em seguida, volumes iguais de cloroférmio (350uL) (Merck) e alcool
isoamilico (350 pL) (Merck) foram adicionados e os tubos agitados em
homogeneizador automatico e centrifugados por 5 minutos a 12.000g. A fase
superior aquosa foi transferida para novos tubos e adicionados de 450uL de
isopropanol gelado (Merck). Os tubos foram mantidos durante a noite a -20°C.

ApoOs este periodo, os tubos foram centrifugados a 12.000g por 20
minutos e o sedimento lavado com 250uL de etanol gelado (Merck) a 70%. Apoés
evaporagao do etanol, foi adicionado ao sedimento 50uL de tampao TE 1X e
estocado em freezer a —20°C até o momento do uso.

A digestdo das amostras de DNA isoladas foi efetuada pela
endonuclease Pvull. Esta enzima cliva o DNA no sitio GAG/CTG e cada
sequéncia 1S6110 apresenta apenas um sitio de restricdo para esta enzima. A
mistura de reacao foi preparada adicionando-se: uma aliquota correspondendo a
5ug de DNA, extraido pelo método acima descrito; 1uL da enzima Pvull (10U/uL)
(GIBCO/BRL, USA); 3uL de tampdao React 6 (10X concentrado)
(GIBCO/BRL,USA) e volume de agua necessario para completar um volume final
de 30uL de agua destilada estéril. A mistura de reagao foi incubada em banho-
maria a 37°C por um periodo de 18 horas.

Para separagédo dos fragmentos obtidos pela restricdo com Pvull das
amostras de DNA foi efetuada a eletroforese em gel de agarose 0.8% em
tampao TBE 1X por 18 horas a 25V. Ao final da eletroforese, os fragmentos de
DNA separados na matriz de agarose foram depurinados através de tratamento
com 0,25M HCI por 10 minutos, sendo em seguida desnaturados com 0,4M
NaOH por 20 minutos. Os fragmentos de DNA foram transferidos para
membrana de nylon (Hybond — N+, Amershan Pharmacia Biotech) a vacuo
(Vaccum Blotter apparatus — Amershan — Pharmacia Biotech), utilizando-se
como solucao de transferéncia o proprio NaOH 0,4 M. A enzima Pvull utilizada
para a digestdo do DNA neste estudo, cliva em apenas um sitio dos 1345 pb do
IS6110. Foi preparada uma sonda através do método de amplificagdo por PCR
de um fragmento de DNA situado no elemento 1S6110 a direita do sitio de
restricdo da enzima Pvull no mapa fisico deste elemento de inser¢cao. Para este

fim, foi utilizado o DNA da cepa padrdao de Mycobacterium tuberculosis (Mt
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14323) e os oligonucleotidios iniciadores utilizados foram: INS1 :5 CGT-GAG-
GGC-ATC-GAG-GTG-GC e INS2:5 GCG-TAG-GCG-TCG-GTG-ACA-AA

A amplificacdo foi efetuada em termociclador automatico (PTC-100 —
Gibco) utilizando um programa que consistia de: desnaturagao inicial do DNA a
95°C por 10 minutos, e 30 ciclos de desnaturacdo a 94°C por um minuto,
anelamento a 56°C por 2 minutos e extensdo a 72°C por um minuto.

Apos a amplificagdo, o produto do PCR foi submetido a uma
precipitacdo com 0.1 volume de Acetato de Sdédio 3M, seguida da adigao de 2
volumes de etanol 100% gelado. A mistura foi homogeneizada e em seguida
incubada a -20°C durante a noite. Posteriormente, foi efetuada centrifugacao a
12.000g por 20 minutos a 4°C, e o sedimento lavado com etanol a 75% (v/v)
gelado. Apos evaporagao de etanol residual, o sedimento foi ressuspenso em
500uL de tampédo TE 1X, sendo aliquotado e armazenado a -20°C antes da
marcagao.

O fragmento de DNA amplificado que contém a 1S6110 foi diluido
com agua Kit ECL (Amershan — Pharmacia) a uma concentragado de 10 ng/ml.
Em seguida, foi desnaturada em banho-maria a 100°C por 10 minutos, e apos
este periodo foi imediatamente resfriada em gelo por 5 minutos. Posteriormente
foram adicionados os reagentes do Kit ECL DNA labeling reagent e
glutaraldeido. A solugéo foi centrifugada a 12.000 g e incubada por 10 minutos a
37 °C, sendo a seguir utilizada na hibridizagdo da membrana.

A membrana de nylon contendo os fragmentos de DNA fixados foi
lavada com solugao de pré-lavagem SSC 2X (20X SSC = NaCl 3 M, Na-citrato
0,3 M, pH 7.0) a temperatura ambiente até o momento da hibridizacdo. A
membrana foi entdo colocada em garrafa de hibridizagdo, na qual foi adicionado
o tampao de hibridizagdo do Kit ECL e entdo incubada em forno com rotor
giratério (Robbins) a 42 °C por 1 hora para execugdo da etapa de pré-
hibridizagao. Apods este peridodo, a sonda marcada foi adicionada e a hibridizacao
ocorreu durante 18 horas. No dia seguinte, mantendo a temperatura de 42°C, a
membrana foi submetida a duas lavagens com 20 mL de tampao de lavagem
(uréia 0,36 mg, SDS 0,004 mg, SSC 20X) por 20 minutos. Em seguida a
membrana foi retirada do forno e submetida a duas lavagens com tampao SSC

2X por 5 minutos a temperatura ambiente.
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A membrana foi levada para uma camara escura para ser realizada a
auto-radiografia. Em um tubo, foram misturados volumes iguais do reagente de
deteccdo 1 (peroxidase) e reagente de detecgédo 2 (luminol). A membrana foi
tratada com esta mistura por 1 minuto a temperatura ambiente e em seguida foi
colocada em contato com o Hiperfime ECL (Amershan Pharmacia) por um
periodo de 2 horas. Através de analise visual, as cepas que apresentaram perfis

idénticos foram classificadas em “clusters”.

3.6.6 Avaliacdo do processo inflamatério intestinal

Para a investigacado do processo inflamatério intestinal foram colhidas
amostras de fezes dos pacientes, em frascos adequados, concomitantemente a
coleta de sangue e urina. Este material foi encaminhado ao laboratério do
IBIMED no prazo maximo de trés horas, misturado ao inibidor de proteases e

mantido sob refrigeracao até sua analise.

3.6.6.1 Determinagdo da dosagem de gordura fecal através do método de
coloracao semiquantitativo por Sudan Ill de acordo com a descricdo de Ghosh,

para avaliagdo de mal-absorgao intestinal de gordura (Simko, 1990) .

As fezes foram misturadas numa lamina com 2 gotas de agua, 2 gotas
de alcool etilico a 95% e 1 gota de solugdo saturada de Sudan Ill em alcool
etilico a 95 %. A seguir as laminas foram lidas ao microscépico com ampliagao
de 400x . O registro dos resultados foi feito numa escala variavel de negativo ou
positivo de 1 a 3 +, baseado no numero e tamanho de glébulos laranja palidos
refrateis observados sendo: negativo ou auséncia de gordura; 1+ para < 100
glébulos; 2+ para >100 globulos laranja palidos refrateis, menores ou iguais ao
tamanho de um eritrocito e 3+ para > de 100 glébulos maiores que o tamanho

de um eritrocito.
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3.6.6.2 ldentificacdo da presencga de Lactoferrina em amostras de fezes, através
do LeukoTest® - desenvolvido e manufaturado pelo TechLab®, Corporate
Research Park, Blacksburg,VA, USA ( Guerrant et al., 1992).

O Leukotest® é uma reacdo de aglutinagdo pelo latex, para a
deteccgao de lactoferrina, enzima contida dentro de leucdcitos inclusive os fecais.
O teste tem sido usado como “screening” para a deteccéo da presenga de niveis
elevados de lactoferrina em amostras de fezes. Um teste positivo indica
indiretamente um aumento do numero de leucdcitos fecais que podem estar

intactos ou ndo.

As fezes foram misturadas a uma gota de latex recoberta com
anticorpos anti-lactoferrina ou com Ig G. Se a lactoferrina estiver presente em
quantidade elevada, os anticorpos contra lactoferrina irdo reagir, ocorrendo
reacao de aglutinagado do latex. Usa-se como controle negativo e positivo do
teste respectivamente: uma gota de latex ligada com Ig G ndo sensibilizada,
misturada a amostra diluida, a fim de identificar qualquer reacéo inespecifica e
uma gota de latex sensibilizado, misturada ao reagente como controle positivo.
A interpretagdo do teste foi feita observando-se a presenga dos seguintes
padrées de reacdo: resultado negativo, quando nado foi observada aglutinagéo,
indicativo da auséncia de lactoferrina ou resultado positivo para qualquer padrao
de aglutinagao variando de 1+a 4+ sem levar em conta a designagao numeérica
do tipo: 1+ = aglutinacdo fina, definida, com discreto halo leitoso; 2+=
aglutinagao definida, iniciando a formagdo de um anel branco no perimetro do
liquido; 3+= aglutinagdo mais evidente, com anel claro mais pronunciado; e 4+=

aglutinacao intensa, com anel bem evidente.
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3.6.6.3 Detecgcdo de sangue oculto em amostras de fezes através do

Hemoccult®

O teste baseia-se na reac&o do guaiaco. A atividade de peroxidase do
sangue decompde o peroxido de hidrogénio e o oxigénio liberado oxida o

complexo do guaiaco, formando um composto de cor azul.

Para as amostras de cada paciente, com o auxilio de um bastao de
madeira foi colocada uma pequena quantidade de fezes sobre os lados A e B do
cartao teste contendo resina natural de guaiaco fazendo um fino esfregaco. A
seguir foram adicionadas duas gotas do reagente (solugdo aquosa de uma
mistura de menos de 5% de perdxido de hidrogénio e 75% de alcool etilico)
diretamente sobre os esfregagos. O resultado foi lido dentro de 60 segundos. No
verso do cartdo, existiam areas contendo controles positivo e negativo, que
foram usadas para fazer o controle de qualidade do teste. Considerou-se o teste
negativo, quando nao foi observada qualquer mudanga de cor no cartdo teste.

Qualquer trago de azul foi considerado como reagao positiva.

3.6.6.4 Parasitoldgico de fezes direto e concentrado

A metodologia utilizada foi uma modificagdo do Método de Ritchie, ou
seja, a concentracdo de parasitas pelo formol-éter: o éter age como solugao

excretora para gordura e detritos fecais e o formol a 10% age como antisséptico.

Para a identificacdo de cistos, larvas e ovos de parasitas foram
utiizadas amostras de fezes frescas. Apds rotular um tubo base reta,
identificando-o com o nome e numero do paciente, foram adicionados 9 ml de
foRol a 10% e acrescentado 3 colheres de fezes, misturando-se bem. A seguir
foram adicionadas 3 gotas de Triton X-100 a 20% para cada tubo e o conteudo
de cada tubo foi completado até a ultima marca com acetato de etila. O tubo de

base reta foi acoplado, através da tampa adaptavel com filtro a um ao tubo
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cdncavo, seguiu-se agitagcao vigorosa durante 30 segundos. Deixou-se passar
através do filtro, todo o conteudo do tubo de base reta para o tubo céncavo. O
material foi entdo centrifugado durante 5 minutos a 2000 rpm. O sobrenadante
foi desprezado. Com o auxilio de um “swab”, os detritos superficiais da parede
do tubo foram removidos. O sedimento foi colocado novamente em suspensao,
utilizando-se algumas gotas de formol a 10%. Através de uma pipeta Pasteur, foi
colocada uma gota da amostra sobre uma lamina e adicionada uma gota da
solugdo de Lugol. A preparagao foi coberta com uma laminula e examinada ao
microscopio. O método permitiu concentrar cistos de protozoarios, larvas e ovos
de helmintos, exceto os ovos pesados para facilitar a identificagdo. O resultado
foi expresso como: negativo, significando auséncia de parasitas ou como

positivo, sendo nesse caso discriminado o tipo de parasita encontrado.

3.6.6.5 Identificagcdo do Cryptosporidium ssp. pela técnica de coloragéo alcool-

acido ( Ziehl-Neelsen modificado)

Finos esfregagcos de material fecal foram preparados em lamina e
fixados com metanol durante 5 minutos. A seguir foram corados com o corante
primario carbol-fucsina por 1 minuto e logo lavados em agua corrente. Foram
sendo depois descorados com uma mistura de alcool — acido e contra-corados
com azul de metileno. Como os oocistos de Cryptosporidium sdo alcool-acido
resistentes, se estiverem presentes, eles reterdo a cor do corante primario, desta
maneira, se diferenciam do restante do material fecal, que estara com a

coloragao de fundo do contra-corante.

Os oocistos de Cryptosporidium s&o corpos ovais ou arredondados de
cor vermelho-rosa brilhante, medindo 4-6 microns de didmetro, com uma
estrutura interna nitida que os distinguem de outras formas alcool-acidas
encontradas nas fezes. Algumas vezes 0s oocistos podem aparecer vazios com
uma coloragao rosa palido, sendo chamados de “fantasmas”. O resultado da
leitura das laminas foi expresso como negativo ou positivo, conforme a

identificacao dos cistos.
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3.6.6.6 Deteccao de interleucinas IL-1 e IL-8 em amostras de sangue e fezes

através da utilizagdo do Kit de imunoensaio humano IL -13 e IL-8 .

Os kits foram obtidos da Biosource International, Inc. Camarillo, CA-
USA e tem sido usados para a determinagao quantitativa da hIL-13 e hIL-8 in
vitro, no soro humano e outros espécimes biolégicos. O imunoensaio (ELISA)
reconhece a hlIL-1B e hIL-8 natural e recombinante e se constitui num método
imunométrico enzimatico de fase sélida tipo “sandwich”.

