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RESUMO

Os polimorfismos no gene ABCBI que codifica uma glicoproteina P transmembranar (P-gp)
com fun¢do de bomba de efluxo de farmaco, tem sido amplamente estudado na resisténcia aos
farmacos antineoplasicos substratos de P-gp. Esses polimorfismos influenciam na atividade e
expressao da P-gp alterando a biodisponibilidade de farmacos. A resisténcia aos
medicamentos para o tratamento da tuberculose (TB) tornou-se um problema de sadde publica
mundial representando um desafio para o controle efetivo da TB. O esquema de primeira
linha para o tratamento da TB inclui a rifampicina e o etambutol, firmacos substrato da P-gp,
assim, pressupomos que a resisténcia do hospedeiro aos fairmacos de primeira linha anti-TB
poderia ser explicada pelas alteracOes nas concentragdes intracelulares das drogas, devido aos
polimorfismos do gene ABCBI podendo estarem associados ou ndo a outros fatores de risco.
De acordo com o resultado da cultura e teste de sensibilidade a antibidticos foram analisados
218 pacientes, 80 com resisténcia a rifampicina e/ou etambutol associados ou ndo a outros
farmacos de primeira linha anti-TB, formaram o grupo de casos e 138 pacientes, o grupo
controle. As frequéncias do gendtipo/alelo/haplotipo nos loci ¢.1236C> T (rs1128503),
c.2677G> T/A (rs2032582) e c.3435C>T (rs1045642) foram determinadas pela técnica de
sequenciamento direto e polimorfismo de comprimento de fragmento de restricio (RFLP).
Um nomograma foi construido para representar o conjunto das varidveis combinadas que
definem a previsdo de resisténcia aos farmacos anti-TB. Os resultados mostraram que, o
genotipo CT (rs1128503) [p=0,02], a forma clinica pulmonar (p= 0,03), o tratamento prévio
da tuberculose (p=0,01) e a cor da pele ndo-branca (p = 0,03), prevé a chance de 90% para a
TB-resistente. A resisténcia ao etambutol estd associada ao alelo raro "A" (rs2032582) (OR:
12,91 p= 0,01) a qualquer haplotipo contendo esse alelo (OR: 7,17 p= 0,04) e ao haplétipo
TTC (OR: 5,83, p= 0,05). Sendo assim, a implementacdo da genotipagem de ABCBI na
pratica clinica e o uso do nomograma construido poderiam contribuir para reduc¢do da

tuberculose-resistente.



ABSTRACT

Polymorphism in ABCBI gene encoding P-glycoprotein, a transmembrane drug efflux pump,
contributes to drug resistance and have been widely studied, however, their association with
rifampicin and ethambutol resistance in tuberculosis patients are still unclear.
Genotype/allele/haplotype frequencies in ¢.1236C>T (rs1128503), c¢.2677G>T/A (rs2032582)
and ¢.3435C>T (rs1045642) were obtained from 218 patients, of these, 80 patients with
rifampicin and/or ethambutol resistance were selected as case group and 138 control-group
through the result of their culture and drugs sensitive test. Patients aging <18 years old and
HIV positive serologic test were excluded. The ABCBI polymorphisms were determined
using a polymerase chain reaction, direct sequencing approach and restriction fragment length
polymorphism. A nomogram was constructed to simulate a combined prediction of
probability to anti-tuberculosis drug resistance, genotype c.1236C> T (rs1128503) (p= 0.02),
clinical form (p= 0.03), previous treatment (p=0.01) and skin color (p = 0.03), have a chance
of up to 90% of developing anti-tuberculosis drug resistance. Considering genotype analyzes,
CT (rs1128503) demonstrated an increased chance to anti-tuberculosis drugs resistance (odds
ratio: 2.34, p= 0.02), while the analyses for ethambutol resistance revealed an association of
rare allele “A” (rs2032582) (odds ratio: 12.91, p=0.01), the haplotype TTC (odds ratio: 5.83,
p= 0.05) and any haplotype containing the rare allele “A” (odds ratio: 7.17, p=0.04). The
ABCBI gene polymorphisms in association with others risk factors contribute to anti-
tuberculosis drugs resistance mainly ethambutol. The use of the nomogram described in this

study could contribute to the clinical decision before starting tuberculosis treatment.
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1.INTRODUCAO

A maioria dos farmacos atua a partir da interagdo com proteinas transportadoras
ou enzimas do metabolismo as quais determinam a absorcdo, distribuicdo, excregao,
chegada ao sitio de acdo e a resposta farmacoldgica (MANCINELLI; CRONIN;
SADEE, 2000).

Numa determinada populacdo, respostas imprevistas a medicamentos podem
ocorrer devido as peculiaridades farmacocinéticas ou farmacodinamicas, decorrentes de

um polimorfismo genético METZGER; SOUZA-COSTA; TANUS-SANTOS, 2006).

A resisténcia do Mycobacterium tuberculosis aos esquemas terapéuticos em uso
vem se tornando cada vez mais frequente, representando a maior ameaga a efetividade
da terapia. Isso torna o tratamento mais longo e consequentemente mais dispendioso.
Por serem mais téxicas, as drogas de segunda linha causam efeitos secunddrios mais

intensos ao paciente (MINISTERIO DA SAUDE, 201 1).

Sugerindo-se que o fendmeno de resisténcia seja gerado basicamente por
tratamentos anteriores mal conduzidos, porém sabe-se que a questdo é mais ampla e
complexa, uma vez que pacientes tratados com as mesmas drogas apresentam
variabilidade de resposta e de susceptibilidade a toxicidade medicamentosa

(METZGER; SOUZA-COSTA; TANUS-SANTOS, 2006).

Os principais fatores que levam a resisténcia simultanea a vérias drogas sdo:
expulsdo da droga apds ela ter penetrado na membrana plasmética através de bombas de
efluxo, captacdo reduzida, alteracdo nas enzimas-alvo, alteracdo do metabolismo da
droga, aumento na reparagdo do DNA ou ainda a falha dos mecanismos regulatdrios de
morte celular programada (apoptose). De todos esses mecanismos, um dos observados €
através das bombas de efluxo do hospedeiro, entre elas a Glicoproteina-P (P-gp)

(GODMAN & GILMAN. 2012)

Entre os transportadores mais bem conhecidos, destaca-se a P-gp, da
superfamilia de transportadores ABC, codificada pelo gene ABCBI situado no locus
792.1.1 do cromossomo 7 humano (GODMAN & GILMAN, 2012). A P-gp esta
envolvida na resisténcia a drogas apresentada por células tumorais (D et al., 2000).
Estudos “in vitro” com células transformadas detectaram um fendtipo de resisténcia
multipla a drogas frequentemente associado com expressdes exarcebadas de P-gp

(SIEGSMUND et al., 2002). Igualmente, evidéncias indicam que variagdes na atividade
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e expressao da P-gp podem reduzir ou aumentar a biodisponibilidade de farmacos
(HOFFMEYER et al., 2000). Pelo seu histérico, o gene ABCBI poderia ser um
marcador genético humano envolvido na ocorréncia de casos de resisténcia aos
farmacos anti-TB. Uma vez que R e E farmacos utilizados para o tratamento da TB, sao
substratos de P-gp, supdem-se que modificacbes na atividade/expressdo nos
transportadores de efluxo poderiam resultar em alteracdes nas concentragdes

intracelulares de drogas fazendo com que a dose terapéutica ndo seja adequada.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mycobacterium tuberculosis

O género Mycobacterium é o unico da familia Mycobacteriaceae, compreende
mais de 100 espécies e estd relacionado a outros géneros que possuem acidos micolicos
em sua parede celular, como: Nocardia, Rhodococcus, Gordonae e Tsukamurella.
A espécie tipo do género € o Mycobacterium tuberculosis, identificado por Robert Koch
em 1882. Esta espécie juntamente com as espécies M. bovis (incluindo M.
bovis BCG), M. africanum e M. microtti e as subespécies M. tuberculosis subs. canetti
e M. tuberculosis subs. caprae, constituem o Complexo M. tuberculosis, que sao
geneticamente proximos apresentando mais de 95% de homologia DNA-DNA. Estudos
recentes que analisaram o genoma das diferentes espécies demonstraram que M.

tuberculosis tem regides genéticas que foram perdidas nos outros membros do

Complexo (COELHO; MARQUES, 2006).

O Complexo M. tuberculosis pode ser diferenciado das outras micobactérias pela
presenca de sequéncias genéticas IS6110, IS1081 e mpb 70 e pela auséncia de:
pigmentacdo das colonias, crescimento na presenga de 500g/ml p-nitrobenzoato,
crescimento em concentracdo de 5% cloreto de sddio, crescimento a 45°C, catalase
termoestdvel e arilsulfatase. Algumas caracteristicas do M.tuberculosis explicam
aspectos da histéria natural da tuberculose, como por exemplo, ser um parasita
intracelular facultativo e por isso capaz de sobreviver e se multiplicar no interior de
células fagocitdrias e ser resistente a acdo de agentes quimicos e sensivel a acdo de
agentes fisicos como o calor e a radiacdo ultravioleta, mas ndo ao congelamento e a
dessecacdo. Tem tempo de geracao longo entre 14 a 20 horas podendo entrar em estado

de dorméncia, no qual sobrevivem sem se dividir (reservatério para reativacdo da
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doenca). As bactérias do Complexo M. tuberculosis t€tm sua estrutura bacilar
apresentando-se como bacilos medindo 0,2 a 0,6mm de diametro e 1 a 10mm de
comprimento. S3o imoéveis, ndo esporulados, ndo capsulados, aerébios estritos e sua
faixa de temperatura 6tima de crescimento € 35-37°C. Uma caracteristica importante € o
agrupamento dos bacilos formando ramos alongados e tortuosos, conhecidos como
cordas (a presenca de ésteres de trealose - dimicolato de 6,6'-trealose - caracterizam o
fator corda). A observacdo de cordas ao exame microscopico (baciloscopia) € uma
indicacdo de que se trata de bactéria do Complexo M. tuberculosis. A morfologia das
coldnias tem aspecto seco, rugoso, acamurcado, sem producdo de pigmento,
apresentando-se com colora¢do creme no crescimento em meio Lowenstein-Jensen (Fig.