Em uma placa apropriada, anticorpos especificos para as interleucinas
foram colocados em cada compartimento individual (pogos) reservando-se a
primeira coluna como controle. A seguir dosagens standards conhecidas de hlL-
18 e solucbes-teste de amostras preparadas de fezes foram pipetadas e
distribuidas sequencialmente em cada pogo. Logo depois 100uL de uma solugao
contendo anticorpos anti hiL-13 (Biotin conjugate) foram acrescentados em
cada poco exceto nos da primeira coluna (vazios) A placa foi agitada
gentilmente e incubada por 2 horas na temperatura ambiente. Apds esse tempo
a solucao aspirada de cada pocgo foi lavada por quatro vezes. Foi adicionado
100uL de Streptavidin-peroxidase (Solugdo de trabalho) em cada poco,
excetuando-se novamente a primeira coluna que serve de controle. A placa foi
agitada gentilmente e novamente incubada durante 30 minutos na temperatura
ambiente. O conteudo de cada poco foi aspirado e lavado por quatro vezes. Foi
adicionado desta vez 100uL de um substrato pronto para uso (Solugdo
Cromogénea Estabilizada), que imediatamente tornou azul a cor da solugao
contida em cada poco. A placa foi mais uma vez incubada durante 25 minutos a
temperatura ambiente, desta vez em ambiente escuro. Finalmente foi adicionado
100uL de Stop Solution a cada pogo. A placa foi gentilmente agitada e a solugao
tornou a modificar sua cor, passando do azul ao amarelo. Apés 2 horas do final
de todos esses procedimentos a placa foi levada para o leitor de absorvancia a
uma densidade otica de 450nm. O resultado da leitura das concentragcbes de

hIL-18 nas amostras testes desconhecidas e nos controles foram plotadas em
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uma curva standard para apreciacdo dos resultados. Considerou-se como
resultado negativo a ndo detecgdo da citocina e positivo qualquer quantidade
detectada na amostra examinada.

O mesmo procedimento foi utilizado para quantificar hIL-1B em
amostras do soro, bem como para quantificar hIL-8 em amostras de soro e
fezes dos pacientes em estudo. Os testes foram realizados pela Dra Maria do
Carmo Pinho no Laboratério da Unidade de Pesquisas Clinicas — IBIMED, UFC
— Fortaleza-CE,

3.6.7 Protocolo de avaliacdo da permeabilidade intestinal (teste da

lactulose /manitol)

Logo apds a coleta de sangue, os pacientes sob jejum matinal,
esvaziaram a bexiga e receberam por via oral, em dose unica, 20 mL de uma
solugdo-teste preparada contendo as formulagdes galénicas de lactulose (250
mg/mL) e manitol (50 mg/mL). As solugbes-teste foram preparadas na dose de
5,0/1,0 grama diluidas em 12,5 mL de agua potavel esterilizada , perfazendo um
volume total de 20 mL , acondicionadas em frasco de vidro de cor ambar tipo 1 x
40 mL e mantidas sob refrigeragao (entre 2 e 8 ° C) até o seu uso.

A solugéo foi preparada no Instituto de Biomedicina (IBIMED), no setor
de Biotecnologia em Fortaleza-CE, dentro dos padrées das GCP (Good Clinical
Practice). A lactulose (Lactulona®) foi adquirida da Luitpold Produtos
Farmacéuticos Ltda, Barueri, SP e o manitol, da Henri Farma Produtos Quimicos
e Farmacéuticos Ltda, Sdo Paulo, SP. A tomada do liquido foi feita sob
observacao direta. Os pacientes foram liberados para o desjejum, apés 1 h da
ingesta da solucao-teste.

O tempo de coleta de urina foi registrado usando um relégio de 24
horas. Durante cinco horas toda a urina produzida foi coletada em recipiente
estéril, apropriado para este tipo de coleta. O volume total da diurese foi

registrado, e a urina foi preparada com Cloroexidina a 20% (antisséptico
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preservativo), na proporcao de 1gota para cada 50 mL de urina. Apds agitagao
vigorosa da mistura, foram retiradas duas aliquotas de 20 mL de cada amostra,
que foram prontamente colocadas em caixa resfriada e enviadas ao Laboratério
do Instituto de Biomedicina (IBIMED) da Unidade de Pesquisas Clinicas — Depto.
de Fisiologia e Farmacologia — Faculdade de Medicina- Universidade Federal do
Ceara (UFC) onde foram estocadas a — 20 ° C e posteriormente analisadas.
Vinte e oito voluntarios sadios utilizados com controles foram
submetidos ao mesmo protocolo clinico para a realizagao do teste de avaliagao

da permeabilidade intestinal.

e Anédlise cromatogréfica : HPLC-PAD

Para a deteccdo e quantificacdo dos agucares na urina foi utilizada a
técnica da cromatografia liquida de alta pressdo com troca anidnica acoplada
com deteccdo amperométrica pulsada (HPLC-PAD). Melibiose adquirida no
Laboratério Sigma (Sigma Chemical Co, St Louis, MO,USA) foi utilizada como
padrdo de analise. Hidoxido de sodio a 50% (v/v) foi utilizado como eluente para
o HPLC-PAD.

As amostras de urina foram diluidas (50 pl para 2.950 ul de agua) e
filtrada por centrifugacao através de uma membrana de acetato de celulose com
espessura de 0,22 pm (Spin —X centrifuge filter Unit , Costar, Cambridge,
MA,USA) e 50 ul foram injetados automaticamente por um processador de
amostras Waters (WISP, modelo 710B Waters Chromatography Division,
Millipore, MA, USA) dentro de um sistema Carbopac MA-1 de coluna de trocas
anibnicas com coluna guarda associada (250 mm X 40 mm) fornecido pela
Dionex Corporation, Sunnyvale, CA,USA, conectado a um sistema analisador
de carboidratos BIOL C HPLC adquirido pela mesma companhia. A elugao foi
feita isocraticamente com 480nM NaOH a um fluxo de 0,4 mL/mim a temperatura
ambiente. Para a detecg¢ao dos agucares foi utilizado um amperométrico pulsado
(PAD-II). A analise dos produtos foi realizada pelo Dionex BioAutolon 450 Data

System adquiridos Junto a Dionex Corporation, Sunnyvale, CA,USA.
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O resultado dos testes obtidos das amostras de urina procedentes dos
pacientes foi comparado aquelas procedentes dos controles. Os testes foram

gentilmente realizados pelo Dr. Manuel Sales no IBIMED-CE

3.6.8 Avaliacdo da biodisponibilidade da rifampicina e da isoniazida

Dezoito pacientes selecionados do grupo de estudo inicial por
estarem em uso de esquema | ou IR - dose total tomaram por via oral, sob
observagao direta do investigador, duas capsulas de rifampicina 300 mg +
isoniazida 200 mg (na dose total de rifampicina 600 mg e isoniazida 400 mg).
Amostras de 8 mL de sangue foram coletadas em tubo heparinizado apos 2
horas da tomada da medicacao para a deteRinagdo da concentracdo maxima
(C Max Tyhs) das drogas antituberculose. O sangue foi centrifugado, o plasma
retirado, sendo os frascos identificados pelas iniciais do paciente e data da
coleta, congelados a —-20° C e posteriormente enviados para analise. As
amostras tinha um volume médio de 500 mcL. O volume foi completado com

soro e analise foi feita com a correcao devida.

As drogas foram dosadas por cromatografia liquida de alta presséo
(HPLC). Os ensaios cromatograficos foram realizados usando um modelo
validado utilizando-se um sistema analisador composto por bomba Waters 510
(Milford, MA) e controlador com valvula solvente seletiva modelo 680, um
autosampler de volume fixo Spectra Physics (San Jose, CA) modelo 8875, um
detector Ultra Violeta modelo Waters 486, sendo os resultados analisados por
HPLC Data Management System (Rainin Dynamax; Woburn, MA). A dosagem
das drogas foi gentiimente executada pelo Dr Charles Peloquin, Pharm.D. no
Infectious Disease Pharmacokinetics Laboratory do National Jewish Medical and
Research Center 1400 Jackson St. Denver, CO USA. Foram considerados
como niveis terapéuticos adequados a dosagem de rifampicina entre 8 e 24

mcg/mL e para a isoniazida entre 3 e 6 mcg/mL, baseados nos estudos
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farmacocinéticos dessas duas drogas amplamente utilizados, correspondente a
Cmax obtida em 2 horas (Peloquin, 1997) .

As drogas antituberculose utilizadas no estudo foram: isoniazida 200
mg + rifampicina 300 mg capsulas do lote n°® 0103022, fabricadas pelo Nucleo de
Pesquisa em Alimentos e Medicamentos (NUPLAN) da Universidade Federal do
Rio Grande do Norte - Natal — RN — Brasil, com data de fabricacdo: marg¢o/2001
e data de validade: margo/2003.

3.7 Esquema Geral do Projeto

Periodo inicial: Selecdo de candidatos ao estudo; Avaliagdo preliminar;

Entrevista com pacientes ; Assinatura do termo de consentimento

Coleta de dados: Avaliacdo Médica, Exame Fisico
DIA 1 e Preenchimento de questionario

Fornecimento de pote para coleta de fezes e escarro*

Coleta de amostras [Tempo Atividade
DIA 2
Coleta de sangue, escarro e fezes*
0 (hs) | Ingestdo da solugéo lactulose - manitol
02 hs Coleta de sangue
0 — 05hs | Coleta de urina
DIAS 1a7 Coleta de escarro e fezes*

* As fezes e o escarro foram colhidas em qualquer dos dias indicados
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3.8 Andlise estatistica

O projeto contou com a assessoria do Laboratério de Estatistica e
Matematica Aplicada da Universidade Federal do Ceara para as etapas de
elaboracdo do desenho, analise e avaliagéo estatistica dos resultados. A analise
dos dados, ap6s entrada dupla processada por técnicos independentes, foi
relizada usando software SPSS version 7.5 for Windows, com analise
suplementar através de outro software (Excel version 4.0; Microsoft; Seattle,
WA). Os resultados foram expressos como média e desvio padrdo. Diferengas
entre 0os grupos ou correlagbes entre os parametros foram consideradas
significantes quando p < 0,05.

Para analise descritiva das variaveis e associagbes em estudo,
apresentados por meio de graficos e tabelas foram utilizados:

- Teste Exato de Fisher para a analise de associacbes de variaveis
dicotdbmicas.

- Teste Kolmogorov-Smirrnov para a verificagdo de Normalidade na
distribuicao de variaveis continuas.

- Teste Mann-Whitney para a comparagao de duas médias de populagdes
independentes, cuja distribuicdo da variavel ndo € Normal.

- Teste Kruskal-Wallis para a comparacdo de trés ou mais meédias de
populagdes independentes, cuja distribuicdo da variavel ndo € Normal.

- Teste t-Student para a comparagdao de duas médias de populagdes
independentes cuja distribuicdo da variavel € Normal.

- Anadlise de variancia para a comparagiao de trés ou mais meédias de

populagdes independentes, cuja distribuicdo da variavel € Normal.

A andlise do Qui-quadrado foi utilizada para comparagédo das proporgdées no
Teste lactulose-manitol.  Diferengas foram consideradas significantes quando

p < 0,05. Os valores encontrados foram expressos como média + desvio padrao.
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4. RESULTADOS
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RESULTADOS

Os laboratérios do Hospital de Maracanau e do LACEN processaram a
maior parte das amostras durante sua rotina. A cooperagao do LACEN com o
Instituto Osvaldo Cruz da Fiocruz-RJ, permitiu a analise biomolecular dos
escarros. O Instituto de Biomedicina (IBIMED) e a Unidade de Pesquisas
Clinicas — Departamento de Fisiologia e Farmacologia da Universidade Federal
do Ceara mantém ha longo tempo convénio com a Universidade de Virginia
EUA, o que garantiu apoio logistico para as analises séricas das drogas

antituberculose.

4.1 Avaliacao Epidemioldgica e Social

Foram estudados 41 pacientes, 30 do sexo masculino com idade
variando dos 18 aos 70 anos e 11 do sexo feminino com idade variando dos 15
aos 76 anos. A idade média + dp do grupo estudado foi de 42,8 + 14,8 anos.

Trinta e dois pacientes (72%) estavam internados na Unidade de
Tisiologia do Hospital de Maracanau, os demais procediam do Ambulatério
daquela Unidade de Saude onde estavam inscritos para tratamento. O
comprometimento do estado geral em 20 pacientes (68%) foi o principal motivo
de internagdo registrado no levantamento dos prontuarios seguindo-se
intercorréncia clinica ndo contornavel em ambulatério em 8 pacientes (25%);
intolerdancia medicamentosa em 3 (9,37%) e motivo social em 1 paciente
(3,12%).

As caracteristicas clinico-sociais dos pacientes estudados estao

apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1- Distribuicdo das caracteristicas clinico-sociais de 41 pacientes
tuberculosos estudados no Hospital de Maracanal no periodo de outubro e

novembro de 2001.

Caracteristica N i %
Renda em salarios-minimos (SM) :
<ou=1SM 36 87,8

>1SM 5 12,2

Grau de instrucao !
Analfabeto 12 29,3

1° grau incompleto 24 58,5

2°grau 5 12,2
Tabagismo

nunca fumou 9 22,5

deixou ha + de 1 ano 6 | 15,0

fuma 25 | 62,5

sem informacéao 1 !

Uso de bebida alcodlica

nunca usou 9 22,0
deixou ha + de 1 ano 9 22,0
bebe de alguma forma 12 29,2

bebe muito 1 26,8

Uso de drogas ilicitas

nunca usou 37 97,3
usuario 1 2,7
sem informacao 3

N° de tratamentos .
1° tratamento 22 55,0

2° ou + tratamentos 19 | 45,0

Esquema de tratamento
83,0
17,0

Esquema l ou I-R 34

outros esquemas 7
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4.2 Avaliacao Nutricional

O peso médio * dp do grupo foi igual a 47,49 + 10,54 kg, a altura + dp
1,60 £ 0,08 metros e o IMC = dp 18,22 £ 3,21 Kg/mz. Os pacientes masculinos
tiveram peso médio de 49,51 kg, a estatura 1,63 m e a média do IMC foi igual a
18,34. Nas pacientes do sexo feminino o peso médio foi de 41,97 kg, a estatura
média foi aferida em 1,52 m e a média do IMC foi de 17,87 Kg/m?.

Na avaliacdo do estado nutricional utilizando-se o indice de massa
corporea (IMC), vinte e quatro pacientes (58,5%) foram considerados
desnutridos pelo IMC<18,5 Kg/m?, sendo nove (22%) destes incluidos no grupo
dos severamente desnutridos (IMC<16 Kg/m?). Dezessete pacientes, ou seja,

41,5% foram considerados nutridos (Fig.1).

Figura 1. Distribuic&o dos pacientes segundo a
avaliacao nutricional pelo IMC (n =41)

Onutrido

Edesnutrido

58,5%

Osev. desnutrido

41,5%

-36,5%

-22,0%
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Parametros laboratoriais tais como dosagem de albumina sérica,
dosagem de hemoglobina, contagem de linfécitos totais por mm?® foram dosados
embora nao tenham sido utilizados para a avaliagao nutricional nem para o
estudo de associagao. A dosagem de albumina sérica em 27 pacientes (57,5%)
ficou entre 3,5 e 5,0g/dL, valores considerados normais, enquanto que em 17
(42,5%) pacientes os valores estavam abaixo de 3,5g/dL considerado como
hipoalbuminemia. Dos parametros laboratoriais avaliados destacamos a grande
variagao (85,4%) no tamanho, forma ou cor das hemacias evidenciadas neste

grupo de pacientes com tuberculose (Tabela 2).