1) (PEYFFER, 2015).

Figura 1. Mycobacterium tuberculosis: coloracio de Ziehl-Neelsen evidenciando disposicao de
crescimento em cadeias paralelas formando cordoes (expressao do fator corda).

2.1.1 Tuberculose

A tuberculose (TB) ¢é uma doenga infectocontagiosa causada pelo
Mycobacterium tuberculosis que pode acometer varios 6rgios e/ou sistemas do corpo
humano. A apresentacdo da TB na forma clinica pulmonar é a mais frequente e
importante na disseminada da infec¢do, pois € essa que quando bacilifera é a
responsavel pela manutencio da cadeia de transmissdo da doenga (SECRETARIA DA
SAUDE).
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Anualmente sio notificados cerca de 6 milhdes de novos casos de TB em todo o
mundo, levando mais de um milhdo de pessoas a 6bito. O surgimento da Sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (do inglés aids) e o aparecimento de tuberculose resistente
aos medicamentos agravam ainda mais esse cendrio (PROGRAMA MUNICIPAL DE
CONTROLE DA TUBERCULOSE E HANSENIASE, 2016).

No Brasil, a TB € sério problema da satde publica, com profundas raizes sociais.
A cada ano, sdo notificados aproximadamente 70 mil casos novos e ocorrem 4,6 mil
mortes em decorréncia da doenca. O Brasil ocupa o 17° lugar entre os 22 paises
responsdveis por 80% do total de casos de TB no mundo (PORTAL DA SAUDE,
2016). E a doenca infecciosa que mais mata no mundo, superando as mortes causadas
pela maldria e o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) juntos. Em 2014 estimou-se
em 480 mil casos de TB-MDR (PROGRAMA NACIONAL DE CONTROLE DA
TUBERCULOSE, 2016).

Em 2009, o Programa Nacional de Controle da Tuberculose, juntamente com o
seu comité técnico assessor, reviu o sistema de tratamento da TB no Brasil. Com base
nos resultados preliminares do II Inquérito Nacional de Resisténcia aos Medicamentos
anti-TB, que mostrou aumento da resisténcia primdria a isoniazida (de 4,4% para 6,0%)
e introduz o etambutol como quarto firmaco na fase intensiva de tratamento (dois

primeiros meses) do Esquema bdsico.

Portanto, no Brasil, o esquema de tratamento inicial para TB, implantado desde
2009, consiste no uso de rifampicina, isoniazida e pirazinamida e etambutol por dois
meses, seguidos de rifampicina e isoziniazida por mais quatro meses (Esquema bdésico),
totalizando seis meses de tratamento (Tabela 1). E indicado para todos os casos de TB
pulmonar ou extrapulmonar (exceto meningite) sem tratamento prévio, em terapéutica
parcial ou interrompida (menos de 30 dias) ou tratamento hd mais de cinco anos,
quando o teste do Xpert MTB-RIF nao esta disponivel ou foi negativo para resisténcia a

rifampicina. (SIQUEIRA et al., 2010).
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Tabela 1. Esquema biasico para adultos e adolescentes.

Regime Farmaco Faixa de peso Unidades/dose Duracdo (meses)
RHZE 20035 kg 2 comprimidos
2RHZE 15077 5/400/27 5 36a50kg 3 comprimidos 5

F. S M 2 P ) )
ase intensiva comprimido em dose

fixa combinada =50 kg 4 comprimidos
RH 20a35kg 1 capsula 300/200
4_“_“ . - 300/200 ou 1504100 36a50 kg 1 cidps 3007200 + 1 cdp 150/ 100 !
Fase de manutengio
cdpsula =50 kg 2 cdpsulas 300/200

Fonte: Programa Nacional de Controle da Tuberculose do Ministério da Salde
R: Rifampicina; H: Isoniazida; 7: Pirazinamida; E: Etambutol

Em pacientes com evolugdo clinica inicial ndo satisfatéria e TB extrapulmonar,
como meningoencefalite, o tempo de tratamento poderd ser prolongado, na sua 2° fase,
por mais trés meses, totalizando nove meses. Para todos os casos soropositivos, casos de
retratamentos, € solicitada cultura, identificacdo e teste de sensibilidade, iniciando-se o
tratamento com o etambutol, até obter-se o resultado do TSA. (MANUAL DE
RECOMENDACOES TB, 2011)

O esquema bdsico da TB dura no minimo seis meses e, nesse periodo o
estabelecimento de vinculo entre o profissional de satde e o paciente € fundamental
para que haja adesdo ao tratamento e assim reduzir as chances de abandono para se
alcancar a cura. Para melhorar a adesdo e o resultado terapéutico, o paciente deve ser
orientado, de forma clara, quanto as caracteristicas da tuberculose e do tratamento a que
serd submetido: medicamentos, duracdo e regime de tratamento, beneficios do uso
regular dos medicamentos, possiveis consequéncias do uso irregular dos mesmos e
eventos adversos (PORTAL DA SAUDE, 2016). Logo nas primeiras semanas de
tratamento o paciente se sente melhor e, por isso, precisa ser orientado pelo profissional
de satide a realizar o tratamento até o final, independente da regressio dos sintomas. E
importante lembrar que tratamento irregular pode complicar a doenca e resultar no

desenvolvimento de cepas resistentes aos farmacos ja em uso (PORTAL DA SAUDE,

2016).

O teste molecular, Xpert MTB-RIF, introduzido na rede publica em 2011,
apresenta grau de sensibilidade e de especificidade compardveis aos testes tradicionais,
tendo a vantagem de fornecer resultado mais rdpido e com a informagao adicional de
resisténcia a rifampicina. (BOEHME et al., 2010), diagnosticando rapidamente a
tuberculose resistente a0 menos a um farmaco, com grandes chances de ser um caso de
TB-MDR. E considerado “caso novo” ou sem tratamento anterior os pacientes que

nunca se submeteram a quimioterapia anti-TB ou o fizeram por menos de 30 dias ou ha
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mais de cinco anos. Por esses critérios é importante verificar insistentemente com o
paciente e seus familiares, se ndao houve tratamento prévio, superior a 30 dias (JR E DA,

2004).

Define-se como retratamento ou com tratamento anterior, pessoa jd tratada para
TB por mais de 30 dias que necessite de novo tratamento por recidiva apds cura ou
retorno apds abandono. Nestes casos, o paciente que retorna ao sistema apds abandono
deve ter sua doenca confirmada por nova investigacdo diagndstica por baciloscopia,
devendo ser solicitada cultura, identificacdo e teste de sensibilidade, antes da

reintroducdo do tratamento anti-TB bésico (JR E DA, 2004).

Considera-se caso de abandono, o doente que apds iniciado o tratamento para
tuberculose, deixou de comparecer a unidade de saide por mais de 30 dias

consecutivos, apos a data aprazada para seu retorno (JR E DA, 2004).

Considera-se caso de recidiva, o doente com tuberculose em atividade que ja se
tratou anteriormente e recebeu alta por cura, desde que a data da cura e a data do
diagnéstico de recidiva ndo ultrapasse cinco anos. Se esse intervalo exceder cinco anos,
o caso € considerado como “caso novo” e o tratamento preconizado é o esquema basico

(JR E DA, 2004).

Entende-se por faléncia a persisténcia da positividade do escarro ao final do
tratamento. Sao também classificados como casos de faléncia aqueles que, no inicio do
tratamento, sdo fortemente positivos (++ ou +++) € mant€ém essa situagdo até o quarto
més ou aqueles com positividade inicial seguida de negativagdo e nova positividade por
dois meses consecutivos, a partir do quarto més de tratamento (JR E DA, 2004). O
aparecimento de poucos bacilos no exame direto do escarro, na altura do 5.° ou 6.° més,
isoladamente, ndo significa, necessariamente, faléncia do esquema, em especial se
acompanhado de melhora clinico-radiolégica. Nesse caso, o paciente serd seguido com

exames bacteriolégicos. (MANUAL DE RECOMENDACOES TB, 2011)

Em 1993, a TB passou a ser reconhecida, pela Organizagdo Mundial da Sadde
(OMS), como uma emergéncia global. Ela foi inserida nas politicas de saude
internacionais quando foi definida a meta de reduzir e parar o coeficiente de incidéncia
da doenca a partir de 1990 até 2015. Essa meta foi contemplada nos oito Objetivos de
Desenvolvimento do Milénio (ODM) da Organizacdo das Nagdes Unidas (ONU).

Adicionalmente, a OMS divulgou, em 2006, a Estratégia Stop TB, que visava fortalecer
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a Estratégia Directly Observed Treatment ShortCourse (DOTS) e reduzir em 50%, até
2015, os coeficientes de prevaléncia e de mortalidade por TB em relacdio ao ano de

1990.

O DOTS foi proposto em 1993, no intuito de atingir 85% de sucesso de
tratamento e detectar ao menos 70% dos casos de TB. Esta estratégia é composta por
cinco elementos: compromisso dos governos ao suporte financeiro das atividades de
controle da TB; deteccdo de casos por baciloscopia de escarro entre pacientes
sintomdticos que se apresentam espontaneamente ao servi¢co de saude; suprimento
regular de todos os medicamentos essenciais anti-TB; sistema padronizado de registro e
notificacdo que permita conclusdes seguras sobre os resultados do tratamento para cada
paciente e do controle do programa de forma geral; e por dltimo, regime de tratamento
padronizado de seis a oito meses para todos os casos confirmados a partir de
baciloscopias, com tratamento supervisionado pelo menos nos dois meses iniciais

(VILLA et al., 2008).

Com o tratamento supervisionado o aumento da propor¢do de cura dos casos de
TB com baciloscopia positiva, vem sendo ampliado timidamente no estado do RJ,
atingindo 42,6% dos casos em tratamento, em 2012, segundo dados levantados no
SINAN, onde a taxa de cura neste ano foi de 65,7%, quando a meta preconizada é de
85%. A propor¢do de abandono, no ano de 2012, atingiu 13,8%, quando a meta
preconizada € de, no miximo, 5%. (BOLETIM TUBERCULOSE, 2014). Todos esses
fatores levaram a uma baixa taxa de cura e representam um grande desafio para o
controle da doencga.

A partir das estratégias expostas, o panorama mundial da TB se modificou. O
diagnostico eficaz e o tratamento da doenca salvaram, no mundo, 43 milhdes de vidas
no periodo de 2000 a 2014 e, em 2015, a prevaléncia estimada de tuberculose foi 42%
menor do que em 1990. Apesar disso, a doenga ainda se configura como uma
emergéncia global: estima-se que, em 2014, 9,6 milhdes de pessoas adoeceram com
tuberculose, das quais 12% eram HIV-positiva. Houve ainda a morte de 1,5 milhdo de
pessoas, sendo que 1,1 milhdo eram HIV-negativa (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO,
2016).

O sucesso do tratamento da TB leva a reducdo da transmissdao da doenga e,

portanto, o sucesso no tratamento € fundamental para o controle da doenga. A
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identificacdo de fatores que possam interferir com esse sucesso ¢ de grande utilidade na

melhoria de desfechos (AMANTE E AHEMED, 2015).
2.1.2 Resisténcia ao tratamento da TB

A incidéncia de casos de TB com resisténcia bacilar, por pressdo seletiva de um
ou mais medicamentos anti-TB, tem sido relatada desde a introdugdo das primeiras
quimioterapias, na década de 40. A emergéncia das formas multirresistentes seguiu-se
ao uso amplo da rifampicina a partir da década de 70, somando-se a resisténcia a
isoniazida (TB-MDR) (ROCHA et al. 2008). O nimero de casos confirmados de
TBMR no Brasil notificados a OMS foi de 8,9 mil sendo 1,4 mil casos novos e 7,5 mil

casos de retratamento (OMS, 2015).

Os paises que conquistaram um efetivo controle da TB, com base no
desenvolvimento social e ampla cobertura quimioterdpica, selecionaram cepas do
Mycobacterium tuberculosis resistentes a estreptomicina e isoniazida, os dois dos
principais medicamentos utilizados nos esquemas terapéuticos na década de 60, antes da
incorporagdo da rifampicina. A maior expectativa de vida, aliada a imunodepressao,
favoreceu a reativacdo da TB entre os idosos infectados, com bacilos resistentes a
estreptomicina e isoniazida. Tal fato possibilitou o surgimento de cepas resistentes a
dupla rifampicina e isoniazida, na década de 80 quando a rifampicina passou a compor
o esquema de tratamento. Desse modo, a TB-MDR, nos paises desenvolvidos,
caracteriza-se por ser basicamente primdria, com transmissdo institucional, mais

frequente em pacientes infectados pelo HIV, além de casos oriundos de outros paises

pelos movimentos migratérios (ROCHA et al., 2008).

A resisténcia aos esquemas terapéuticos propostos vem se tornando cada vez
mais frequente, representando a maior ameaca a efetividade do controle da TB. Isso
torna o tratamento mais longo e consequentemente mais dispendioso, trazendo efeitos
secunddrios mais intensos ao paciente. Para todos os casos de retratamentos € solicitada
cultura, identificacdo e teste de sensibilidade, iniciando-se o tratamento com o Esquema
bésico, até obter-se o resultado desses exames (MANUAL DE RECOMENDACOES
TB, 2011) (Tabela 2).

No Brasil, utiliza-se a classificagdio da TBMR de acordo com o tipo de
resisténcia bacilar, quando é no minimo resistente a rifampicina e isoniazida. Assim,

essa doencga pode ser considerada primdria ou inicial - quando o doente é contaminado
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por bacilos multirresistentes; ou pode ser adquirida ou pés-primadria, situacdo em que 0s
sujeitos ja passaram por tratamento para TB por pelo menos trinta dias (MANUAL DE
RECOMENDACOES TB, 2011).

Em casos mais graves, o bacilo pode apresentar resisténcia as fluoroquinolonas e
também as drogas injetdveis de segunda linha (estreptomicina, canamicina e amicacina),
configurando a denominada tuberculose extensivamente resistente ou XDRTB (do
inglés, Extensively Drug-Resistant Tuberculosis), que em 2011 tiveram seus primeiros

casos na Bahia (MANUAL DE RECOMENDACOES TB, 2011).

No Brasil, a maior parte dos casos de TBMR € pds-primdria ou adquirida, nao
relacionada a coinfecccdo por HIV ou a surtos institucionais, parece ser o resultado da
irregularidade e do abandono do tratamento. Ressalta-se que os regimes terapéuticos sao
ambulatoriais e, até o final da década de 90, quase totalmente auto-administrados

(ROCHA et al., 2008).

A resisténcia as drogas antituberculose pode ser resultado do uso impréprio dos
antibidticos empregados e estd relacionada com diversos fatores, entre eles: a
administracdo de regimes de tratamento inadequados (prescri¢des inadequadas, uso
incorreto e irregularidade na composi¢cdo das medicacdes), a falta de adesdo do doente
ao tratamento, absorc¢ao intestinal deficiente, falta de suspeita pelo médico de resisténcia
primdria devido a falhas no seguimento dos casos sensiveis ou falta ou falha na provisao

e distribui¢do dos medicamentos padronizados (BALLESTERO et al., 2014).
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REGIME DROGAS DOSES POR PESO MESES
Até 20kg | 21kga3Skg | 36kg a S0kg = 50kg
Estreptomicina [ 20mg/kg/dia| 500mg/dia | 750mg/dia- | 1000mg/dia
1000mg/dia
Etambutol 25mg/kg/dia| 400mgidia- | 800mg/dia- | 1200mg/dia
§00mg/dia 1200mg
258ELZT Levofloxacina | 10mg/kg/dia| 250mgfdia- | 500mgidia- | 750myg/dia 2
Fase Intensiva 500mg/dia T50mg/dia
1 eta
e Prrazinamida | 35mg/kg/dia| 1000mg/dia | 1500mg/dia | 1500mg/dia
Terzdona | 20mgfkgldia| 500mg/dia T50mgfdia | 750mg/dia -
1000mg/dia
453ELZLT Estreptomicina [ 20mg/kg/dia| 300mg/dia | 750mg/dia- | 1000mg/dia
Fase Intensiva 1000mg/dia
2% ota Etambutol 25mg/kg/dia| 400mgidia - | 800mgfdia- | 1200mg/dia
= clapd R00mg/dia 1200mg
Levofloxacina | 10mg'kg/dia| 250mgfdia - | 500mg/dia- | 750mg/dia
500mg/dia T50mgfdia 4
Prrazinarmda | 35mg/kg/dia| 1000mg/dia 1500mgfdia | 1500mg/dia
Terzmdona | 20mgkg/dia| 500mg/dia T50mgfdia | 750mg/dia -
1000mg/dia
12 ELT Etambutol 25mglkg/dia| 400mg/dia- | B00mgidia- | 1200mg/dia
Fase de g00mg/dia 1200mg/dia
Manutenc3o "y ofloxacina | 10mg/kg/dia| 250mg/dia- | 500mg/dia- | 750mg/dia 12
500mg/dia T50mgfdia -
Tertzidona 2W0mgkg/dial 5W0mgldia T50mgldia | 750mgfdia -
1000mg/dia

Tabela 2. Esquema de tratamento para TBMR segundo o Manual de Recomendacoées para o
Controle da Tuberculose — Secretaria de Vigilancia em Satide/ Ministério da Satde, 2011.

Estudos realizados entre 2002 e 2006, os quais envolveram 90.000 pacientes em

81 paises, demonstraram um aumento da prevaléncia estimada de tuberculose resistente
(DR-TB, do inglés drugresistant-tuberculosis). Em 2005, ocorreram 500.000 casos
novos de TBMR no mundo, correspondendo a 5% do niimero total de casos de
tuberculose. No mesmo ano, a prevaléncia de TBMR primaria foi de 2,9% (variagao,
2,2-3,6%), enquanto a de TBMR adquirida foi de 15,3% (variacdo, 9,6-21,1%),
respectivamente. Em 1996, foi realizado no Brasil o I Inquérito Nacional de Resisténcia
aos Farmacos Antituberculose. Os participantes foram recrutados em 13 unidades de
saiude de todo o pais, e aproximadamente 6.000 cepas de MTB foram identificadas. As
taxas de prevaléncia de TBMR priméria e adquirida foram de 1.1% e 7.9%,
respectivamente. No Sul do Brasil, as taxas de prevaléncia de TBMR primdria e
adquirida (0,8% e 5,8%, respectivamente) foram menores do que a prevaléncia nacional

(MICHELETTI et al., 2014).
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Em 2009, resultados preliminares do segundo inquérito de resisténcia aos
medicamentos anti-TB evidenciaram o aumento da resisténcia primdria a isoniazida (de
4,4% para 6%). A partir disso, o pais incorporou o etambutol no esquema bdsico de
tratamento da tuberculose, qualificaram profissionais e iniciou a oferta dos
medicamentos em dose fixa combinada. As novas formulagdes permitiram uma redugao
na quantidade de comprimidos a ser ingerido diariamente, o que contribui para a adesdao

ao tratamento (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Avaliando-se os resultados de tratamento para os casos novos de tuberculose
multirresistente diagnosticados em 2012, observa-se que 58% curaram ou completaram
o tratamento, 6,3% apresentaram faléncia ao tratamento, 17,7% abandonaram, 10,6%
foram a 6bito, 6,1% ainda estdo em tratamento e 1,2% tiveram outros encerramentos. O
elevado numero de 6bitos e de abandonos evidencia que € complexo o manejo clinico
desses casos e que ainda sdo grandes os desafios para o controle da tuberculose

resistente no pais (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2014).