Tabela 2- Distribuicdo dos pacientes com tuberculose pulmonar do
Hospital de Maracanau avaliados no periodo outubro e novembro de 2001,

em funcéo de altera¢fes vistas nas hemacias.

Pacientes
Resultado
n %
Hemacias normais 6 14,6
Hemacias alteradas em tamanho forma ou
cor 35 . 854
Total 41 . 100,0
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4.3 Avaliacéo Biol6gica do M. tuberculosis

Dos 36 pacientes que forneceram escarro, em 20 amostras (55,5%) foi
observado crescimento do M. tuberculosis, em 13 amostras (31,1%) ndo se
observou crescimento do bacilo, sendo portanto consideradas negativas e em 3
amostras (8,4%) ocorreu contaminacdo da cultura tornando invalida a sua
leitura.

Quanto ao perfil de resisténcia do M. tuberculosis as drogas
antituberculose em cultura de escarro, observamos 4/20 (20.0%) pacientes com
cepas multirresistentes (3 a R + H e 1 a todas as drogas testadas
R+H+E+S+Z+Eth) e 2/20 (10.0%) com cepa monorresistentes a H. Quatorze
amostras de 14/ 20 (70.0%) pacientes foram consideradas com M. tuberculosis
sensiveis as drogas testadas. Dos 6 pacientes com M. tuberculosis resistentes,

apenas 1 era ambulatorial e apresentava monorresistencia a isoniazida.

Figura 2. Perfil de sensibilidade do M.
tuberculosis em cultura de escarro (n= 20)

10%

20% \
l/

sensivel ®Tb MDR resistente INH

70%
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Das cepas de M. tuberculosis cultivadas em 19/20 das amostras
clinicas positivas, conseguiu-se realizar tipagem molecular utilizando-se a
sequéncia de inser¢cdo 6110-RFLP. Observando-se na Figura 3 a ordem
esquerda-direita dos dados de 19 preparacdes de DNA extraidos de cultura de
amostras clinicas dos pacientes, aplicadas em membrana para analise do
tamanho do fragmento de restricdo (RFLP) para a identificagdo das cepas de M.
tuberculosis, notou-se que duas amostras formaram "clusters", ou seja,

apresentaram perfis idénticos: n° 13 (paciente R.N.F) e n® 16 (paciente A F.P).

Figura 3. Perfis genéticos obtidos por tipagem molecular utilizando a
técnica de IS6110-RFLP a partir de culturas de M. tuberculosis obtidos de

escarro de pacientes do Hospital de Maracanal no periodo outubro e

novembro de 2001.

Foto: gentilmente cedida pela Dra Fatima Fandinho — Instituto Osvaldo Cruz -RJ



4.4 Avaliacao de Parametros Inflamatoérios Intestinais

108

A avaliacdo dos parametros inflamatdrios intestinais realizada através

de diferentes tipos de exames de fezes mostrou a distribuicdo exposta na

Tabela 3.

Do grupo de 41 pacientes examinados, somente um ndo conseguiu

fornecer material para o exame de fezes. A coleta de fezes acusou portanto,

uma eficiéncia de 97,5% (40/41). Dos pacientes que forneceram material,

apenas a pesquisa de lactoferrina, ndo pode ser realizada em todas as

amostras.

Tabela 3. Distribuicdo dos pacientes com tuberculose pulmonar do

Hospital de Maracanad em funcdo do resultado de parametros

inflamatorios

intestinais nos exames de fezes

periodo outubro e novembro de 2001.

realizados no

Ovos e
parasitas o
Gordura fecal| Lactoferrina [Sangue oculto ] Cryptosporidium
direto e
Resultado
concentrado
n i % n i % n i % n i % n %
negativo 40{100,0| 28| 80,0| 40:100,0| 36/ 90,0 40| 1000}
positivo 71 200 4} 100
Total 40{100,0| 35/100,0{ 40;100,0| 40:100,0( 40| 1000}

Através da visualizagdo da Tabela 3 nota-se que em 20,0% (7) dos

pacientes observados conseguiu-se detectar a presenga de lactoferrina; em

10,0% (4) apresentou-se positividade na pesquisa direta e concentrada de ovos
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e parasitas. Dos parasitas encontrados registramos a presenga de
Strongyloides stercoralis (1); Ascaris lumbricoides (1); E. coli (1) e Ancylostoma
duodenale (1). Nos exames para detecgdo de gordura fecal, pesquisa de
sangue oculto e pesquisa de Cryptosporidium observou-se 100,0% dos
resultados negativos.

Outra forma de avaliagdo dos parametros inflamatdrios intestinais foi
feita através da dosagem de citocinas pro-inflamatorias. Em relagdo a dosagem
de IL-1 e IL-8 no sangue e nas fezes, tivemos em cada série apenas um
paciente que ndo conseguiu forneceu fezes para exame e outro onde nao foi
possivel a dosagem sérica. Dos exames realizados podemos observar a

distribuicdo dos resultados na Tabela 4 abaixo.

Tabela 4. Distribuicdo dos pacientes com tuberculose pulmonar do
Hospital de Maracanald em funcdo da deteccdo de citocinas pro-
inflamatorias (IL-1 e IL-8) em amostras de sangue e fezes coletadas no

periodo de outubro e novembro de 2001.

IL-1(pg/mL) - sangue | IL-1 (pg/mL) - fezes |IL- 8(pg/mL) - sangue| IL - 8 (pg/mL) - fezes
Resultado . . , ,
n % n % n % n %
Negativo 40 100,0 22 55,0 5 | 125 34 85,0
Positivo 18 | 450 35 87,5 6 | 150
Total 40 100,0 40 100,0 40 100,0 40 100,0

4.5 Avaliacao da Biodisponibilidade Drogas Antituberculose

mcg/mL)

Considerando os niveis terapéuticos da R (8-24 mcg/mL) e da H (3-6

biodisponibilidade das

no grupo de

drogas

18 pacientes selecionados para avaliagdo da

antituberculose,

observamos

que as

concentragdes séricas 2 horas da rifampicina (CRM2h) e concentragdes séricas

2 horas da

isoniazida (CINH2h) em 16/18 (88,8%) pacientes nao atingiram



110

niveis séricos adequados (Figura 6). 8/18 (44,4%) pacientes ndo alcangaram
niveis séricos para ambas as drogas simultaneamente.

Na analise das drogas isoladas verificamos que em 12/18 (66,7%)
pacientes, a CRM2h nao alcangou o nivel sérico minimo (Figura 4). e 13/18
(72,2%) a CINH2h também foi reduzida (Figura 5).

A concentragcdo sérica média da rifampicina foi 6,47 mcg/mL e a
concentrag&o sérica média da isoniazida foi de 2,17 mcg/mL.

Figura 4. Distribuicdo dos niveis séricos da rifampicina ap6s 2 horas da
tomada em jejum de 600 mg da droga em 18 pacientes com tuberculose
pulmonar ativa do Hospital de Maracanau no periodo outubro e novembro
de 2001 -

35
30 -

25

20 [
15 -

10 - ®

nivel sérico da rifampicina ( mcg/mL)

o og0 o
%%
pacientes
Tabela 5. Distribuicdo dos pacientes com tuberculose pulmonar do Hospital

de Maracanau de acordo com o nivel terapéutico alcancado pela rifampicina
apo6s 2 horas datomada de 600 mg da droga em jejum.
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. - N° de
Nivel sérico da R !
pacientes | %
sub terapéutico ( < 8 mcg/ml) 12 66,7
terapéutico ( = 8<; =<24 mcg/ml ) 6 33,3
Total 18 | 100,0

Figura 5. Distribuicdo dos niveis séricos da isoniazida apds 2 horas da
tomada em jejum de 400 mg da droga em 18 pacientes com tuberculose
pulmonar ativa do Hospital de Maracanau no periodo outubro e novembro
de 2001

@)
!

N W
|
|®
[ ]

nivel sérico de isoniazida
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Tabela 6- Distribuicdo dos pacientes com tuberculose pulmonar do Hospital

de Maracanau de Tabela acordo com o nivel terapéutico alcancado pela

isoniazida ap6s 2 horas datomada de 400 mg da droga em jejum.

Nivel sérico da H

N° pacientes

%

sub terapéutico (< 3 mcg/ml) 13 72,2
terapéutico (= 3 <; =<6 mcg/ml) 5 27,8
Total 18 | 100,0
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Figura 6 . Distribuicdo dos pacientes quanto ao
alcance do nivel terapéutico das drogas
antituberculose, rifampicina e isoniazida (n=18)
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Figura 7 . Distribuicdo dos pacientes quanto a
reducdo dos niveis terapéuticos as drogas
antituberculose, rifampicina e isoniazida (n=18)
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A certificacdo da qualidade das drogas antituberculose utilizadas nesse

estudo foi feita pelo Nucleo de Pesquisa em Alimentos e Medicamentos
(NUPLAN) da Universidade Federal do Rio Grande do Norte - Natal — RN —

Brasil (Tabela 7).

Tabela 7. Laudo de andlise de céapsulas de rifampicina 300mg associada a
iIsoniazida 200 mg do Lote 0103022, realizado pelo NUPLAN, emitido em

30/05/2002.
Caracteristicas Fisico-Quimicas

Teste Resultado Especificacao
Descrigcéo P6 vermelho, uniforme, livre de

Passa - teste substancias estranhas, capsula

gelatinosa n° 0 vinho/ vinho

Teste Resultado Especificacao
Peso médio 539,68 mg 499,20 a 580,15 mg
Dureza - -
Desintegracéo 4 min Max 30 min
Dissolugao - -
Friabilidade - -
Umidade - -

Controle Fisico-Quimico

Identificacéo

Farmaco Resultado Especificacao
Isoniazida

Rifampicina Passa - teste Positiva
Doseamento

Farmaco Resultado Especificacao
Isoniazida 96,48% 90 a 110%
Rifampicina 100,68% 90a 130 %
Uniformidade de conteudo

Farmaco Resultado Especificacao
Isoniazida 95,39% 85a115%
Rifampicina 99,54% 85a115%
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4.6 Avaliacao da Permeabilidade Intestinal

O teste da lactulose / manitol para a avaliagdo da permeabilidade
intestinal foi realizado em 41 pacientes e em 28 voluntarios sadios. Nenhum
efeito colateral decorrente da ingestdo da solugao oral foi observado nos dois
grupos estudados. Somente um paciente nao conseguiu fornecer material
(urina) para exame e por isso foi excluido.

Dos resultados obtidos tivemos 18 pacientes com valores de lactulose
nao detectados pelo HPLC sendo considerados igual a zero. A ndo detecgdo da
lactulose nesse teste ja foi relatada por outros autores, em pequeno numero de
pacientes de varias séries de investigagédo (Lima et al., 1997) e em todos esses
testes foram excluidos. Nao se tem uma explicacéo clara sobre esse resultado.

Por considerarmos dado expressivo (18/40) nesse trabalho,
decidimos inicialmente avaliar os fatores que poderiam estar associados com a
presenca do evento Lactulose = Zero.

Os resultados encontrados foram: sexo (p=1,000); renda (p=0,6419);
escolaridade (p=0,3154); uso de bebida alcodlica (p=1,000); uso de fumo (p=
0,4648); grau de nutricao (p=0,8771); n° de tratamentos (p=0,7605); baciloscopia
de escarro positiva (p= 0,5031); concentracdo sérica de R em nivel
subterapéutico (p=0,3156); concentracdo sérica de H em nivel subterapéutico
(p=1,000); deteccao de lactoferrina (p= 0,6722); detec¢cdo de ovos e parasitas
nas fezes (p= 0,2348); deteccao de alteragdes de forma, tamanho ou cor de
hemacias (p=1,000); deteccao de IL-1 sangue (p=1,000); IL-1 fezes (p=0,0534);
IL-8 sangue (p=0,3810); IL-8 fezes (p= 0,6419). Dos parédmetros analisados

apenas a dosagem de IL-1 nas fezes sugere alguma associagao (Tabela 8).
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Tabela 8 - Distribuicdo dos pacientes, segundo a excrecao
urinaria de Lactulose, em funcdo da deteccdo de IL-

1(pg/mL) nas fezes

Lactulose (L) =0
Total

IL-1(pg/mL) nas fezes nao sim

n Y% n Y% n Y%
Negativo 16 72,7 6 33,4 22 55,0
Positivo 6 273 |12 66,6 |18 45,0
Total 22 1100,0 18 1100,0 40 1100,0

Teste Exato de Fisher p=0,0534

Pela tabela 8 em funcdo da lactulose observamos que em seis dos
pacientes (27,3%) do grupo cuja lactulose > 0 foi detectado IL-1(pg/mL) nas
fezes enquanto que no grupo de pacientes cuja lactulose=0, o percentual de
pacientes com IL-1(pg/mL) nas fezes foi de 66,6%. Devido ao tamanho da
amostra considerando um nivel de significancia do teste superior a 5%, por
exemplo 6%, entdo se poderia observar a existéncia de associagao ( p= 0,0534)
entre a lactulose = 0 e a detecgdo de IL-1(pg/mL) nas fezes onde, no grupo de
pacientes com lactulose = 0 observa-se um maior percentual de pacientes com
IL-1(pg/mL) nas fezes do que no grupo de pacientes com lactulose > O.
Estatisticamente contudo, segundo os dados observados, nada nos leva a crer
que exista de fato associagdo entre a IL-1(pg/mL) nas fezes e o valor da
lactulose =0 e > 0 (p= 0,0534) ao nivel de significancia de 5%.

Baseando nas analises anteriores consideramos que nenhum dos
parametros mostrou qualquer associagdo com o resultado lactulose zero,
quando consideramos o nivel de significAncia de 5%, portanto os dois grupos
nao apresentaram diferengas significativas que justifique estudos separados.
Daqui por diante toda a analise sera feita no grupo de 22 pacientes com
lactulose detectavel na urina (lactulose > Zero).

Quanto ao manitol a analise sera feita no total dos 40 pacientes que

realizaram o teste.
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O quadro descritivo dos valores da excre¢do urinaria do manitol, da

lactulose e da relagédo lactulose / manitol encontrados no grupo de pacientes

com TB e nos voluntéarios sadios (controles) sdo apresentados abaixo (Tabela

9).