Em 2013, foram notificados e acompanhados no SITE-TB os seguintes casos:
148 casos novos de monorresisténcia; 50 de polirresisténcia 525 de multirresisténcia; 21
de resisténcia extensiva; 211 de micobacterioses ndo tuberculosas (MNT), além de 878
casos com indicacdo de uso de esquemas especiais em decorréncia de hepatopatias,
intolerancia grave, alergia medicamentosa, comorbidades, faléncia ao esquema badsico,

entre outros (BOLETIM EPIDEMIOLOGICO, 2014).

O Estado do Rio de Janeiro € o que apresenta o maior registro de casos de
tuberculose multirresistente no Brasil, concentrando cerca de 1/4 dos casos, no ano de

2011. (SECRETARIA DE SAUDE, 2011)

Num estudo em Porto Alegre em 2014, a resisténcia a pelo menos um farmaco
antituberculose e TBMDR foram observadas em 14,0% e 4,7% dos pacientes,
respectivamente. A resisténcia foi oito vezes maior nos pacientes com histéria de
tuberculose. Monorresisténcia a isoniazida foi mais frequente do que monorresisténcia a
rifampicina. As taxas de prevaléncia de TBMDR primdria e adquirida foram de 2,2% e
12,0%, respectivamente (MICHELETTI ez al., 2014). Sugerindo-se que o fendmeno de
TBMDR seja gerado, basicamente, por tratamentos anteriores irregulares (OMS, 2010,
TBMR — GUIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA, 2011). Porém, sabe-se que a
questdo € mais ampla e complexa, uma vez que pacientes tratados com as mais diversas

drogas apresentam variabilidade de resposta e de susceptibilidade a toxicidade
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medicamentosa  (METZGER;  SOUZA-COSTA; TANUS-SANTOS, 2006)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2011). Dentre as causas de variagdo na resposta individual
a mesma posologia de um farmaco podem-se destacar a idade, os fatores genéticos e

imunoldgicos, as enfermidades e a ocorréncia de interacOes entre principios ativos

(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

A variabilidade genética pode alterar tanto a farmacodinadmica, ou seja, a relacao
entre a dose administrada e os efeitos produzidos, como a farmacocinética, que
relaciona os eventos de absor¢do, distribui¢dao, metabolismo e excre¢ao da substancia a

sua concentragdo sisttmica (WEINSHILBOUM E WANG, 2006).
2.2 Transportadores de Membrana

As membranas celulares possuem uma camada lipidica dupla, que serve como
barreira para a maioria das moléculas polares. Sdo duas camadas de fosfolipideos com
os grupamentos apolares (hidrofébicos) voltados para dentro e os grupamentos polares
(hidrofilicos) voltados para fora. Inseridas na membrana, estio moléculas proteicas que
mantém a constancia do meio intracelular, em equilibrio com o meio extracelular.
Dentre estas proteinas presentes na membrana plasmadtica estdo os transportadores

transmembrana que estdo na estrutura da membrana celular, envolvendo as por¢des

extra, trans e intracelular (Figura2) (ALBERTS et
al.,2010).
Fluido extracelular
Proteina globular . . Carboidrato
Proteina canal Glicoproteina B Cab
(proteinasde b ]is
transporte) —

Bicamada
fosfolipidica
Colesterol )
Proteina integral foI;lﬁ?llecuidlla
Glicolipidio (proteinaglobular)  protefna de ipidica
Proteina periférica superficie Caudas hidrofobicas
Proteina alfa-hélice
(proteina integral)
Citoplasma

Figura2- Membrana Plasmatica com transportadores transmembrana.

Fonte: http://biologiaecia.com.br/envoltorios-celulares/
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As proteinas de transporte de membrana sdo responsdveis pela passagem de
diversas moléculas polares através da membrana plasmética, entre eles, ions, agucares,
aminodcidos, nucleotideos e metabdlitos celulares. Para que o transporte ocorra, a
proteina requer energia e entdo sofre mudancas conformacionais que possibilitam a
chegada da molécula do outro lado da membrana. Existe uma especificidade
demonstrada na década de 50 entre as moléculas e as proteinas que as transportam
(ALBERTS et al., 2010).

Embora muitos farmacos sejam lipofilicos o suficiente para atravessar
passivamente as membranas celulares, sabe-se, que muitos fairmacos também precisam
ser transportados ativamente para o interior das células. Esse fato possui consequéncias
significativas para a biodisponibilidade oral (transporte nos enterdcitos ou excrecao
ativa na luz intestinal), para o metabolismo hepdtico (transporte nos hepatdcitos para
metabolismo enzimatico e excrecdo na bile) e para a depuragdo renal (transporte nas
células tubulares proximais e excre¢do na luz tubular). Esses processos sio mediados

por diversas moléculas importantes (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

2.2.1 Familia de transportadores ABC

Os transportadores ABC (do inglés ATP binding cassete) sao uma das maiores
familias de proteinas, e estdo presentes em todos os organismos vivos, desde bactérias
até seres humanos. A caracteristica mais marcante é a sequéncia de 215 aminoécidos
altamente conservada. Os membros desta familia sdo proteinas transmembrana
(proteinas que atravessam a membrana celular, possuindo uma por¢do no interior da
célula e outra no exterior) capazes de realizar o influxo e efluxo de substratos através da

membrana celular, com gasto de energia. (GLAVINAS et al., 2004)

Essa familia de proteinas possuem dois sitios de ligacdo de ATP onde os
transportadores se ligam e/ou hidrolisam moléculas de ATP, obtendo desta forma a
energia necessdria para bombear compostos especificos para fora da célula, mesmo

contra o gradiente de concentragdo. (DEAN, 2009)

A estrutura bésica que define os membros desta familia de proteinas € a
combinacdo de dominios de ligagdo ATP conservados e transmembranares. Em
mamiferos, as proteinas ABC funcionalmente ativas consistem em quatro dominios

caracteristicos: dois dominios transmembranares (TMD) e dois dominios de ligacdo a
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nucleotideos (NBDs). Estes quatro dominios podem estar presentes dentro de uma
cadeia polipeptidica (transportadores cheios), ou dentro de duas proteinas separadas
(meio transportadores). (Figura 3). Neste ultimo caso, os transportadores ABC tornam-
se funcionalmente competentes apds dimerizacdo especifica os dominios que abrangem
a membrana formam o fundo estrutural chave da funcdo dos transportadores ABC. As
duas TMDs contém cadeias polipeptidicas que atravessam a membrana vérias vezes,
formando tipicamente seis hélices transmembranares por dominio, um total de doze

hélices num transportador completo (GLAVINAS et al., 2004).

As 12 hélices transmembranares provavelmente formam uma estrutura
semelhante a poros através da membrana, e através deste caminho uma gama de
diferentes substratos, podem ser transportados por estas proteinas. Acredita-se que as
alteracdes conformacionais dentro dos dominios TMD sejam responsdveis pelos estados

aberto ou fechado destas estruturas transmembranares. (GLAVINAS et al., 2004)

Um grande ndmero de genes codifica proteinas transportadoras e algumas
doencas humanas hereditdrias ocorrem devido a mutacdes que afetam o transporte

celular, o que refor¢a a importancia do assunto (ALBERTS et al., 2010).

Diversos transportadores de membrana que fazem o efluxo de drogas ja foram

descritos, porém a Glicoproteina-P (P-gp), ¢ uma das mais bem caracterizadas até o

momento. (AMBUDKAR et al., 2003; FROMM, 2004)

Figura 3. Modelo de Transportador ABC. (CUTHBERTSON; KOS; WHITFIELD, 2010)
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3 GENE ABCBI (MDRI)

Mecanismos das células conferem resisténcia a vérias drogas, conhecidos como
resisténcia a multiplas drogas (MDR) (GOTTESMAN E PASTAN, 1993). O fenétipo
MDR ¢ caracterizado como a capacidade das células resistirem a citotoxicidade de
drogas, sendo considerado o principal mecanismo de insucesso no tratamento de
tumores (GOTTESMAN; FOJO; BATES, 2002). Em seres humanos, ocorrem dois
subtipos de genes da familia MDR, denominados MDR1 e MDR?2, sendo que apenas o
MDRI confere o fenétipo de resisténcia. Na década de 80, o gene MDRI1 foi mapeado
na regidao do brago longo do cromossomo 7 (7q21.12) do genoma humano (NG et al.,

1989). (GenBank accession number: NT_007933)

Em 2000, Hoffmeyer et al. descreveram 15 SNPs para o gene ABCBI e hoje sao
conhecidos pelo menos 1279 SNPs neste gene, sendo 50 deles na regido codificadora
(FUNG E GOTTESMAN, 2009). Destes polimorfismos descritos, trés tem sido
especialmente estudados, sendo dois silenciosos c¢.1236C>T, ¢.3435C>T que nao
envolve a mudanca de aminodcido porém pode influenciar na estabilidade do RNA
mensageiro e na afinidade do substrato. E um polimorfismo que resultam duas distintas
mudancgas de aminodcido c.2677G>T/A (Ala893Ser/Thr). Entre os polimorfismos
descritos o que estd localizado no exon 21 (c.2677G>T) e no exon 26 (¢.3435C>T) sdo
frequentemente analisados em estudos farmacogenéticos e populacionais devido a sua
correlacdo com a mudanga de niveis de expressao e atividade da P-gp (HOFFMEYER
et al., 2000).(Figura 8) A associacdo entre os genétipos dos polimorfismos ABCBI
resultou em 18 possiveis haplétipos, 10 dos quais foram encontrados nos individuos
brasileiros de ascendéncia europeia. Os hapl86tipos mais encontrados foram
2677GT/3435CT (36.2%), seguido de GG/CC (15.9%), GG/CT (11.5%) e TT/TT
(10.1%), enquanto que a frequéncia GT/TT (7.3%), GT/CC (7.2%), GA/CC (4.4%),
GG/TT e TA/CT (2.9%), e TT/CT (1.5%) foram menores (RODRIGUES et al., 2005).
Individuos em homozigose para o alelo T em ambos os alelos apresentam menor
expressdo e atividade da P-gp do que individuos com outros genotipos

(EICHELBAUM; INGELMAN-SUNDBERG; EVANS, 2006)
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Figura 9. Localizacao dos polimorfismos no gene ABCB1

Estudos demonstraram que existe uma relacdo de desequilibrio de ligacdo entre
0os SNPs no exon 26 (3435C>T) e no exon 21 (2677G>T/A), sugerindo que diferencas
funcionais observadas na P-gp, inicialmente atribuidas ao SNP no exon 26 (sindnimo),
poderiam ser um resultado de uma associagdo com o polimorfismo no exon 21 (nao-
sindnimo) (KIM et al., 2001). Trés combinagdes comuns de haplétipos, encontradas em
mais de 70% dos individuos, foram relatadas em vdrios estudos, e parecem ser
observadas em todos os grupos étnicos com um forte desequilibrio de ligacdo entre os
exons 26 e 21. Também tem sido demonstrado que um SNP sindnimo no exon 12
(1236C>T) esta ligado ao dos exons 39 26 (3435C>T) e 21 (2677G>T/A). Da mesma
forma, quando possiveis combinag¢des genotipicas dos polimorfismos nos exons 26, 21 e
12 do MDRI1 foram analisados, em mais de 50% dos individuos estudados pareceu

existir um forte desequilibrio de ligacao (KIM et al., 2001).

3.1 Relevancia da Farmacogenética: Impacto do polimorfismo do gene

ABCBI (MDRI)

A farmacogenética consiste no estudo das variagbes no DNA humano
relacionadas com a toxicidade, eficdcia e resposta a fiarmacos com a proposta de
objetiva de aperfeicoar o tratamento através da personalizacdo terapéutica conforme as
diferencas nas caracteristicas genéticas individuais, de maneira a reduzir os efeitos
adversos e aumentar a eficdcia da resposta aos medicamentos (HUGHES, 1999;

BARROS, 2008)
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Devido a necessidade de elucidacdo das diferencas interindividuais para
melhorar a resposta medicamentosa, os estudos da farmacogenética vem crescendo a
cada dia. Entretanto além dos fatores genéticos, uma grande variedade de fatores
contribui para essas diferentes respostas, desde interacdo entre drogas, fatores
ambientais, idade, imunoldgicos, comorbidades e enzimas que estdo envolvidas com

transporte e metabolismo dos farmacos (LEE et al., 2005; RANG et al., 2015).

A variabilidade genética pode alterar tanto a farmacodindmica, ou seja, a relacao
entre a dose administrada e os efeitos produzidos, como a farmacocinética, que
relaciona os eventos de absor¢ao, distribuicdao, metabolismo e excrecdo da substancia a

sua concentracdo sistémica. (WEINSHILBOUM E WANG, 2006)
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Figura 7. Representacio dos fatores envolvidos com as diferentes formas interindividuais
de resposta a drogas. Adaptado de: Lee et al., 2005

O primeiro marco histérico relativo a farmacogenética foi em 510 AC por
Pitadgoras que descreveu a ocorréncia de intoxica¢do aguda em individuos que ingeriram
fava, que posteriormente foi caracterizada pela deficiéncia de Glicose-6-fostato
desidrogenase (GOPD). Em 1906, Archibald Garrod havia afirmado que variacdes
genéticas, por sua vez, podiam causar reacdes biolégicas negativas com determinadas

substancias quimicas. Ele também alegou que as enzimas sdo responsdveis pela
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desintoxicacdo de substancias estranhas, e as pessoas com falta destas enzimas

necessarias ndo sdo capazes de elimind-las do corpo (PIRMOHAMED, 2001).

O primeiro estudo farmacogenético foi conduzido em 1932, quando a
incapacidade para saborear um composto quimico conhecido como feniltiocarbamida
foi visto em conexdao com um trago autossdmico recessivo. Neste estudo, os individuos
com dois alelos recessivos ndo poderiam produzir a enzima que lhes permitiu o gosto
feniltiocarbamida quimicos. A deducdo demonstra como algumas substancias quimicas
reagem de maneira diferente devido a predisposicdes genéticas (PIRMOHAMED,
2001).

Nas décadas de 1940 e 1950, respostas varidveis de drogas em pessoas que
tomam diversos medicamentos preventivos foram notadas pela primeira vez. Durante a
segunda Guerra Mundial, alguns soldados comecaram a mostrar sintomas de anemia
apos receber doses de uma droga anti-maldria chamada primaquina. Estudos posteriores
demonstraram que a anemia foi provocada por uma deficiéncia genética da G6PD. Do
mesmo modo, alguns pacientes foram observados, e verificou-se que a deficiéncia de
certas enzimas levou a incapacidade de metabolizar essas drogas. Depois de estudar
estes casos, em 1957, Moltulsky percebeu que os tracos herdados ndo s6 poderiam
contribuir para provocar reagdes adversas, mas também determinar se os medicamentos

sdo realmente eficazes ou nio.

Price Evans et al., (1960) relataram a associagdo entre polimorfismos da enzima
N-acetiltransferase (NAT), metabolizacdo e toxicidade da isoniazida, usada no
tratamento da tuberculose. Em 1962, Werner Kalow, da Universidade de Toronto,
identifica as alteracOes genéticas responsdveis pela apnéia prolongada, interrup¢do
respiratoria, provocada em alguns pacientes tratados com o relaxante muscular

succinilcolina (PIRMOHAMED, 2001).

Juntamente com a conclusao do primeiro rascunho do genoma humano em 2000
(Consorcio Internacional do genoma humano), Sachidanandam et al., completaram um
mapa de variagdo de sequéncia do genoma humano contendo 1,42 milhdes de
polimorfismos de nucleotideo unico (PIRMOHAMED, 2001). Varia¢cdes na sequéncia
de DNA ocorrem na populacdo geral de forma estivel, sendo encontradas com
frequéncia de 1% ou superior, sdo denominados polimorfismos genéticos. As formas
mais comuns de polimorfismos genéticos sdo dele¢des, mutacdes e substituicdoes de

base unica, ou variacbes no ndmero de sequencias repetidas (VNTR), micro e
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minissatélites. O genoma humano possui cerca de 30.000 genes, com um total de 3,12
bilhdes de nucleotideos que apresentam mais de 2 milhdes de polimorfismos ocorrendo
na frequéncia de 1 para cada 1.250 pb (METZGER; SOUZA-COSTA; TANUS-
SANTOS, 2006).

Os polimorfismos de nucleotideo tnico (Figura 7) (PNUs ou SNPs, do inglés
Single Nucleotide Polymorphisms) sdo variacdes que ocorrem naturalmente em
qualquer grupo populacional e muitos deles ndo causam efeito nenhum. Porém, alguns
afetam a expressdo e funcdo de proteinas, resultando em fendtipos susceptiveis a
doencas e com resposta diferenciada aos medicamentos, como a resisténcia

medicamentosa (FONTANA et al., 2000).

Figura 8. Representacio esquematica de um polimorfismo de tnico nucleotideo (SNP).
(GIANELLA, 2008)

Uma das primeiras descri¢Oes sobre a resisténcia a multiplas drogas foi realizada
em linhagens celulares de tecidos normais de hamsters, que quando submetidas a doses
crescentes de quimioterdpicos, tornaram-se resistentes nio somente as elevadas doses
do quimioterdpico, mas também a outros quimioterdpicos que ndo apresentavam
semelhangca na estrutura quimica e no mecanismo de citotoxicidade (BIEDLER E

RIEHM, 1970).

Posteriormente, outro estudo (DAN@, 1973) utilizando linhagens de células
tumorais, caracterizou o fenétipo MDR como resultante da atividade de transporte de
drogas para fora das células, dependente de energia e contra o gradiente de

concentracdo. Essas conclusdes foram obtidas a partir de observacdes do acumulo de
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quimioterdpicos em linhagens resistentes. No final da década de 70, pesquisadores
utilizaram-se das vérias linhagens de células de ovario de hamsters, com diferentes
graus de resisténcia a mdaltiplas drogas e foi identificada nestas linhagens uma

glicoproteina que estava ausente na linhagem ancestral (JULIANO E LING, 1976).
3.2 Glicoproteina-P (P-gp)

A P-gp consiste em um transportador de membrana ATPase, que possui cerca de
1280 aminodcidos e tem massa aproximada de 170 kDa (AH, 1998). E expressa como
uma cadeia que contem duas regides homodlogas, cada uma contendo 6 a-hélices,
estando ligadas ao ATP por um ligante flexivel polipeptidico. Atua na como barreira
fisiolégica uma vez que expulsa toxinas e xenobidticos para o exterior das células
(SHAROM, 1997). Destaca-se por ser o transportador mais estudado e mais conhecido

desta superfamilia de transportadores ABC (SHAROM, 1997).

Muitos dos compostos que interagem com a P-gp sdo relativamente hidrofébicos
e portanto, conseguem atravessar a membrana citoplasmdtica das células por difusao
passiva (SHAROM, 2011). Apesar de ainda ndo estar completamente esclarecida a
estrutura tridimensional da P-gp foram propostos trés modelos que pretendem clarificar

o mecanismo de transporte de xenobidticos mediados pela mesma.