Tabela 9. Valores descritivos da taxa de excrecado urinaria do manitol, da

lactulose, e da relacdo lactulose / manitol no grupo de pacientes com

tuberculose e no grupo controle.

manitol (M) lactulose (L) lactulose / manitol (L/M)
Grupo controle{ com TB{ Total |controle;com TB: Total |controleicomTB: Total
N 28 | 40 | 68 28 | 22 | 50 28 | 22 | 50
média 2014 | 952 | 1389 | 052 | 059 | 0,55 |0,0290 | 0,0504 | 0,0384
Desvio padréo| 10,84 | 570 | 969 | 047 | 179 | 1,22 |0,0205 | 0,1072 | 0,0726
minimo 215 | 052 | 052 | 006 | 003 | 0,03 |0,0023 0,0075  0,0023
mediana 1815 | 967 | 1286 | 039 | 013 | 032 | 00225 00177 | 0,0209
maximo 57,73 | 2291 | 57,73 | 209 . 856 | 856 | 00754 | 0,5138 | 05138

Dado que a distribuicdo desses parametros nao € Normal, usamos o teste

de Mann-Whitney para comparar os grupos com TB e grupo controle para cada

uma das variaveis manitol (M), lactulose (L) e lactulose / manitol (L/M).
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Figura 8. Valor médio (+ dp) da taxa de excrec¢do urinaria do manitol em
func&o do grupo de pacientes com e sem tuberculose (controle).

35 -
(p <0,001)
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N N
o (é)]
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10

sem TB (n=28) com TB (n=40)

Existe diferenca significativa, p < 0,001, entre os grupos com e sem TB
para variavel manitol sendo que, o valor médio da taxa de excre¢ao do manitol,
no grupo controle sem TB ( 20,14) é superior ao do grupo com TB (9,52) ( Figura
8).

Figura 9. Valor médio (+dp) da taxa de excrecédo urinaria da lactulose em
funcédo do grupo de pacientes com e sem Tuberculose ( controle).

(p =0,034)

2,5
2,0 4
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0,0 -
sem TB (n=28) com TB (n=22)
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Existe diferencga significativa, p < 0,0034, entre os grupos com e sem TB
para variavel lactulose sendo que, o valor médio da lactulose, no grupo com TB (
0,59) € superior ao do grupo controle sem TB (0,52) (Figura 9).

Figura 10. Valor médio (+ dp) da relacdo da taxa de excrecao urinaria
lactulose / manitol em funcéo do grupo de pacientes com e sem

tuberculose ( controle).

(p =0,5064)

0,2
0,2
0,1 -
—~ 0,1 1
0,1 -
0,1 -

0,0 1 ]-

0,0 1

média (+ DP

0,0

sem TB (n=28) com TB (n=22)

De acordo com os dados observados, nada nos leva a crer que existe
diferenca significativa, p= 0,5064, entre os grupos com e sem TB para variavel
relagao lactulose / manitol embora tenha-se que, o valor médio dessa relagao no
grupo com TB seja igual a 0,0504 e no grupo controle sem TB igual a 0,0290 (
Figura 10).

Em resumo observamos que a taxa de excreg¢ao urinaria de manitol
(média + dp) foi significativamente menor p<0,001 nos pacientes (9,52 + 5,70)
(erro padrao= 0,90) que nos controles (20,14 + 10,84) (erro padrdao= 2,04). A
excrecdo de lactulose foi significantemente aumentada p < 0,05 nos pacientes
(0,59 + 1,79) (erro padrao= 0,381) em relagao aos controles (0,52 + 0,47) (erro

padrdao= 0,089) e a razdo L/M aumentou de forma consistente, porém nao
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significativa p > 0,05 nos pacientes (0,05 + 0,10) (erro padrao= 0,0229) quando
comparada ao grupo controle (0,02 + 0,02) (erro padrdao= 0,004).

4.7 Associagcao entre os Parametros

Os estudos de associagdo foram feitos entre alguns parametros do

estudo.

4.7.1 Estado nutricional versus parametros sociais

Pela tabela 10 em funcéo da renda nao foram observadas diferengas

significativas entre os dois grupos, pacientes nutridos e desnutridos.

Tabela 10- Distribuicdo dos pacientes quanto ao estado nutricional

em funcdo da renda em salarios- minimos (SM)

Renda (em SM)
Grau de nutrigao No maximo 1 Mais de 1
n % n %
Desnutrido 23 63,9 1 20,0
Nutrido 13 | 36,1 4 | 800
Total 36 : 100,0 5 100,0

Razao de verosimilhanga = 0,105

No grupo de pacientes cuja renda foi =< 1 SM verificamos que a maior
parte, ou seja 13 pacientes, correspondendo a 63,9% estavam desnutridos
enquanto, no grupo de pacientes cuja renda foi > 1 SM apenas um (1)
correspondendo a 20% estavam desnutridos, a maior parte deles, 4 pacientes ou

80,0% foram considerados como nutridos.
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Pela tabela 11 em fun¢do do uso de bebida alcodlica, segundo os dados

observados, nada nos leva a crer que existam diferengas entre os dois grupos.

Tabela 11- Distribuicdo dos pacientes quanto ao estado nutricional

em funcdo do uso de bebida alcodlica

Faz ou fez uso de bebida alcodlica
Grau de nutricao Nao Sim
noi % n i %
Desnutrido 3 1 333 21 1 656
Nutrido 6 66,7 11 34,4
Total 9 | 100,0 32 | 1000
Razéao de verosimilhanga = 0,221

No grupo de pacientes que nunca fizeram uso de bebida alcodlica (9)
observou-se 66,7% de pacientes nutridos, enquanto que no grupo de pacientes
que fazem ou fizeram uso de bebida alcodlica (32) observou-se que a maior

parte, 21 pacientes correspondendo a 65,6 foi considerado desnutrido.

Quanto a distribuicdo dos pacientes de acordo com o grau de nutricdo
em funcdo dos valores de excregdo urinaria de manitol, segundo os dados

obtidos nao foi observada qualquer relagédo associativa entre os dois parametros.

Tabela 12. Valores descritivos da taxa de excrecdo urinaria do manitol

nos diferentes graus de nutricao

Grau de nutrigdo n |média |[Desvio padrdojminimojmedianajmaximo
desnutricdo leve 15 110,46 | 5,95 1 0,70 1 10,24 | 22,91
desnutricgo severa | 8 (1048} 633 | 1,60 | 12,11 | 16,96
n&o ¢ desnutrido 17 1824 527 {052 876 | 17,88
Total 40 | 9,52 5,70 0,52 | 9,66 | 22,91
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Nas tabelas abaixo observamos o resultado da analise de associagao da

deteccédo de citocinas pro-inflamatérias no sangue e nas fezes e da detecgéo de

lactoferrina nas fezes,

exame de fezes.

em funcdo da identificacdo de ovos e parasitas no

Tabela 13. Distribuicdo de pacientes segundo a deteccdo de IL-

8(pg/mL) — sangue em funcdo da presenca de ovos e parasitas nas

fezes.

de ovos e parasitas concentrado

IL- 8(pg/mL) - sangue Ausente presente

n o % n %
Ausente 5 13,8 :
presente 31 86,2 4 100,0
Total 36 | 100,0 4 | 1000

No grupo de pacientes com auséncia de ovos e parasitas nas fezes

(36) 86,2% foram detectados niveis de IL-8 no sangue, enquanto que no grupo

onde se identificou a presenga de ovos e parasitas nas fezes (4) em nenhum foi

detectado niveis séricos de IL-8 (Tabela 13).

Tabela 14. Distribuicéo de pacientes segundo a deteccéao de IL-

8(pg/mL) nas fezes em funcédo da presenca de ovos e parasitas nas

fezes

de ovos e parasitas concentrado

IL- 8(pg/mL) - fezes Ausente presente

n % n %
Ausente 30 | 833 4 | 1000
presente 6 16,7
Total 36 100,0 4 100,0




123

No grupo de pacientes com auséncia de ovos e parasitas nas fezes
(36) apenas em 16,7% foram detectados niveis de IL-8 nas fezes, enquanto que
no grupo onde foram identificados ovos e parasitas nas fezes (4) em nenhum foi

feita a deteccao de IL-8 nas fezes (Tabela 14).

Tabela 15. Distribuicdo de pacientes segundo a deteccdo de IL-
1(pg/mL) nas fezes em funcéo da presencga de ovos e parasitas nas

fezes

de ovos e parasitas concentrado
IL-1(pg/mL) - fezes Ausente presente

n + % n b %
Ausents 18 | 500 2 1000
presente 18 50,0
Total 36 1100,0 4 1 100,0

No grupo de pacientes com auséncia de ovos e parasitas nas fezes
(36) a metade deles 50% foi feita a deteccdo de niveis de IL-1 nas fezes,
enquanto que no grupo de pacientes onde foi feita a identificacdo de ovos e
parasitas nas fezes (4) em nenhum foi feita a detec¢cdo de IL-1 nas fezes (
Tabela 15).

Tabela 16. Distribuicdo de pacientes segundo a deteccéo de
lactoferrina nas fezes em funcado da presenca de ovos e parasitas

nas fezes

de ovos e parasitas concentrado

Lactoferrina Ausente presente
n i % n | %
negativa 27 | 87,1 3 | 750
positiva 4 12,9 1 25,0
Total 31| 1000 4 | 100,0
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No grupo de pacientes com auséncia de ovos e parasitas nas fezes
(35) 87,1 % nao se detectou lactoferrina nas fezes, enquanto que no grupo em
que foi feita a identificagdo de ovos e parasitas nas fezes (4) 75,0% também nao

se detectou lactoferrina nas fezes (Tabela 16).

4.7.3 Permeabilidade intestinal versus biodisponibilidade de drogas

Quanto a andlise de associagao entre a taxa de excregdo urinaria de
manitol, de lactulose e da relagao lactulose / manitol e as concentracdes séricas

das drogas antituberculose observamos os seguintes resultados :

A) Para a rifampicina (R)

Segundo os dados observados, nada nos leva a crer que exista
diferenca significativa, entre a concentracdo sérica da rifampicina em niveis
terapéuticos ou abaixo dele para as variaveis manitol (p=0,5741), lactulose
(p=0,1359) e lactulose / manitol (p=0,1101) considerando-se o nivel de

significancia estatistica de 5% (Tabela 17).

Tabela 17. Valores descritivos do manitol, da lactulose, e da relacéo

lactulose / manitol em fungcdo da concentragédo sérica da rifampicina

Manitol (M) Lactulose (L) Lactulose / manitol (L/M)
sub terapéutico: terapéutico sub terapéutico: terapéutico sub terapéutico: terapéutico
Gru po ' i Total ' ¢ Total ' i Total
(<8cg/ml) (>=8mcg/ml) (<8cg/ml) (>=8mcg/ml) (< 8cg/ml) (>=8mcg/ml )
N 12 | 6 18 6 i 1 7 5 | 2 1 7
Média 8,7610 10,8384 9,4534 0,2998 0,1393 50,2769 0,0434 0,0219 50,0372
Desvio padréo| 4,8562 6,9543 5,6226 0,1565 50,1 5562 0,0496 0,0205 50,0426
Minimo 0,5238 1,8949 50,5238 0,1082 0,1393 50,1082 0,0112 0,0075 50,0075
Mediana 8,3003 11,1673 9,3711 0,3070 50,2498 0,0244 0,0219 50,0244
Maximo 16,9648 18,6836 518,6836 0,5170 0,1393 50,5170 0,1304 0,0364 50,1304
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Figura 11. Valor médio (+ dp) da taxa de excregéo urinaria do manitol no

grupo de pacientes classificados segundo a concentracédo séricadaR

20 -
(p =0,5741)

18 - -
16

média (+ DP)
® o o =

sub terapeutico(< 8 mcg/ml) (n=12) terapeutico (>= 8mcg/ml ) (n=6)

B) Em relagéo aisoniazida (H)

Segundo os dados observados, nada nos leva a crer que exista diferenca
significativa, entre a concentragao sérica da isoniazida em niveis terapéuticos ou
abaixo dele para as variaveis manitol (p=0,5877), lactulose (p=0,8664) e
lactulose / manitol (p=0,9553) considerando-se o nivel de significancia estatistica
de 5%.
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Tabela 18. Valores descritivos da taxa de excrecdo urinaria do manitol, da

lactulose, e da relacdo lactulose / manitol em func&o da concentragéo

sérica da isoniazida

manitol (M) lactulose (L) lactulose / manitol (L/M)
Grupo sub terapéutico;terapéutico; Total |sub terapéutico;terapéutico; Total |sub terapéutico;terapéutico; Total
N 13 5 18 5 2 7 5 2 7
Média 8,9348 10,8019 ;9,4534 0,2564 0,3282 ;0,2769 0,0434 0,0219 ;0,0372
Desvio padréo| 5,6378 5,6784 5,5226 0,1284 0,2670 50,1552 0,0496 0,0205 50,0426
Minimo 0,5238 5,3826 50,5238 0,1082 0,1393 50,1082 0,0112 0,0075 50,0075
Mediana 9,4338 9,3084 59,3711 0,2498 50,3282 50,2498 0,0244 ,0219 50,0244
Maximo 17,8796 18,6836 518,6836 0,4047 0,5170 50,5170 0,1304 0,0364 50,1304

Figura 12. Valor médio (+ dp) da taxa de excre¢do urinaria do manitol no

grupo de pacientes classificados segundo a concentracédo sérica da H.

média (+ DP)

sub terapeutico (< 3 mcg/ml)

(p =0,5877)

terapeutico (3 < ; =< 6)
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5. DISCUSSAOQO
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Numerosos estudos tém sido realizados tanto em doencas
gastrointestinais quanto em outras sem aparente relagdo com o trato digestivo
desde que o conceito de permeabilidade intestinal foi introduzido.

Alteragbes da permeabilidade intestinal em patologias n&do digestivas
como na Asma bronquica, no Eczema atdpico nas quais se acredita que o
aumento da permeabilidade intestinal a macromoléculas possa ser capaz de
desencadear ou manter a doenga ao permitir a passagem de antigenos luminais
para o interior do organismo tem sido cada vez mais descrito. E perfeitamente
valido imaginar que o aumento da permeabilidade intestinal seja em alguns
casos origem e em outros, consequéncia da doenga ou circunstancia a ela
associada.

As variagdes fisioldgicas e a fisiopatologia das altera¢des nas diversas
condigdes clinicas sdo um campo ainda pouco explorado. O comportamento da
permeabilidade intestinal na tuberculose pulmonar é um tema instigante, pela
possivel repercussao que alteragdes dessa ordem possam ter na absor¢ao de

drogas e no surgimento da resisténcia do M. tuberculosis.