No modelo poro membranar a P-gp funciona como um canal, capturando
moléculas do interior celular e enviando-as para o exterior. O modelo aspirador
hidrofébico implica na remogdo ativa da molécula a partir da face interna da membrana
celular, transportando-a para o exterior celular. Este modelo pressupde que o
transportador consiga interceptar substratos antes deles terem a oportunidade de entrar
no citosol, protegendo a célula da exposi¢cdo a possiveis moléculas toxicas (SHAROM,
2011). Segundo este mecanismo, ocorre a formacao de um gradiente de concentragdo do
substrato ao longo da membrana plasmadtica, com um aumento da concentracdo do
mesmo na fase aquosa externa (SHAROM, 2011). O modelo flipase € semelhante ao
aspirador hidrofébico. Este modelo defende que os substratos sdo transportados a partir
da camada interna da membrana citoplasmaética para a camada externa da membrana ou
diretamente para o ambiente extracelular. De acordo com este modelo é necessario um
pequeno movimento espontaneo dos substratos entre as duas camadas da membrana

(SILVA et al., 2015) Devido ao rapido equilibrio de compartimentagdo envolvido,
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torna-se dificil distinguir entre a atividade “flipase” e o transporte direto do farmaco da

membrana para a fase extracelular aquosa (SHAROM, 2011). (Figura 4)

Figura 4. Modelos propostos para o mecanismo de efluxo de farmacos pela P-gp. (a) modelo de
poro membranar, (b) modelo flipase, (c) modelo de aspirador hidrofébico. (adaptado de Varma et
al., 2003)

A P-gp € expressa seletivamente no ponto de entrada dos xenobidticos nos
tecidos, encontrando-se maioritariamente nas células epiteliais que t€ém um papel na
excre¢do, incluindo a superficie apical das células epiteliais que revestem o célon, o
intestino delgado (membrana luminal), hepatdcitos (membrana apical), ductos
pancredticos, ductos biliares, epitélio dos tibulos proximais dos rins (membrana apical)
e glandula adrenal. Deste modo, a P-gp contribui para a expulsdo de muitos farmacos
dos hepatdcitos e tubulos renais para o espaco luminal adjacente, conseguindo reduzir
potencialmente a biodisponibilidade de varias moléculas (AMIN, 2013; VARMA et al.,
2003).

E nas células epiteliais colunares do trato gastrointestinal inferior que se
encontra a maior fracdo de P-gp no organismo, estando correlacionada com a excrecao
de farmaco para interior do limen do trato gastrointestinal, representando a via mais
relevante na detoxificacdo (THIEBAUT et al., 1987). Também se localiza nas células
endoteliais da barreira hematoencefalica (AMIN, 2013). A este nivel a P-gp exerce uma
acdo protetora e auxilia no transporte de substancias por via transepitelial ou
transendotelial, dos capilares dos vasos sanguineos da barreira hematoencefalica (YU,

1999).

A P-gp encontra-se ainda presente ao nivel da placenta, onde desempenha um
papel importante na protecdo fetal relativamente a toxicidade exercida por moléculas

enddgenas e/ou exdgenas (SHAROM, 1997). A presenca da glicoproteina na glandula
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adrenal, no endométrio do ttero da gravida assim como na placenta, indica um potencial
envolvimento no transporte de esteroides, libertando ou protegendo as membranas de
efeitos toxicos provenientes de esteroides dissolvidos. A progesterona assim como

outros esteroides tém demonstrado a capacidade de interacdo com a P-gp (YU, 1999).

A P-gp é também expressa por uma variedade de células imunitdrias como
mondocitos, células T e B. Esta envolvida no efluxo de moléculas inflamatérias tais
como esteroides, prostaglandinas e citocinas (FRANK et al., 2001). A superexpressao
desta proteina ocorre na superficie de muitas células neopldsicas e restringe a entrada de
varios antineopldsicos nas células tumorais, sendo por este fato também conhecida
como MDRI resisténcia a multiplos farmacos, dado que tem sido associada a
fenémenos de multirresisténcia de determinadas células cancerigenas, onde os niveis
elevados de P-gp originam um aumento do efluxo dos quimioterapicos e, desta forma,

diminuiem o seu efeito (AMBUDKAR et al., 1999).
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Figura 5. Distribuicdo da P-gp no organismo humano(“Concise Review: Clinical Relevance of
Drug-Drug and Herb—Drug Interactions Mediated by the ABC Transporter ABCB1 (MDR1, P-
glycoprotein)”, [s.d.]) (Adaptado de MARCHETTI e colab., 2007).

Membrana canalicular biliar

Devido a sua localizacdo anatémica a P-gp pode desempenhar vérias diferentes
funcoes: limitar a entrada de farmacos no organismo apds administra¢cdo oral como

consequéncia da expressdo de P-gp na membrana apical do enterdcito, promover a
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eliminacdo de farmacos através da bilis e da urina, consequéncia da expressao de P-gp
na membrana canicular dos hepatdcitos e na por¢ao luminal da membrana das células
dos tabulos proximais dos rins, limitar a penetracao de farmacos em tecidos sensiveis,
tais como, o cérebro, testiculos, linfocitos e limitar a circulagdo fetal de xenobi6ticos. A
P-gp pode assim ser determinante no sucesso da terapéutica farmacoldgica uma vez que
as concentragdes de farmaco intracelular t€m que ser as adequadas para que haja a

efetividade terapéutica requerida (FROMM, 2004).
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Figura 6. Funcao da gp-P em diferentes tecidos (FROMM, 2004).

3.2.1 Interacoes farmacoldogicas mediadas por P-gp.

Féarmacos de diversas classes quimicas sdo substratos para a P-gp (AMBUDKAR; KIM;
SAUNA, 2006) (Quadrol). Através do conhecimento de drogas que sdo substratos e/ou
inibidores é possivel interferir na acdo da glicoproteina, aumentando ou diminuindo a

concentracdo de farmacos intracelular. (LESPINE ez al., 2008)
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QUADRO 1
Substratos e Inibidores da P-gP (Retirado de TAKANO e col., 2006)(25)

Substratos: Acetobutol, Actinomicina D, ?-Acetildigoxina, Amitriptilina, Amprenavir, Aparafant. Asimadolina, Atenolol, Atorvastatina,
Azilopidina, Azidoprocainamida, Azitromicina, Benzopirano, Betametasona, Bisantreno, Bromocriptina, Bunitrolol, Calceina, Camptotecina,
Carbamazepina, Carvedilol, Celiprolol, Cefarantina, Cerivastatina, Cloroquina, Clorpromazina, Clorotiazida, Claritromicina, Colcichina,
Corticosterona, Cortisol, Ciclosporina A, Daunorubicina, Debrisoquina, Desoxicorticosterone, Dexametasona, Digitoxina, Digoxina, Diltiazem,
Dipiridamol, Docetaxel, Dolastatina 10, Domperidona, Doxorubicina, Eletriptano, Emetina, Endosulfano, Eritromicina, Etoposideo,
Fexofenadina, Grepafloxacino, Hidroxirubicina, Imatinibe. Indinavir, lvermectina. Levofloxacino, Loperamida, Losartana, Lovastatina,
Metadona, Metotrexato, Metilprednisolona, Metoprolol, Mitoxantrona, Monensina, Morfina, Nadolol, Nelfinavir, Nicardipina. Nifedipina,
Nitrendipina, Norverapamil, Olanzapina, Omeprazol, Valspodar, Paracetamol, Perfenazina, Prazosina, Prednisona, Pristinamicina IA,
Puromicina, Quetiapina, Quinidina, Quinina, Ranitidina, Reserpina, Rodamina 123, Risperidona, Ritonavir, Roxitromicina, Saquinavir,
Sirolimus, Sumatriptana. Tacrolimos, Talinolol, Tamoxifeno, Taxol, Telitromicina, Terfenadina, Timolol, Toremifena, Tributiimetilamdnio,
Trimetoprima, Valinomicina, Vecurdnio, Verapamil, Vimblastina,Vincristina, Vindolina, Vinorelbina.

Inibidores: Amiodarona, Amitriptilina, Anlodipino, Astemizol, Atorvastatina, Aureobasidina A, Azelastina, Barnidipina, Benidipina, Bepridil,
Bergapteno, Bergaptol, Biocanina A, Biricodar, Bromocriptina, Buspirona, Cafeina, Carvedilol, Celiprolol, Cefarantina, Cetoconazol,
Clorfirifos, Colesterol, Cimetidina, Claritromicina, Clofazimina, Clomipramina, Clotrimazol, Coicichina, Cortisol, Cremofor EL, Ciclosporina,
Citochalasina E. Daunorubicina, Desetilamiodarona, Desipramina, Desloratadina, Desmetilazelastina, Dexametasona, Dexniguldipina,
Digoxina, Diidrocitochalasina B, Diltiazem, Dipiridamol, Doxepina, Doxorrubicina, Efonidipina, Eletriptano, Emetina, Endosulfan,
Epilabeodendroidina F, Ergometrina, Ergotamina, Eritromicina, Estramustina, Etoposideo. Felodipina, Fentanila. Fluconazol. Fluoxetina,
Flufenazina, Fluvoxamina, Galopamil, Genisteina. Haloperidol, Hidrocortisona, 1V-Hidroximidazolam, Indinavir, ltraconazol, lvermectina,
Lansoprazol, Loperamida, Loratadina, Lovastatina, Manidipina, Metadona, Metoprolol, Mibefradil, Miconazol, Midazolam, Morina, Morfina,
Naringenina, Nefazodona, Nelfinavir, Nicardipina. Nifedipina, Nilvadipina, Nisoldipina, Nitrendipina, Nobiletin, Norverapamil, Omeprazol,
Palenolol, Pantoprazol, Pimozida, Piperina, Polissorbato 80. Pristinamicina, Progesterona. Prometazina, Valspodar, Quercetina. Quinacrina,
Quinidina, Quinina, Ranitidina, Rapamicina, Reserpina, Ritonavir, Saquinavir, Silimarina, Sinvastatina, Sirolimos, Mepfenitoina. Sufentanil,
Talinolol, Tamoxifeno, Taxol, Terfenadina, Tetrandina, Trimetoxibenzoiliorimbina, Troleandomicina, Valinomicina, Verapamil, Vimblastina,
Vincristina.