Sabe-se que, area absortiva da mucosa intestinal pode ser alterada por
estimulos citotoxicos diretos que podem determinar morte ou extrusao celular,
bem como reducgdo na altura ou atrofia das vilosidades intestinais. Variagbes na
velocidade peristaltica intestinal, por sua vez, tém também efeito direto na
absorcdo das diversas substancias pela mucosa, pois determinam aumento ou
reducdo no seu tempo de permanéncia na luz intestinal, variando
consequentemente a chance de contato da substéncia com a superficie mucosa.
Entretanto, os mecanismos fisiologicos envolvidos na regulagdo da
permeabilidade intestinal sdo pouco conhecidos, bem como os mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos nas diferentes situagdes clinicas.

Em muitas doengas intestinais e sistémicas as alteragbes da
permeabilidade intestinal, expressdo do dano na barreira intestinal, tém sido

relacionadas com alteragdes das juncgdes intercelulares. As células do epitélio
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intestinal, voltadas para a luz intestinal, sao ligadas na sua porgao apical, em
seus bordos laterais, por uma série de estruturas bastante complexas, as
chamadas jungdes intercelulares também denominadas por “zonulas adherens*
ou zbnulas de adesao (ZA) e “zénula ocludens” ou zbnula de oclusado (ZO). As
ZA sao responsaveis pela adesao e pela polaridade das células. As zbénulas de
oclusdo ou “tight junctions” (TJ) sao estruturas formadas por fibras protéicas e
espacos intercelulares estreitos e tortuosos, que formam canais de passagens
de moléculas de peso superior a 180 Daltons. Estas zbénulas exercem um
importante papel na regulagdo na difusdo transepitelial de moléculas. Essas
regides sdo areas altamente dindmicas, cuja permeabilidade (via paracelular)
pode variar em resposta a estimulos intracelulares ou do meio externo.

A estrutura das zbOnulas de oclusdo € regulada por moléculas
sinalizadoras intracelulares como AMPc (adenosina monofosfato ciclico), Ca++,
as quais aumentam a resisténcia, reduzindo a permeabilidade e a proteina
cinase C, que quando ativada por varias substancias, acaba por diminuir a
resisténcia nas zonas de oclusdo, aumentando a permeabilidade intestinal nessa
regiao (Mullin & O’Brien, 1986). Outras moléculas como a proteina G, a
fosfolipase A2 e C, também tém sido implicadas nessa regulacédo (Gasbarrini &
Montalto,1999).

Diversos fatores como citocina IL-15, IL-2 (Nishiyama et al., 2001),
toxinas bacterianas, horménios e drogas podem funcionar como gatilhos na
regulacdo das zoOnulas de oclusdo da barreira epitelial (Gasbarrini & Montalto,
1999).

Em interessante estudo sobre a permeabilidade intestinal conduzido
por Welsh et al. (1998) em pacientes com ictericia colestatica, foi observado um
aumento reversivel da permeabilidade intestinal, avaliado pelo teste de lactulose
manitol, associado com a ativagdo imune do tecido linféide (GALT) e dos
enterocitos. Cinco semanas apds drenagem biliar nova medida da
permeabilidade intestinal revelou volta aos valores normais, sugerindo a ativagao

imunoldgica como um dos fatores de regulagao da permeabilidade.

Em outro estudo realizado em pacientes desnutridos, os mesmos
autores, Welsh et al. (1998) demonstraram novamente a ativagcdo de células

mononucleares da lamina propria e de enterdcitos, associada a aumento da
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permeabilidade intestinal, medida através do teste da lactulose / manitol,
propondo haver uma inter-relagao desses dois fatos.

O aumento da permeabilidade da barreira mucosa intestinal pode
permitir que um numero exagerado de toxinas e antigenos caia na corrente
sanguinea e produzam sensibilizagdo do sistema imune ou doenga nos
individuos. A diminuigdo da permeabilidade, por outro lado, parece ser uma
causa importante de mal-absorcdo de nutrientes ou carboidratos especificos,
gordura e micro-nutrientes, o que estaria relacionado com a desnutri¢cdo, retardo
no crescimento e varias outras consequéncias clinicas.

A absorgdo de drogas segue a mesma logica da absorgdo de
nutrientes, portanto alteragdes da permeabilidade intestinal tém consequéncia
direta na absor¢cdo de drogas levando a efeitos terapéuticos e tratamentos
inadequados, quer por alcangar niveis subterapéuticos ou pela potencial

toxicidade que os diversos farmacos podem determinar.

No caso do tratamento da tuberculose a garantia de concentragdes
séricas adequadas é fundamental, ndo apenas para o sucesso terapéutico do
caso individual, mas principalmente devido a possibilidade de selecdo e de

disseminacao de mutantes resistentes as drogas antituberculose.

5.1 Avaliacdo da Permeabilidade Intestinal e da Area Absortiva

O estudo da permeabilidade intestinal e da capacidade absortiva, € a
relacdo que esses parametros tem com a biodisponibilidade de drogas, tém
suscitado a investigagao de muitos pesquisadores.

A pesquisa de substancias redutoras nas fezes tem sido utilizada ha
longo tempo como um marcador grosseiro da redugédo da capacidade absortiva
da mucosa intestinal, fornecendo poucas informagdes sobre possiveis alteracdes
dos mecanismos fisiopatoldgicos envolvidos na regulagdo da permeabilidade

intestinal.
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A presenca de substancias redutoras nas fezes representa um indicador indireto
de lesdo nao especifica da mucosa intestinal ou de deficiéncia congénita de
dissacaridases intestinais (lactase e sacarase), capaz de reduzir sua capacidade

absortiva.

Pacientes com doenga celiaca devido a dissacariduria que
apresentam, serviram de base para o estudo mais apurado das alteracdes da
permeabilidade intestinal (Gryboski et al., 1963). Varios métodos n&o invasivos
tém sido propostos desde entdo, para avaliagdo da permeabilidade intestinal
em humanos (Fordtran et al., 1965). Moléculas como uréia, acido urico,
creatinina, xilose, lactulose, manitol, inulina, rafinose, ramnose, celobiose,
dextran (Fordtran et al., 1965; Fordtran et al., 1967; Cobden et al., 1985),
utilizagdo de polietilenoglicéis (Chadwick et al., 1977; Irving et al., 1983) e
substancias como EDTA podendo ser marcadas com radioisétopos °'Cr-acido
etilenodiaminotetracético (°'Cr-EDTA) (Bjarnason & Peters, 1983; Peled et al.,
1985) e *™Tc- acetato de dietilenotriaminopenta (**"Tc- DTPA) tém sido

utilizadas como substancia teste.

A escolha de um método para a avaliacdo da permeabilidade
intestinal deve ser baseada no conhecimento das propriedades da(s)
substancia(s) teste a ser utilizada(s), bem como no entendimento das vias de
permeacao intestinal, além da avaliacdo dos outros fatores que podem alterar o

seu resultado final.

A substancia teste ou marcador ideal para a avaliagdao da
permeabilidade intestinal, uma vez ingerida via oral, deve ser atoxica, inerte,
ndo degradada por bactérias intestinais, ser hidrossoluvel e atravessar a
barreira intestinal obedecendo a lei de difusdo. Deve seguir preferencialmente
0 padrao de cinética de primeira ordem, nao ser metabolizada apds sua

absorcéao e facilmente ser recuperada nos fluidos biolégicos.

Normalmente para a recuperacdo da substdncia teste tem-se
utilizado a urina, onde ela deve ser normalmente excretada através da filtracéo

glomerular, portanto sem sofrer secrecdo ou reabsor¢cao nos tubulos renais.
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Finalmente o método escolhido deve ser de facil execugado, ter alta

sensibilidade e especificidade e excelente indice de reprodutibilidade.

5.2 Substancias-teste Mais Utilizadas - Vantagens X

Desvantagens:

5.2.1 Marcadores uUnicos

Monossacarideos como manitol, ramnose, d-xilose e pequenas
moléculas de polietilenoglicois passam através da membrana dos enterécitos
(via transcelular) possivelmente através de pequenos poros semelhantes a
canais aquosos (Verkman, 1989), por transcitose (Schaerer et al., 1991), por
difusdo simples dependendo do grau de solubilidade lipidica da substancia
teste utilizada e mesmo através da membrana celular réta de enterdcitos
lesados (Mc Neil & Ito, 1989).

Pela via paracelular, que é constituida pelas z6nulas de oclusao,
espacgos intercelulares, areas de ulceragdes ou extrusdes consequentes a
morte celular, passam moléculas maiores como lactulose, celobiose, rafinose,
dextran, EDTA, entre outras e também pequenas moléculas como

monossacarideos acima citados.

Marcadores unicos tem a desvantagem de avaliar uma unica via de
permeagao, porisso, dependendo da substancia empregada e da patologia
estudada, os resultados obtidos podem ser completamente equivocados.
Doencas que levam a atrofia vilosa intestinal podem n&o ser bem avaliadas se
o marcador utilizado permear o intestino exclusivamente pela via paracelular, o
mesmo pode ocorrer nas situagdes onde as alteragbes fisiopatoldgicas se
refletem na regulacéo das zonas intercelulares e o marcador utilizado for de

permeacao principalmente pela via transcelular.
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5.2.2 Polimeros de propiletilenoglicois (PEGS)

Os polimeros de PEGs estdo disponibilizados em diferentes
tamanhos PEG-400,PEG-600, PEG-900, PEG- 1000 e PEG-4000. Entre os
testes utilizando propiletilenoglicéis, um dos mais utilizados € o PEG- 400.
Compde-se de moléculas de tamanhos variados, exibindo semelhanga com a
lactulose e o EDTA quanto a hidrossolubilidade e tamanho médio molecular,
mas assume padrdo absortivo semelhante a ramnose e o manitol. Seus
resultados sao de dificil interpretacdo, além disso, PEGs necessitam de
analises mais complexas para a obteng¢ao de bons resultados, porisso a sua
indicagdo como substancia teste para a medida da peReabilidade tem sido
cada vez menor (Ma et al., 1990; Gifoni, 1996; Lima, 1998)

5.2.3 Radioisotopos

Substancias radioativas como *C, *'Cr e *™Tc¢ ligados a substancias
como EDTA, DTPA, manitol, lactulose, ramnanose e polimeros de PEGs de
tamanhos e pesos moleculares diversos também tem sido utilizados como
marcadores (Bjarnason et al., 1983; Blomquist et al., 1993). O °'Cr -EDTA
atende varios requisitos como substancia teste ideal, devido a sua estabilidade,
por ndo ser degradado pelas bactérias do intestino, por ser atdoxico e
biologicamente inerte, além de ficar exclusivamente no espago extracelular. A
analise da permeabilidade pelo Cr —EDTA ¢é considerada facil. A boa
recuperagao urinaria permite um bom indice de reprodutividade do teste, bem
como a sua utilizagdo como discriminador entre pacientes e controles (Jenkins
et al., 1987).

A grande desvantagem é por se tratar de material radioativo, e
necessitar aparelhagem especifica para a sua detecgao. Outra desvantagem é
a sua excrecao urinaria ser bastante variavel, ter uma vida média de 27 dias e
a possibilidade de ser absorvido pelo cdlon dificultando a indicacdo exata do

local de alteracdo da permeabilidade (Bjanason & Peters, 1983). Medidas de
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excregao urinaria de Cr-EDTA tem alta sensibilidade e baixa especificidade

para avaliagdo da permeabilidade intestinal (Lifschitz & Shulman, 1990).

5.2.4 Substancias teste combinadas

Marcadores da permeabilidade ou da capacidade absortiva do epitélio
intestinal, representam a base farmacologica para o esclarecimento dos fatores
possivelmente envolvidos nas diferentes situagdes, possibilitando vislumbrar as
alteragbes fisiopatolégicas e as opgdes terapéuticas para o controle ou

reversao dos disturbios de absorcao intestinal.

Nos ultimos anos métodos utilizando substancia testes combinadas
tém proporcionado um grande avango no entendimento das alteragdes da
barreira mucosa intestinal, pela possibilidade do estudo simultdneo das

diversas vias de permeacéo intestinal.

Varios tipos de combinagao tém sido propostos para a avaliacdo da
permeabilidade intestinal: combinacéao de duplos acucares
dissacarideos/monossacarideos como celobiose/manitol (Cobden et al., 1980),
celobiose/ I-ramnose e lactulose /L-ramnanose (Menzies et al., 1979; Bjanason,
1994) e lactulose /manitol ( Ukabam & Cooper, 1984; Andre et al., 1988).

5.3 Avaliacdo da Permeabilidade Intestinal através do Teste da

Lactulose-Manitol

Entre os métodos utilizando substancias teste combinadas, tem se
destacado o estudo da permeabilidade intestinal através dos testes duplos com
agucares, por ser procedimento de simples concepcgdo, facil execugcao e

promissores por sua alta sensibilidade e especificidade, ficando bem patente a
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sua superioridade em relagdo aos testes simples, que utilizam marcadores
unicos.

A lactulose e o manitol tém se consolidado nos ultimos anos como
substancias teste preferenciais (Travis & Menzies, 1992; Bao et al., 1996;
Barboza Jr. et al., 1999). A permeabilidade intestinal avaliada através do teste da
lactulose / manitol, determina a habilidade de dois agucares de tamanhos
moleculares diferentes em atravessar a mucosa intestinal. A lactulose e o
manitol sdo moléculas hidrossoluveis, lipofdbicas, inertes, praticamente
desprovidas de afinidade pelo sistema transportador de glicidios da mucosa
intestinal, absorvidos quase que exclusivamente por difusdo. Nao séao
metabolizadas nem sofrem degradacéo pelas bactérias presentes no intestino e
sendo excretadas e recuperadas praticamente intactos na urina.

A lactulose, um dissacarideo (peso mol 342 Da) composto de
galactose e frutose praticamente nao € absorvido através dos enterécitos, sua
absorgcao ocorre principalmente através das jungdes intercelulares e zonas de
extrusdo dos espacgos intervilosos. Serve como um marcador do transporte
paracelular refletindo a integridade da mucosa intestinal. A recuperagéo urinaria
desse agucar, em condi¢gdes normais € minima.

O manitol, monossacarideo de pequeno peso molecular (peso mol
182 Da) é facilmente absorvido através da parte hidréfila da membrana dos
enterdcitos pelo processo de difusdo. Serve como um marcador do transporte
transcelular. Em condi¢gbes normais € recuperado em maiores quantidades na
urina.

Na realizagcdo do teste, o paciente ingere uma solugdo contendo os
dois agucares em quantidades pré-determinadas. Durante um periodo de 5
horas toda a urina é coletada. A taxa de excreg¢ao urinaria dos dois agucares
recuperados é determinada pela quantificagao através de Cromatografia Liquida
de Alta Pressao (HPLC).

Parametros fisioldgicos afetam igualmente os valores da fragéo
(Lifschitz & Shulman, 1990). Por esse motivo, em lugar de analisar
separadamente os valores do numerador e denominador, a maioria dos autores
preferem exprimir o resultado final do teste € expresso como a razao da taxa
de excrecao urinaria de lactulose / taxa de excregcao urinaria de manitol.

Interpretar o aumento ou diminuigdo da permeabilidade intestinal sera funcao
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das variagcdes de situacdes diversas refletidas nos valores expressos no

numerador e denominador.

Acreditando-se que as rotas de absorcdo destes dois acgucares sao
diferentes: lactulose (absor¢do via paracelular, através de passagens nas
jungdes intercelulares) e manitol (absorcao transcelular, possivelmente através
de pequenos poros no enterocitos) porisso o0 resultado merece varias
interpretacdes. Se a taxa de excregdo urinaria do manitol € baixa, é significativo
de que a absorgao de pequenas moléculas pode estar comprometida e infere-se
uma reducao da area mucosa absortiva. Se a taxa de excregao da lactulose esta
alta é indicativo do aumento da permeabilidade intestinal a grandes moléculas o
que pode refletir uma alteracdo na barreira seletiva intestinal regulado pelas
zbnulas de oclusdo entre as enterdcitos ou “tight junctions” como s&o mais

conhecidas.

5.3.1 Resultados de estudos da permeabilidade intestinal no Cear4,

utilizando o teste da lactulose — manitol.

O teste de permeabilidade intestinal utilizando a relagao lactulose /
manitol como critério farmacoldgico e diagnostico de lesdo com déficit absortivo
da mucosa intestinal foi validado por Gifoni (1996). Em pacientes portadores da
sindrome de imunodeficiéncia adquirida, atendidos no Hospital Sao José-CE,
apresentando diarréia crbénica, foram constatadas evidentes alteragdes na
permeabilidade intestinal, através do uso de sondas farmacolégicas de manitol
e lactulose (Gifoni, 1996).

Estudo conduzido por Lima et al. (1997) documentou a disfuncéo e
lesdo intestinal em pacientes HIV' em Fortaleza-Ceara através do estudo da
permeabilidade intestinal, através do teste da lactulose—manitol. Criangas
cearenses com doengas diarréicas foram também avaliadas por Barboza et al.
(1999) quanto a permeabilidade intestinal, sendo também a registrada

disfuncao e lesao intestinal nesse grupo de pacientes.
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5.3 Consideracgoes

Ndo existe até o momento um padrdo ouro entre os métodos
empregados para a realizacdo dos testes de permeabilidade intestinal.
Tampouco existe um acordo na expressao dos resultados alcangados. Esta
auséncia de consenso nao permite homogeneizar os dados dos trabalhos
publicados, impedindo a possibilidade de comparacdo dos resultados, além
disso, obriga a inclusdo sistematica de grupos controles para a analise
conclusiva das alteragcdes da permeabilidade intestinal nas diversas situagoes.
Por esse motivo torna-se necessario incluir um grupo controle sadio que sirva
como referéncia a fim de estabelecer diferengas comparativas com o grupo de

pacientes submetido a investigacéao.

Entre testes utilizados para o estudo da permeabilidade intestinal, o
da lactulose / manitol ou de duplo agucar (monosacarideo/ dissacarideo) cujo
resultado se expressa como o quociente da taxa de excrecao urinaria de cada
uma dessas substancias apds ingestdo de uma dose oral conhecida foi o
escolhido para este estudo. O tempo de coleta para recuperagcao urinaria dos
acucares tem sido estabelecido em 5 horas, embora Akram et al. (1998) tenha
demonstrado que o quociente de excrecdo nao varia significativamente se a

coleta total for feita em apenas 2 horas, o que facilitaria a execugao do teste.

Cox et al. (1999) advogam ainda a possibilidade de determinacéao
desse quociente através da dosagem da concentragdo seérica das duas
substancias apds 1hora da administracdo oral. Essa modificagdo evitaria a
coleta da urina que em alguns casos € fator complicador do teste. Em nosso

estudo um paciente foi excluido por ndo conseguir fornecer urina para analise.

O resultado do teste lactulose / manitol, pode sofrer a interferéncia de
varios fatores inclusive a osmolaridade da solugdo teste empregada. E possivel
a indugdo de aumento de permeabilidade intestinal a lactulose em individuos

sadios quando a osmolaridade da solugao utilizada ultrapassa 1.500 mOsm/L. A
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permeabilidade de uma solugao isoosmolar pode aumentar 1,5 a 2,8 vezes
caso sua osmolaridade alcance 1.500 a 2.300 mOsm/L respectivamente. Esse
fato ndo tem sido referido em relagdo ao manitol cuja permeabilidade continua
inalterada mesmo frente a solugcdes com osmolaridade ainda maior. Alteracdes
da permeabilidade intestinal em voluntarios sadios podem ocorrer dentro das
primeiras 12 horas apods a ingestdo de dose unica de AINEs do tipo ibuprofeno,
indometacina ou naproxeno voltando aos valores noRais entre 1e 4 dias
(Bjanarson et al., 1986).

Fatores constitucionais como sexo e idade ndao parecem ser variaveis
de importancia para alteragdes da permeabilidade intestinal, contudo devem ser
melhor explorados . A excrecdo urinaria de lactulose e de manitol parece
diminuir a partir dos 75 anos sem interferir na relagédo L/M (Sawiers et al., 1985;
Saltzman et al., 1995).

No presente estudo consideramos o teste de lactulose / manitol
alterado no grupo de pacientes com tuberculose pulmonar. Observamos uma
reducdo significativa na taxa de excre¢do urinaria do manitol e um aumento
também significativo na taxa de excregcdo da lactulose. Esses resultados
sugerem uma intensa reducdo na area de absorgao associado a lesdo da
mucosa intestinal nos pacientes tuberculosos em comparagdo aos controles
sadios. O quociente da relacdo L/M embora aumentado nos doentes, ndo variou

de forma significativa nos dois grupos estudados.

Varios fatores poderiam explicar as alteragbes observadas.
Excluiriamos inicialmente os acima mencionados: alteracdes de osmolaridade da
solugdo teste utilizada por ter sido preparada artesanalmente com todo o rigor,
utiizando o mesmo laboratério, mesmo técnico e mesmo procedimento,
acondicionada de mesma forma e dada aos diferentes grupos pelo mesmo
investigador. Embora a literatura sobre o assunto n&o valorize o sexo e a idade
no estudo da permeabilidade intestinal, os dois grupos foram pareados quanto a

essas duas variaveis.

Os ions e solutos podem atravessam o epitélio intestinal através de

dois mecanismos de transporte: um ativo através da célula onde se requer
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consumo de energia e outro passivo por difusdo ou por convecgao. O transporte
passivo pode ocorrer por via transcelular, (atravessando a célula) ou por via
paracelular (através dos canais intercelulares). As caracteristicas especificas
das unides intercelulares determinam o fluxo através da via paracelular. O
conceito de permeabilidade intestinal se relaciona com esse transporte passivo,
porisso diferencia-se da fungdo de absorgdo de agua e nutrientes que necessita
do consumo de energia. A difusdo passiva de uma substancia € determinada
por varios fatores que dependem entdo da estrutura, area, espessura,
porosidade e composicdo da membrana; das propriedades fisico-quimica dos
solutos (tamanho molecular, forma, carga e solubilidade e sua interagdo com o

meio (composi¢ao do solvente).

Atualmente existem duas teorias tentando explicar a passagem das
diversas substancias através da barreira intestinal (Pascual et al.,, 2001). A
primeira ja comentada defende a existéncia de duas vias anatbmicas, a
transcelular, através do enterécito e a paracelular, através de canais

intercelulares.

Essa hipotese sugere que a existéncia de passagens de tamanhos
variados que permitiriam a travessia de substancias em fung¢ao de seu didmetro.
A via transcelular estaria constituida por uma abundante sucessao de poros de
pequeno diametro (0.4-0.7nn) na membrana celular e outros de maior didmetro
(cerca de 6.5 nn) dispostos de forma mais esparsa. A passagem de substancias
pela via paracelular ocorreria pelos canais entre os enterdcitos através das
zbnulas de oclusdo ou “Tight Junctions” (TJ) existentes, as quais permitiriam a
passagem de macromoléculas. O controle funcional dessas TJ dependeria de

proteinas de sua propria estrutura.

Tem sido descrita uma heterogeniedade morfolégica e funcional entre
as TJ situadas nas vilosidades e as TJ das criptas. As TJ das criptas sdo mais
delgadas, portanto mais permeaveis enquanto que as TJ das vilosidades sao
mais espessas € menos permeaveis. Desta forma a permeabilidade das TJ é
menor nas por¢des mais superiores das vilosidades que ficam em contato com a
luz intestinal e vai aumentando a medida que vai chegando ao fundo da cripta.

A impossibilidade de provar a existéncia dos poros imaginados e a comprovada



140

diferenca na estrutura morfolégica e funcional das TJ de localizagdes distintas
fez surgir outra explicagcdo para a permeabilidade intestinal (Pascual et al.,
2001).

A mais recente teoria sustenta a hipotese de que a permeabilidade
depende exclusivamente das TJ e refuta completamente a existéncia de poros

na membrana celular dos enterdcitos.

Assim, as moléculas de pequeno tamanho como o manitol, poderiam
atravessar a barreira intestinal por qualquer TJ, porém as de maior tamanho
como a lactulose somente atravessaria a barreira através das TJ do fundo das
criptas, que por terem menos contato com a luz intestinal sdo zonas de menor

acessibilidade.

Luz intestinal

@ Lactulosa, celobiosa,
i EDTA, DTPA

® Manitol, rhamnosa

Figura 13. Representacdo esquematica de uma cripta intestinal onde se
observam diferencas na espessura das “Tight Junctions” (TJ) das
vilosidades e no fundo da cripta e a diferenca entre a permeabilidade

intestinal entre as diversas substancias (S. Pascual, 2001)
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No teste de lactulose / manitol estamos avaliando a integridade da
estrutura e o funcionamento da barreira intestinal. A reducdo da excregao
urinaria do manitol no grupo de pacientes com tuberculose reflete a ocorréncia
de uma grande reducdo da area das vilosidades intestinais o que reduziu a
difusdo do manitol e consequentemente a sua recuperagao urinaria. O aumento
da excrecao da lactulose nos pacientes tuberculosos pode ser interpretado como
um aumento da permeabilidade das TJ possivelmente do fundo das criptas das

vilosidades intestinais ou mesmo ruptura dessas estruturas de permeacao.

As alteracbes observadas na permeabilidade intestinal poderiam ser
explicadas como manifestagdes intestinais da repercussado sistémica da
tuberculose pulmonar ou seria devido ndo a tuberculose, mas sim a algum fator
associado isolado ou multiplo? Ou as alteragdes observadas seriam a tradugao
de uma conjuncado de fatores ligados ou nao a tuberculose? Sao questbes
dificeis de responder. N&o é pretensdo desse trabalho adentrar nas minucias
anatdbmicas do intestino, e muito menos no intrincado quebra cabeca da
fisiopatologia. Porém os dados estdo postos e permitem uma série de

suposi¢des na sua discussao.

A tuberculose poderia ser relacionada como causa de alteracdo da

permeabilidade intestinal?

O epitélio intestinal além de sua fungcdo absortiva e de barreira, é
indiscutivelmente uma extensdo do sistema imune. A Ig A produzida em
quantidades abundantes nesse sitio representa o principal mecanismo de
prevencado da aderéncia bacteriana. A Ig A secretoria liga-se a bactérias na luz
intestinal impedindo a aderéncia dos patdégenos na parede intestinal. Uma
diminuigcdo da Ig A secretéria resulta em incremento na aderéncia bacteriana
aumentada, aumento da permeabilidade intestinal podendo ocorrer translocagao

bacteriana através da parede intestinal (Stechmiller et al., 1997)

Outro mecanismo pelo qual a permeabilidade intestinal pode estar
alterada no decorrer de estados inflamatérios diz respeito diretamente as TJ. As

citocinas inflamatorias liberadas em diferentes patologias inflamatodrias, por
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mecanismos autocrinos ou paracrinos atraem polimorfonucleares que podem
mecanicamente alterar as TJ, de forma a permitir a sua passagem da corrente

circulatoria para a luz do intestino (Madara, 1990).

Tem sido discutido também o papel do o6xido nitrico (NO) nos
mecanismos de lesao intestinal e na regulagcao da permeabilidade intestinal. O
oxido nitrico tem sido relacionado com o relaxamento dos esfincters, com a
mobilidade intestinal e com a regulagdo do fluxo sanguineo intestinal. Nos
trabalhos tem sugerido que nas lesdes do epitélio intestinal ocorra uma maior
liberagdo de NO como um mecanismo de protecdo. Payne & Kubes (1993) e
Schleiffer & Raul (1996) demonstraram a reducdo da permeabilidade intestinal
apos a administragdo de L-arginina (doador de NO) em animais submetidos a
isquemia e a lesao de reperfusdo intestinal e piora da lesdo com conseqliente
aumento da permeabilidade intestinal em animais onde foi dado inibidor de NO.

Entretanto € sabido que o excesso de NO é potencialmente patogénico.

No presente estudo, foi feita a deteccdo de lactoferrina nas fezes,
indicativo da presenga de polimorfonucleares na mucosa intestinal em 20% dos
pacientes. A lactoferrina € uma enzima existente dentro de leucdécitos, os quais
durante um processo inflamatério podem ser lisados liberando o seu conteudo
de lactoferrina. A lactoferrina, portanto, € um marcador para leucécitos fecais,
que podem estar intactos ou ndo. Além disso, quantidades detectaveis de IL-1 e
IL-8 foram observadas respectivamente em 18 (45%) e em 6 (15%) pacientes
sugerindo a existéncia de processo inflamatério na mucosa intestinal no grupo
de pacientes com tuberculose pulmonar. Outro dado de interesse foi a detecgao
sérica de IL-1, citocina inflamatéria, em 35 (87%) dos pacientes estudados
aumentando as evidéncias indicativas do processo inflamatério sistémico e

intestinal.

Esperavamos encontrar um alto percentual de parasitoses nesse
grupo, inclusive para justificar como causa do processo inflamatorio, porém a
pesquisa de ovos e parasitas, feita pelo método direto e pelo concentrado
revelou um percentual muito baixo de infestacao, apenas 10% . A pesquisa de
Cryptosporidium nas fezes resultou negativa em todos os pacientes e a pesquisa

de sangue oculto também.
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Além disso, em estudos sobre a relacédo de parasitoses intestinais com
alteragbes de permeabilidade intestinal, Raj et al. (1996) avaliando a
permeabilidade intestinal (Pl) através do teste L/M um grupo de 106 escolares
infestados comparando com criangas ndo infestadas, ndo observou diferenca
significativa. E ainda, que o tratamento ndo produziu variagcdo de importancia
nos valores da Pl, demonstrando assim que helmintos exercem somente um

efeito marginal nas altera¢des da permeabilidade intestinal.