Quadrol. Substratos e Inibidores da P-gp.

Sabe-se que a P-gp possui mais de um sitio de ligacdo que podem ser ocupados

pelos substratos e que os dois locais de ligacdo do ATP também estdo envolvidos com a
fun¢do de transporte de farmacos. Supde-se entdo que a inibi¢do do transporte de um
farmaco pode ocorrer gragas a competi¢cdo com outro farmaco pelo sitio de ligagdao do
ATP ou pela inibicio da hidrdlise de ATP. Porém, devido a complexidade do
mecanismo de inibicdo da P-gp nao é possivel prever futuras interacdes
medicamentosas mediadas pela P-gp quando dois farmacos sdo co-administrados. O
processo de inducdo também ainda nao estd bem definido, sendo que vérios estudos in
vitro e in vivo demonstraram que, em alguns casos, a indugdo da P-gp pode ser
dependente da dose do farmaco administrado, além de haver algumas diferencas que

podem ser atribuidas as caracteristicas do tecido onde ela € induzida. (LIN, 2003)

As interagdes farmacoldgicas podem ser definidas como a possibilidade de um
farmaco poder alterar a intensidade das acdes farmacoldgicas de outro, seja
administrado anteriormente ou em simultineo. Como consequéncia pode ocorrer o
aumento ou a diminui¢do do efeito de um ou de ambos os farmacos, um novo efeito
também pode surgir, efeito este que ndo seria produzido pelos farmacos quando

administrados sozinhos (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).
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A farmacocinética dos diversos farmacos pode ser afetada na presenca ou
auséncia de inibidores e/ou indutores de P-gp através: da alteracdo da absorcdo através
do trato gastro-intestinal, interferéncia com o uptake celular de orgdos vitais, como por
o exemplo o cérebro ou da modificacdo da clearence renal e hepatica (VARMA et al.,

2003)

Quando ocorre a co-administracdo de farmacos podem surgir interacdes
medicamentosas como consequéncia da acao da P-gp, uma vez que € vasto o nimero de
compostos que possuem a capacidade de interagir com esta proteina transportadora
atuando como substratos, inibidores ou indutores. Estas intera¢des podem diminuir a
eficdcia terap€utica ou potenciar efeitos secundarios téxicos (ALVES et al., 2011). Os
farmacos que induzem a proteina podem diminuir a biodisponibilidade de outros e, por
outro lado, a sua inibicdo pode aumentar a biodisponibilidade para niveis
potencialmente perigosos, sobretudo quando o farmaco em questdo apresenta uma

margem terapéutica estreita (CASCORBI, 2012).

Contudo também € possivel a ocorréncia de interagdes benéficas podendo por
exemplo, resultar num aumento da eficicia terapéutica, reducdo de efeitos toxicos ou
obtencdo de maior duragdo de efeito. Contudo, na maior parte das situagdes, é possivel
que a ocorréncia de interacdes conduza a reducdo do efeito terapéutico e aparecimento
de efeitos ndo desejados e prejudiciais, que podem resultar na necessidade de internagcao
do paciente ou até na sua morte. Ao nivel da farmacocinética a interacdo pode ocorrer
durante a absor¢do, a distribuicdo, a biotransformacdo e a eliminacdo do farmaco e
sofrer influéncia de fatores genéticos (nomeadamente no que respeita a

biotransformacao de medicamentos) (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012)

A R diminui a biodisponibilidade do B-bloqueador talinolol em humanos e a
expressao de P-gp intestinal demonstrou estar relacionada com a clearance sistémica do
talinolol (FROMM, 2004). Um estudo foi observado um aumento da clearance do
talinolol administrado por via intravenosa apds administracdo de rifampicina. Este
aumento pode ser atribuido, a intensificdo da clearance intestinal através da P-gp. O
aumento da clearance renal e a eliminacdo através da bile aparentam ser de menor
relevancia (WESTPHAL et al., 2000). Os autores também sugerem que a inducio de
rifampicina resulta numa indugdo bastante seletiva da P-gp na parede intestinal,
referindo que observaram uma diminui¢do acentuada de talinolol na AUC e

consequentemente um aumento da clearance quando a rifampicina foi administrada e a
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diminuic¢ao significativa do tempo de meia-vida do talinolol apds a coadministracdo de
rifampicina, sendo este fendmeno explicado pela inducdo ativa da secrecdo intestinal do
talinolol, que providencia uma maior via de clearance diminuindo desta forma o tempo
de meia-vida. A excrecdo cinética do talinolol é considerada uma mistura complexa da
modulagdo da absor¢d@o intestinal pela P-gp e pela secre¢do que decorre em paralelo

com a eliminacdo renal e clearance através da bilis (WESTPHAL et al., 2000).

A biodisponibilidade oral da digoxina foi avaliada num estudo realizado com
oito voluntdrios sdos, no qual se observou um descréscimo de 30% do esperado durante
o tratamento com R. As biopsias intestinais fornecidas pelos mesmos voluntérios antes e
apdés a administragdo de R revelou um aumento significativo da expressdo da P-gp
intestinal ap6s a adminstracdo do antibidtico, este resultado encontra-se correlacionado

inversamente com a AUC da digoxina oral (BEIJNEN et al., 2007).

O pré tratamento com a R demonstrou pouca eficicdcia na clearance renal de
digoxina. Estes resultados indicam que a interacdo entre estas duas moléculas ocorre
maioritariamente a nivel intestinal e que a exposi¢do crénica a R pode originar a

indugdo de P-gp (MALINGRE et al., 2001).

A P-gp estd envolvida na resisténcia multipla a drogas apresentada por células
tumorais (D et al., 2000). Estudos “in vitro” com células transformadas detectaram um
fendtipo de resisténcia miltipla a drogas freqiientemente associado com altas expressoes
de P-gp (SIEGSMUND et al., 2002). Igualmente, evidéncias indicam que variacOes na
atividade e expressdo da P-gp podem reduzir ou aumentar a biodisponibilidade de

farmacos (HOFFMEYER et al., 2000)

Diante do exposto, polimorfismos que afetem na mudanca da
atividade/expressdo da P-gp podem fazer com que haja mudanca na concentragcdo
plasmdtica dos farmacos anti-TB, fazendo com que n3o haja a dose terapéutica
adequada contribuindo assim para o aumento do desenvolvimento da resisténcia

medicamentosa a rifampicina e etambutol.

A importancia da associa¢ao dos polimorfismos no gene ABCBI como marcador
de risco para a falha terapéutica pode contribuir para a implantacio de um screening
visando a individualizagdo terapéutica na rotina clinica a fim de minimizar/mitigar
eventos adversos e garantindo assim a eficdcia do tratamento e consequentemente

melhorando a qualidade de vida do paciente, sem retardo no tratamento.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Analisar o perfil genético dos pacientes sob terapia anti-TB, quanto ao gene
ABCBI e sua possivel associagdo com a resisténcia a rifampicina e etambutol associado

ou nao a outros farmacos do esquema basico do tratamento anti-TB
4.2 Objetivos especificos

e Descrever a frequéncia das cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis e

suas classificagoes.

Analisar as possiveis associagdes genotipicas/alélicas/haplotipicas do gene

ABCBI com a resisténcia aos farmacos do esquema anti-TB.

Analisar as possiveis associagdes genotipicas/alélicas/haplotipicas do gene
ABCBI com a resisténcia a rifampicina associado ou ndo a outros farmacos do

esquema anti-TB.

Analisar as possiveis associagdes genotipicas/alélicas/haplotipicas do gene
ABCBI com a resisténcia a etambutol associado ou ndo a outros farmacos do

esquema anti-TB.

Analisar o uso concomitante de farmacos inibidores/indutores da P-gp e sua
possivel associacao com a resisténcia aos fairmacos do esquema anti-TB, a

rifampicina e a etambutol.
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5. RESULTADOS

Esta dissertacdo foi realizada na forma de redagado de artigo. A andlise da associagdo dos
polimorfismos do gene ABCBI tendo como desfecho de interesse a resisténcia aos
farmacos do esquema bdsico principalmente rifampicina e etambutol em pacientes com
tuberculose no Rio de Janeiro estd apresentada no manuscrito intitulado “ABCBI gene
polymorphism associated with clinical factors can predict drug-resistant tuberculosis.”
submetido ao periédico Clinical Science em 03/04/2017, aceito em 01/06/2017 e

classificado como Original paper.
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Abstract

Polymorphism in ABCBI gene encoding P-glycoprotein, a transmembrane drug efflux
pump, contributes to drug resistance and have been widely studied, however, their
association with rifampicin and ethambutol resistance in tuberculosis patients are still
unclear.  Genotype/allele/haplotype  frequencies in ¢.1236C>T  (rs1128503),
c.2677G>T/A (rs2032582) and c¢.3435C>T (rs1045642) were obtained from 218
patients, of these, 80 patients with rifampicin and/or ethambutol resistance were
selected as case group and 138 control-group through the result of their culture and
drugs sensitive test. Patients aging <18 years old and HIV positive serologic test were
excluded. The ABCBI polymorphisms were determined using a polymerase chain
reaction, direct sequencing approach and restriction fragment length polymorphism. A
nomogram was constructed to simulate a combined prediction of probability to anti-
tuberculosis drug resistance, genotype ¢.1236C> T (rs1128503) (p= 0.02), clinical form
(p=0.03), previous treatment (p=0.01) and skin color (p = 0.03), have a chance of up to
90% of developing anti-tuberculosis drug resistance. Considering genotype analyzes,
CT (rs1128503) demonstrated an increased chance to anti-tuberculosis drugs resistance
(odds ratio: 2.34, p= 0.02), while the analyses for ethambutol resistance revealed an
association of rare allele “A” (rs2032582) (odds ratio: 12.91, p=0.01), the haplotype
TTC (odds ratio: 5.83, p= 0.05) and any haplotype containing the rare allele “A” (odds
ratio: 7.17, p=0.04). The ABCBI gene polymorphisms in association with others risk
factors contribute to anti-tuberculosis drugs resistance mainly ethambutol. The use of
the nomogram described in this study could contribute to the clinical decision before
starting tuberculosis treatment.