A anadlise dos parametros inflamatérios intestinais nos pacientes
tuberculosos estudados, portanto sinalizam para a existéncia de processo
inflamatdrio intestinal sem entretanto ter qualquer associagao significativa com a
presenca de parasitoses. Reforga-se entdo a pergunta: A tuberculose pulmonar
conhecida indutora de elevagcdo de citocinas poderia atuar através de

mecanismos paracrinos como causa de alteragao da permeabilidade intestinal?

Tentando responder a essa questdo, alguns autores propdéem que as
citocinas inflamatorias liberadas nos processos infecciosos como a tuberculose,
possam ter um efeito lesivo direto na mucosa intestinal destruindo as
microvilosidades, alterando a permeabilidade intestinal, repercutindo na
absorc¢ao intestinal (Mehta et al., 2001)

As alteracdes observadas poderiam ser devidas a desnutricdo, que foi
achado frequente no grupo estudado? Os estudos relacionando a desnutricdo
com modificacdes na barreira intestinal inicialmente nao identificavam alteracdes
na permeabilidade intestinal (Elia et al., 1987). Mais recentemente varios
autores tém descrito aumentos da Pl em desnutridos avaliados através do teste
L/M (Brewster et al., 1997; Welsh et al., 1998a).

Os estudos de Van der Hulst et al. (1998) mostram com clareza que a
desnutricdo tem um efeito dramatico sobre a estrutura da mucosa intestinal. A
atrofia mucosa induzida pela desnutricdo diminui a altura das vilosidades
intestinais, reduz a profundidade das criptas intervilosas, altera a
perrmeabilidade intestinal e reduz intensamente a area de absorgao intestinal de

nutrientes.
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Alteracbes na morfologia do epitélio intestinal sao vistas com
frequéncia (Van der Hulst et al., 1998), mas n&o de forma categorica em
pacientes desnutridos. Esta talvez seja uma das razbes da observagéao de dados

sobre a Pl aparentemente contraditérios.

Outro fator complicador que deve ser considerado é a dificuldade na
definigdo de pacientes quanto ao estado nutricional. Isso se deve ao fato de que
nao existe um unico parametro de avaliagao nutricional capaz de traduzir de
forma adequada as alteragbes do estado nutricional. Por esse motivo em muitos
trabalhos, torna-se necessario avaliar um conjunto de medidas antropométricas
e testes laboratoriais para a sua afericdo. Por outro lado os limites de
normalidade para a interpretagdo dos testes objetivos sofrem variagao de acordo
com a racga, faixa etaria, sexo, habitos alimentares entre outras variaveis.
Estudos comparativos entre os diversos testes mostram geralmente uma

baixissima concordancia.

Uma dificuldade inicial desse estudo foi a escolha do parametro a ser
utilizado na avaliagao nutricional, por esse motivo inicialmente decidimos utilizar
varios parametros e apreciar a concordancia entre eles. Assim utilizamos o
indice de massa corpdrea (IMC) em Kg/m? ; a circunferéncia média braquial
(CMB) em cm ; a avaliagao global subjetiva (questionario validado) ; a dosagem
de albumina em g/dL, a dosagem de hemoglobina em g/dL e a contagem de

linfcitos totais por mm® como instrumentos de avaliago.

A concordéancia entre eles foi considerada como moderada (0,4=< k <
0,8). A melhor concordandia em torno de 70% foi entre IMC e CMB. Verificando
essa grande variagdo, optamos por utilizar um unico parametro, o IMC, mesmo

cientes da limitacdo de nossa escolha.

Em nosso estudo observamos um alto percentual (58.5%) de pacientes
tuberculosos considerados desnutridos pelo indice de massa corporea (IMC),
sendo 22% destes incluidos no grupo dos severamente desnutridos. Esses

dados sdo semelhantes aos dados da Literatura.

O peso médio do grupo foi igual a 47,49 kg. Esse valor reflete o

comprometimento do estado nutricional dos pacientes na época em que o
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estudo foi feito. A estatura média de uma populagao, entretanto, resulta de uma
conjuncao de valores genéticos, raciais entre outros. A altura média tem sido
utilizada também como reflexo da cronicidade do estado de subnutricio,
principalmente na primeira infancia que uma determinada populagdo nordestina

esta submetida.

Em nosso estudo, os pacientes masculinos tiveram média de estatura
igual a 1,63 m e nas pacientes do sexo feminino a estatura média foi aferida em
1,52 m. Os valores encontrados sido bastante reduzidos em relagao aos valores
antropométricos da populacédo do sudeste (homens, 172 cm — mulheres, 161cm)
e mesmo em relagédo a populagdo nordestina (homens, 167 cm — mulheres, 155

cm) confoRe a descrigdo do IBGE no ultimo censo (IBGE, 1997).

O estado de miséria e fome crénica da populagao nordestina deve ser
motivo de preocupacdo em sua relagdo com a tuberculose, tanto pelo risco
aumentado de infecgdo quanto no de adoecimento. As alteragbes crénicas que
a subnutricdo possa determinar no organismo dos pacientes acometidos,
particularmente as repercussoes intestinais e as alteragbes imunoldgicas, nao
tém sido valorizadas nos Programas de Controle da Tuberculose. O bom
progndstico vem atrelado a eficacia da medicagao e a eficiéncia do programa.
Esperamos com este trabalho, chamar a atencdo para este aspecto do
problema.

A reducdo da taxa de excregado urinaria do manitol no grupo de
pacientes com tuberculose comparada a do grupo controle € consistente com
hipotese de ocorréncia de intensa restricdo na area absortiva intestinal devido
provavelmente & reducdo ou achatamento das vilosidades intestinais. E l6gico
imaginar a desnutricdo como uma das causas dessas possiveis alteragcdes na
morfologia intestinal. Nosso estudo, entretanto, ndo teve poder para estabelecer
qualquer relagao associativa entre a distribuicdo dos pacientes de acordo com o

grau de nutricdo e os valores de excregao urinaria de manitol.

O uso de alcool no grupo estudado € outro fator a ser considerado

como causa de alteragao da permeabilidade intestinal.
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Os estudos de Keshavarzian et al. (1994) sobre a excregao urinaria de
lactulose e manitol, mostram resultados diferentes na intoxicacdo alcodlica
aguda e no etilismo crénico. Segundo esses autores ndo foram encontradas
alteragdes significativas na excregao urinaria de lactulose e manitol apés doses
intravenosas e orais de etanol em pacientes n&o alcodlatras. Entretanto, em
etilistas crénicos a razao lactulose / manitol aumentou quando comparados a
voluntarios sadios, devido a menor absorcdo do manitol. Esses parametros

voltaram a normalidade apds um periodo de abstinéncia entre 7 a 14 dias.

O mecanismo pelo qual o alcool altera a permeabilidade intestinal ndo
esta esclarecido. Ma et al. (1999) demonstraram que o etanol em dose menores
que 10% produziu uma quebra progressiva da proteina ZO-1, com consequente
separacgao das jungdes celulares e formagao de “gaps” entre as células epiteliais
e como consequéncia foi observado um aumento da permeabilidade intestinal

via paracelular.

As informacgdes sobre etilismo crénico sdo em sua maioria subjetivas e
de dificil afericdo. Mas a frequéncia de sua associacdo com tuberculose esta
bem estabelecida, além disso, o etilismo crénico pode dar lugar a uma série de
alteragbes no tubo digestivo, algumas das quais tendo consequéncia a mal-
absorcado de nutrientes como a tiamina, o acido félico, a vitamina B4, € o ferro
entre outros. Como resultado quase sempre observamos anemia e desnutricao

em pacientes alcoolatras.

Consideramos elevado o percentual de uso de alcool em nossos
pacientes (78,4%). Esse valor poderia ser contestado devido a sua imprecisdo,
contudo, alguns dados indiretos corroboram essa informagdo. Observamos que
65,6% dos pacientes que informaram que fazem ou fizeram uso de alcool foi
considerado desnutrido enquanto que a desnutricdo no grupo de pacientes (9)
que nunca fizeram uso de bebida alcodlica foi praticamente a metade, ou seja,

apenas 33,3%.

Além disso, chamou bastante a atencao o alto percentual (85,4%) de
alteragdes nas hemacias dos pacientes com tuberculose. As alteragdes foram

observadas na cor, no tamanho e na forma, refletindo possivelmente nesses
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pacientes, a mal-absor¢cao crbnica de nutrientes especificos para o sistema
hematoldgico. A mal-absor¢do de drogas pode ocorrer de forma semelhante a
mal-absor¢do de micronutrientes, pois segue praticamente a mesma cinética.
Consideramos instigante e preocupante o resultado dos niveis séricos
da rifampicina e da isoniazida encontrados. Observamos que as concentragdes
séricas 2 horas da rifampicina (CR2h) e concentragbes séricas 2 horas da
isoniazida (CH2h) em 16/18 (88.8%) pacientes ndo atingiram niveis seéricos
adequados em 88,8% (16/18) dos pacientes. Considerando o0s niveis
terapéuticos da R (8-24 mcg/mL) e da H (3-6 mcg/mL) no grupo de pacientes
selecionados para avaliagao da biodisponibilidade das drogas antituberculose, o
nivel sérico da R e da H estavam reduzidos em 66,7% e 72,2% dos pacientes
respectivamente e 44.4% pacientes nao alcangcaram niveis séricos para ambas

as drogas simultaneamente.

Uma possivel explicagdo para a reducdo dos niveis séricos da

rifampicina e da isoniazida seria a baixa qualidade da droga utilizada.

A certificagdo da boa qualidade das drogas antituberculose utilizadas
nesse estudo foi feita pelo NUPLAN (Laboratério produtor) e merece algumas
consideracdes. E sempre questionavel quando o atestado de qualidade procede
do proprio fabricante. A certificacdo deveria ter sido feita por um laboratério
independente, conforme orientagdo da International Union Against Tuberculosis
and Lung Disease e a Organizagao Mundial de Saude (IUATLD/ OMS, 1999).

Considerando que a qualidade da droga produzida estava de fato
dentro dos padrdes exigidos, outros fatores relativos as drogas merecem aqui
ser discutidos antes que possamos imputar a mal-absorcdo intestinal os
resultados dos niveis séricos observados. Sabe-se que se as condi¢gdes de
umidade e/ou de temperatura ndo forem mantidas abaixo de um limite critico,
durante a manufatura ou a estocagem do produto, a estrutura de cristais de
rifampicina pode ser alterada, comprometendo a absor¢do intestinal e a
biodisponibilidade (Pelizza et al., 1977). Variagdes no tamanho dos cristais da
rifampicina sdo capazes de alterar a absorgao intestinal da droga.

Quanto a isso nao temos noticia de preocupagao das farmacias

publicas de dispensacdo de farmacos relativa a controle de temperatura e
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umidade para estocagem de medicamentos, portanto alteragbes estruturais,
particularmente da rifampicina podem de fato ocorrer.

Varios trabalhos chamam a atencdo de que, embora o teste de
dissolucdo da droga, possa ser utilizado como guia para assegurar a
biodisponibilidade, formulagcbées com boa dissolu¢do, algumas vezes sao pouco
absorvidas ou vice versa (Pelizza et al., 1977; Buniva et al., 1983; Acocella,
1989; Aspesi, 1989).

Portanto a certificagdo da droga nédo € absolutamente garantia de boa
absorcdo e consequentemente de niveis séricos adequados. O método mais
seguro para avaliagcdo da concentragao plasmatica das drogas é através da
analise por Cromatografia Liquida de Alta Press&o (HPLC).

A pergunta que se impde logo a seguir seria a validade da observagao
do nivel sérico em uma unica amostra coletada 2 horas apds a ingestdao da
droga, ja que embora a Literatura seja unanime em estabelecer que o Tmax
tanto para a rifampicina quanto para a isoniazida ocorra em 2 horas (Mehta et
al., 2001), a Cmax pode ocorrer ap0s esse periodo principalmente nos pacientes
com padrdes alterados de absorgao intestinal. A dosagem de 2 horas poderia
detectar essa alteracdo, mas nao seria capaz de distinguir entre absorcéo
retardada e mal-absorgéo (Peloquin et al., 1999).

Os dados da Literatura até entdo disponiveis sugerem que é
improvavel que a Cmax dentro da faixa terapéutica esperada possa ocorrer apos
6 horas da tomada da dose. Portanto é légico supor que niveis séricos
reduzidos as 2 e 6 horas pos-dose possam ser indicativos de mal-absor¢cao A
analise de amostras coletadas as 2 e as 6 horas apés a tomada das drogas
portanto poderia ser mais informativa esclarecendo talvez essa questdo, mas a
dosagem unica 2h nao invalida a analise que pretendemos fazer.

Como estavamos lidando com pacientes ja em uso de medicagéo,
temiamos a existéncia de uma concentracao residual somando-se aos valores
encontrados. Os estudos de Peloquin (1997) demonstram que mesmo com
doses diarias, sete meias-vida ocorrem entre as doses, de forma que mais de
99% da droga € eliminada dentro de 24 horas, exceto em pacientes com
insuficiéncia hepatica, o que ndo era o caso de nenhum dos tuberculosos
examinados. Niveis residuais caso presentes iriam falsear para maior o

resultado encontrado.
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Mehta et al. (2001) lembram que pacientes com tuberculose pulmonar
sao frequentemente desnutridos e com hipoalbuminemia. A diminuicdo das
proteinas do plasma reduz a capacidade de ligacdo das drogas,
consequentemente aumenta o clearance renal e reduz a biodisponibilidade.
Observamos em nosso estudo que 42,5% dos pacientes apresentavam
dosagem sérica de albumina abaixo de 3,5g/dl, entretanto esse dado néo é
suficiente para explicar a importante redugao da biodisponibilidade das drogas.

Temos que considerar entdo que os baixos niveis séricos das drogas
observados podem estar relacionados com mal-absor¢ao intestinal baseado nas
alteragbes da permeabilidade Intestinal observadas. No presente estudo,
contudo, a comparagao em nivel de inferéncia estatistica entre os valores das
concentracdes sérica da rifampicina em niveis terapéuticos ou abaixo dele para
as variaveis manitol, lactulose e lactulose / manitol ndo foi possivel ser feita
devido ao pequeno numero de pacientes em cada classe (nivel terapéutico = um
paciente e sub terapéutico = 6 pacientes).

Segundo os dados observados, ndo foi evidenciada diferenca
significativa, entre a concentragao sérica da rifampicina em niveis terapéuticos
ou abaixo dele para as variaveis manitol (p=0,5741), lactulose (p=0,1359) e
lactulose / manitol (p=0,1101) considerando-se o nivel de significancia estatistica
de 5%.

As mesmas limitacdes ocorreram na analise de inferéncia estatistica
entre a concentragdo sérica da isoniazida em niveis terapéuticos ou abaixo dele
e os parametros de avaliacdo da permeabilidade intestinal. Foi muito pequeno o
numero de pacientes de cada classe (nivel terapéutico = dois pacientes e sub
terapéutica = 5 pacientes). Da mesma forma, de acordo com os dados
observados, nao foi evidenciada diferenga significativa, entre a concentracao
sérica da isoniazida em niveis terapéuticos ou abaixo dele para as variaveis
manitol (p=0,5877), lactulose (p=0,8664) e lactulose / manitol (p=0,9553)
considerando-se o nivel de significancia estatistica de 5%.

Os dados obtidos mostrando a redugdao na biodisponibilidade de
rifampicina e isoniazida e as alteracbes na permeabilidade intestinal sao
consistentes com mal-absorcdo intestinal, com o comprometimento do estado
nutricional, com o alto percentual de alcoolismo observados no grupo de

pacientes estudados.
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Comentarios ndo podem deixar de ser feitos sobre a relagdo de niveis
subterapéuticos de drogas antituberculose e surgimento de cepas de M.
tuberculosis resistentes embora o desenho do presente estudo ndo permita
avaliar essa associacdo e nem protocolos dessa natureza seriam permitidos
pelos comités de ética em pesquisa com seres humanos.

Em relagdo aos testes de sensibilidade as drogas antituberculose,
existia até 1994 uma grande discrepancia nos resultados fornecidos pelos
diversos laboratérios das diferentes partes do mundo. As diferentes capacidades
estruturais dos laboratorios, a variedade das técnicas utilizadas com
sensibilidade e especificidade altamente variaveis, acrescidas das variagbes
regionais da prevaléncia da resisténcia nos paises e mesmo em areas setoriais
de um mesmo pais, fomentavam a enorme confusdo sobre os dados
(Rosemberg, 1999).

O crescimento da resisténcia do M. tuberculosis as drogas, constatado
em varios paises e o desconhecimento a nivel internacional da real magnitude
da resisténcia do bacilo de Koch as drogas utilizadas nos programas de
tratamento da tuberculose em todo o mundo, motivaram a Organizagédo Mundial
de Saude (OMS) juntamente com a Unido Internacional contra a Tuberculose e
Doengas Respiratorias (UICTER) a instituir em 1994, o “Projeto Global de
Vigildancia da Resisténcia as Drogas Antituberculose (WHO-UICTER, 1994 -
1997). Nesse projeto, os testes de sensibilidade foram padronizados através de
quatro métodos: Concentracdo absoluta, “Ratio“ de resisténcia, Método das
proporgdes e Método radiométrico (pelo sistema BACTEC 460).

Em nosso trabalho os testes de sensibilidade foram feitos pelo Método
das proporcdes (Canetti, Rist & Grosset, 1963; Canetti et al., 1969), método
convencional escolhido porque apesar de ter resultado mais demorado, era de
pleno dominio dos técnicos do LACEN, além disso, € o método mais difundido
no Brasil (Rosemberg, 1999)

Em nosso estudo, ndo se esperava riqueza de bacilos no exame direto
do escarro, pois era critério de inclusdo, o uso de medicamentos
antituberculose, dai a opcédo pelo teste indireto do método das proporgdes
(semeadura em 2 etapas, a segunda em cultura com e sem a adicéo da droga,
apos cerca de 30 dias, compara-se 0 numero de colénias dos dois meios,

estabelecendo-se a proporcdo entre eles) para a realizacdo do teste de
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sensibilidade as drogas, alnda assim, observamos 50% (20/40) dos pacientes
com cultura positiva para o M. tuberculosis.

O perfil de resisténcia bacilar as drogas antituberculose (20% MDR-TB
e 10% de monorresisténcia a H) encontrado no grupo de pacientes estudados
poderia ser considerado alto, em relagdo a dados de prevaléncia da resisténcia
no Ceara, porém as amostras ndo sao comparaveis, trata-se de uma populagao

selecionada.

No Projeto o Global de Vigilancia da Resisténcia as Drogas
Antituberculose onde o Ceara teve participagdo, Campelo (1999) e Barroso et
al. (2001) encontraram 03 (0,6%) pacientes com (MDR-TB primaria) em 506
pacientes sem historia de tratamento anterior, e de amostras de 122 pacientes
anteriormente tratados, foram encontrados 04 (3,3%) pacientes TBMR

adquirida.

Ainda nesse projeto os dados revelam que no Brasil as taxas de
resisténcia primaria estdo em: 5,9% para isoniazida; 1,1% para rifampicina;
0,1% para etambutol e 3,6% para estreptomicina. Quanto a resisténcia adquirida
observou-se as taxas de 11,2% para isoniazida; 6,1% para rifampicina; 0,3%
para etambutol e 5,4% para estreptomicina (WHO/UILATD, 1994)

A tipagem molecular analisando os dados das preparagbes de DNA
extraidos de cultura de M. tuberculosis obtidos de amostras clinicas dos
pacientes através da técnica 1S6110- RFLP, mostraram a presenga de dois
clones entre pacientes sem correlagcdo epidemioldgica conhecida. Nao foi
possivel obter dados sobre possiveis contaminacgdes ou fontes de transmisséo.

A manutengdo da concentracdo de drogas antituberculose dentro da
faixa terapéutica é condicdo fundamental na prevencédo da resisténcia do M
tuberculosis as drogas. Os resultados verificados no grupo de pacientes
estudado recomendam o delineamento de estudos adicionais das alteracdes
morfo-funcionais da barreira intestinal em pacientes com tuberculose e em
diversas situagdes clinicas associadas a doenga bem a completa avaliagdo da

biodisponibilidade das drogas antimicobacterianas.
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CONCLUSOES

1- Foram constatadas evidentes alteracbes na permeabilidade
intestinal em pacientes com tuberculose pulmonar ativa, avaliados através do
teste de lactulose / manitol no Hospital de Maracanau. Os resultados observados
sugerem uma intensa reducéo na area de absorcao e lesdo da mucosa intestinal

nos individuos estudados.

2- A deteccao de lactoferrina e de citocinas inflamatorias, IL-1 e IL-8
nas fezes sinalizam para a existéncia de processo inflamatério intestinal no
grupo de pacientes estudados sem entretanto, ter qualquer associagao
significativa com a presencga de parasitoses.

O comprometimento do estado nutricional e o alcoolismo foram
observacoes freqlentes, o que provavelmente contribui para a instalacdo das
alteracbes intestinais. Foi considerado baixo o percentual de infestacdo

parasitaria no grupo de pacientes estudados.

3- Observou-se redugdo na Dbiodisponibilidade das drogas
antituberculose inferida através da concentragao sérica 2-horas da rifampicina e

isoniazida.

4- Foi considerado alto o percentual de cepas de M. tuberculosis
resistentes a drogas antituberculose em cultura de escarro entre os pacientes
estudados. Nao foi possivel fazer associagdes entre o perfil de sensibilidade das
amostras bacilares com os niveis séricos das drogas antituberculose.

Os dados das preparagbes de DNA extraidos de cultura de
amostras clinicas de pacientes, analisados através da a técnica do RFLP,
mostraram o polimorfismo das cepas e a presenga de dois clones entre

pacientes sem correlagao epidemiologica aparente.
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ANEXO A
FICHA DE PROTOCOLO CLINICO

NOME: FICHA n° REG.:
IDADE: SEXO: DATA INICIO TRAT
TRATAMENTO O 1 02 O30U+ ESQUEMA

1 BACILOSCOPIA + [l CULTURA +
TESTE SENSIBILIDADE [INAO I SIM RESIST R [ H [JPZA

PROCEDENCIA  [1ZONA RURAL 1 ZONA URBANA [0 S/ NFOR

RENDA 0 <1Sm [02>R>1Sm O >2Sm [ S/ INFOR

INSTRUCAO JANALF [11'GRAU  [12'GRAU [13°GRAU > ]S/ INFOR

USO DE FUMO 7 NAO [0 SIM  [J LEVE [l MODERADO [] PESADO

USO DE ALCOOL [ NAO [1 SIM  [1 OCASIONAL [1 FSEM ] DIARIO

USO DE OUTRAS DROGAS 7 NAO [ SIM QUAL

SOROLOGIAP/HIV (1 NEGATIVA 1 NAO REALIZADO

PESO HABITUAL PESO ATUAL ALTURA
INDICE DE MASSA CORPORAL _ AGS

CIRCUNFERENCA DA PARTE MEDIA SUPERIOR DO BRACO
ESPESSURA PREGA TRICIPITAL PREGA SUBESCAPULAR____

TESTE DA PERMEABILIDADE INTESTINAL

INICIO : FINAL : VOL URINA:

TX LACTULOSE : TX MANITOL : RELACAO L /M

BIODISPONIBILIDADE DROGAS ANTITUBERCULOSE

Droga Cmax 2 horas (pg/mL) Faixa terapéutica (pg/mL)

Isoniazida 3.0-5.0

Rifampicina 8.0-24.0
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado a participar de um projeto de pesquisa. Sua
participacéo é importante, porém, vocé nao deve participar contra a sua vontade.
Leia atentamente as informagdes abaixo e faga qualquer pergunta que desejar

para que toda os procedimentos desta pesquisa sejam esclarecidos.

Responsaveis: Dra Valeria Goes Ferreira Pinheiro, Dra Helena Serra Azul

Monteiro , Dr Aldo Angelo Moreira Lima.

O abaixo-assinado (Nome, idade, n° do prontuario e unidade de
atendimento), declara que € de livre e espontanea vontade que esta participando
como voluntario do projeto de pesquisa supra-citado, de responsabilidade dos
médicos Valeria Goes Ferreira Pinheiro,. Dra Helena Serra Azul Monteiro, Dr

Aldo Angelo Moreira Lima.

O abaixo-assinado esta ciente que:

i - O objetivo da pesquisa é analisar a FISIOLOGIA INTESTINAL E
REPERCUSSOES SOBRE A ABSORCAO DE DROGAS

ANTITUBERCULOSE em pacientes com Tuberculose Pulmonar

i - Nao podera fazer uso de alcool durante no dia do estudo nem no anterior.

Em caso de qualquer duvida, sera esclarecido pelos responsaveis da pesquisa.
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iii - Durante o estudo, vocé sera acompanhado por 8 horas, Sera inicialmente
coletada 1 amostra de sangue de 8 mL através de butterfly heparinizado. Logo
depois, administrado em jejum, pela boca em dose unica, 20 mL de uma solug¢ao
contendo 2 tipos de agucares de prova (5 g de lactulose e 1 g de manitol
dissolvidos em agua). Em seguida sera administrada a dose de medicagcao
antituberculose conforme o seu peso. Sua urina sera colhida durante 5 horas e
enviada posteriormente ao Laboratorio para a dosagem desses agucares.

Apds 2 horas nova amostra de sangue sera colhida. As amostras de

sangue serao destinadas aos seguintes exames:

A) Analise hematologica: hemoglobina, hematdcrito, contagem total e

diferencial de leucdcitos, contagem de plaquetas.

B) Analise Bioquimica: uréia, creatinina, bilirrubina total, proteina total,
albumina, globulinas, glicose em jejum, fosfatase alcalina, SGOT, SGTP, tempo
de protombina.

C) Analise Imunoldgica: citocinas IL-1 e IL-8

D) Analise Sorologica para: HIV.e

E) Dosagem dos medicamentos no sangue

Amostras de fezes deverdo ser colhidas para identificagdo de agentes
patogénicos outras substancias, tipos celulares ou enzimas que interessam a
pesquisa. Amostras de seu escarro serao enviadas ao Laboratério Central para
exame de cultura e teste de sensibilidade do bacilo aos medicamentos da
tuberculose. Sua urina sera testada para a dosagem de agucares que vocé

ingeriu.

iv - A administracdo oral de 20 mL de uma solugdo contendo esses 2 tipos de
agucares (de lactulose e de manitol), ndo costuma ter efeito colateral . Mas
deve ser lembrado que a administracdo de qualquer substancia pode causar

reagdes imprevisiveis.

v — A sua participagdo neste estudo ndo tem objetivo de se submeter a um

tratamento terapéutico.
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Vi. - Obteve todas as informacbdes necessarias para poder decidir

conscientemente sobre a participagao no referido estudo.

viii - Tem a liberdade de desistir ou interromper a participacdo neste estudo no
momento que desejar, sem necessidade de qualquer explicagdo e sem que isto

venha interferir no seu atendimento médico desta Instituicao.

ix - A sua desisténcia ndo causara prejuizo ao seu atendimento, cuidado e
tratamento pela equipe do Programa de Controle da Tuberculose da sua
Unidade de Saude.

X — Sua identidade, bem como os resultados obtidos durante este estudo seréo
mantidos em sigilo, para qualquer pessoa alheia a pesquisa ou por ocasiao da
exposicao e/ou publicacido dos resultados.

xi — N&o recebera qualquer pagamento por sua livre participagao nesse estudo

Fortaleza,

Assinatura do voluntario

Dra Valeria Gées Ferreira Pinheiro — 278 6211
Dra Helena Serra Azul Monteiro - 2888437
Dr Aldo Angelo Moreira Lima. -2888437
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ANEXO C

Universidade Federal do Ceara
Comité de Etica em Pesquisa

Of. N°241/2001 Fortaleza, 28 de setembro de 2001
Protocolo n® 134/01

Pesquisador responsavel: Dra. Valéria Goes

Dept®./Servigo: Departamento de Medicina Clinica/UFC

Titulo do Projeto: “Estudo da fisiologia intestinal em pacientes com tuberculose
pulmonar ativa repercussdes sobre absor¢do de drogas antituberculose”

Levamos ao conhecimento de V.S*. que o Comité de Etica em Pesquisa e
do Complexo Hospitalar da Universidade Federal do Ceara — COMEPE, dentro
das normas que regulamentam a pesquisa em seres humanos, do Conselho
Nacional de Satide — Ministério da Satde, Resolu¢do n°196 de 10 de outubro de
1996 e Resolugdo n° 251 de 07 de agosto de 1997, publicadas no Diério Oficial,
em 16 de outubro de 1996 e 23 de setembro de 1997, respectivamente, aprovou o
projeto supracitado na reunido do dia 27 de setembro de 2001.

Atenciosamente,

Dra. Mirian Parente Monteir
Coordenadora Adjunta do Comné
de Etica em Pesquisa
CUMEI‘B’HUW(‘I'UFC
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