Keywords: P-glycoprotein (ABCBI); single nucleotide polymorphism; antibiotics

resistance; tuberculosis
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Introduction

Tuberculosis (TB) disease caused by the Mycobacterium tuberculosis (MTB)
remain a major cause of death from infectious disease in the world. Every year, 2
million people die due to this disease (1). The combination treatment with rifampicin
(R), isoniazid (H), ethambutol (E) and pyrazinamide (Z) is the standard therapy for TB
cases. Nevertheless, in last decades MTB strains resistant to anti-TB drugs have been
emerging (2). In 2015, an estimated 480.000 people worldwide developed resistance to
anti-TB drugs and 100.000 people with rifampicin-resistant (1). In Brazil, 8.9 thousand
resistant TB cases were notified, of them, 1.4 thousand were new cases and 7.5

thousand were retreatment cases (3).

The emergence of resistant strains cannot always be attributed to factors linked
to bacteria genetics but also to host genetic variations (4). Gene polymorphisms
encoding drugs metabolizing enzymes or membrane transporters such as efflux pump
could have impact in resistance to TB treatment. P-glycoprotein (P-gp) is a
transmembrane drug transporter encoded by the multidrug resistance MDRI (ABCBI
gene), this transporters are key molecules in the drug uptake and efflux (5). Expression
of P-gp is present in several organs such as liver, kidney, colon, placenta and others
cells including leukocytes and have functions in the transport and/or secretion of its
substrates as well as the protection of this tissues from physiologically active
substances, cytotoxic agents and xenobiotics (6). In recent years, a large number of
single nucleotide polymorphism (SNP) of ABCBI gene have been described, among
them, nonsynonymous mutation, ¢.2677G>T/A (rs2032582), that change an Alanine to
either Serine or Threonine and synonymous mutations, ¢.3435C>T(rs1045642) and
c.1236C>T(rs1128503), that influence messenger RNA stability (7). These mutations

are associated with variations in expression/activity of P-gp that may affect the
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pharmacokinetics/pharmacodynamics of the drugs reducing or increasing their
biodisponibility (8), therefore, it have been most widely studied mainly in resistance of
anticancer drugs (6). The degree of expression and the functionality of ABCBI gene

product can directly affect the therapeutic effectiveness of such drugs (9).

The P-gp has been described in mononuclear phagocytes (10), it is known that
macrophages are central role in the TB pathogenesis, thus we hypothesized that
differences in drug efflux transporters would alter anti-TB drugs intracellular
concentrations. Since among the drugs standard to TB treatment, the rifampicin and
ethambutol are substrate of P-gp (11), thus, ABCBI gene polymorphism that encode P-

gp could be a predictor in occurrence of tuberculosis-resistant cases.

The literature is scant of information about ABCBI gene in TB patients. One
study was conducted in Mexico to evaluate the association of ABCBI polymorphism
and multidrug resistant tuberculosis (MDR-TB) (12), however, the study used a small
casuistic and presented a problem in the control population selection. In our knowledge,
our study is the first conducted in a Brazilian population treated for TB aiming evaluate
a possible association of ABCBI polymorphism with rifampicin and/or ethambutol-

resistance.

2. Methods

2.1. Study design and patients

This was a case-control study of patients under TB treatment in the National
Institute of Infectious Diseases Evandro Chagas (INI), Oswaldo Cruz Foundation

(FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brazil from October 2009 to March 2015. The INI-
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FIOCRUZ Ethics Committee approved this protocol under the number CAAE

0048.0.009.000-09.

All patients with positive culture for MTB were selected and grouped according
with the drug susceptibility test (DST) result. Patients who were resistant to R and/or E
associated or not to others anti-TB drugs were selected as cases and those patients
without drugs-resistance as controls. Patients aging <18 years old and HIV- positive

serologic test were excluded.

To characterize the population studied, demographic, laboratorial and clinical data were
obtained from medical records. The alleles/genotype/haplotype profile of patients, in
relation to SNP ¢.1236C>T (rs1128503), ¢.2677G>T/A (rs2032582) and ¢.3435C>T
(rs1045642) of ABCBI gene, were evaluated as possible predictors to anti-TB drugs
resistance. Other possible predictors to anti-TB drugs resistance were also evaluated
such as; patient’s age (years), gender, ethnicity (classified as white or nonwhite-skin-
color according to personal report), TB clinical forms (defined as pulmonary,
extrapulmonary and disseminated), tobacco use (defined as current use reported by the
patient), alcoholism (defined by a positive CAGE questionnaire), illicit drug use,
tuberculosis previous treatments, their default (defined as starting therapy and having a
treatment interruption of two or more consecutive months) and use of drugs

substrates/inhibitors of P-gp.

For risk factors analyzes, the control-group were compared to case-group for resistant to
any anti-TB drugs (n=80). In analyzes for genetic factors, case-group was divided into
three categories: patients resistant to any anti-TB drugs (n = 80), patients resistant to R

associated or not with other anti-TB drugs (n =76) and E-resistant (n =16) patients
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associated or not with other anti-TB drugs. Each of three categories was compared to

control-group.

2.2. Genetic Molecular Analyses

DNA sample and extraction

After signed written consent, SmL of blood were collected in tubes containing
EDTA, the genomic DNA was extracted from 0.2mL of blood samples using the
QIAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen, Maryland, USA) according to manufacturer's

instructions.

ABCBI genotyping

For molecular identification of the ABCBI gene polymorphism (GenBank
accession number: NT_007933) The SNPs ¢.1236C>T (rs1128503) and ¢.3435C>T
(rs1045642) were analyzed by restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP).
For limitations on restriction enzymes use evaluation of the SNP c.2677G>T/A
(rs2032582), was performed PCR-direct sequencing approach. For the molecular assay,
PCR conditions were: 50uL reaction mixtures contained 3uLL DNA, 0.4mM each primer
(Table 1), 0.2mM dNTPs, 1.5mM MgCl, and 2.0 units of Platinum TagDNA
polymerase (Invitrogen, Life Technology, Carlsbad, USA), was thermocicled in an
Eppendorf-Master Cycler-PCR machine with the following conditions: denaturation at
95°C for 5min, followed by 35 cycles at 95°C for 60s, 63°C for 60s, 72°C for 60s and
extension at 72°C for 10min. The presence of fragment-size of each region amplified

was detected on 2.0% agarose gel followed by GelRed™ staining (Biotium). The DNA
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image was digitalized using a transiluminator with a system of image capture L-PIX-ST

and L-PIX IMAGE 7.1 M Pixel.

The analyses of ¢.1236C>T (rs1128503) was performed digesting the PCR products of
370 base pairs (bp) in length using Haelll enzyme (NEW ENGLAND BioLabse® Inc.). If
the samples do not contain any mutation, the sizes of fragments generated were 270bp,
65bp and 35bp, the present of heterozygous mutation with the sizes of 270bp, 100bp,
65bp and 35bp, while bands of 270bp and 100bp indicated that samples were

homozygous for mutation.

For direct sequencing of mutations at position ¢.2677G>T/A (rs2032582), the PCR's
products were purified using the Wizard SV Gel and PCR clean-Up System Kit
(Promega, USA) according to manufacturer's instructions. Big Dye Terminator™ Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystem, Inc., USA) was used for further direct DNA
sequencing. Base composition analyses were made on an ABI Prism®3730 DNA
Analyzer at an institutional genomic facility (RPTO1A-PDTIS/FIOCRUZ) [22]. The
GenBank sequence NT 007933 were used as reference for ABCBI gene. The sequences

were edited and assigned using Sequencher 4.1.4 software (Demo version).

The PCR products for ¢.3435C>T (rs1045642) that contain the recognition site for
Mbol enzyme (NEW ENGLAND BioLabseInc.) indicates the wild type sample with the
fragment length 162bp and 88bp, while mutate samples present fragment length with

250bp, heterozygous samples indicated fragments sizes of 250bp, 162bp and 88bp.

The mutations results performed with RFLP (rs11228503 and rs1045642) were

confirmed by direct sequencing assay.
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Statistical Analysis

Deviations from Hardy e Weinberg equilibrium (HWE) were accessed by Chi-square
tests. The proportion of individuals carrying each ABCBI gene was computed for cases
and controls separately. Differences between cases and controls were expressed as odds
ratios (ORs). To evaluate the associations between genetic and other predictors
(demographic, clinical and behavioral) with each outcome (resistance, resistance to
ethambutol, and resistance to rifampicin) we used Logistic Models. Initially, non-
genotypic predictors were selected and only significant ones were used as control
variables for each genetic predictor in the multivariate models. To evaluate the
association of genotypes with non-genetic predictors, the Kruskall-Wallys, Chi-square
and Fisher Exact tests were used, as appropriate. To help the readers to predict the anti-
TB drugs resistance or estimate the probability to occur anti-TB drugs resistance, a
nomogram was constructed from the fitted logistic model. This graphically represents a
probability score to resistance. The significance level was set at 0.05 and the program

used for analyzes was R version 3.2.2.

Results

Characteristics of patients

This study included 858 TB patients, among whom 218 fulfilled the inclusion criteria.
Of these, 80 were selected as case group and 138-control group through the result of
their DST. Resistance characteristics of 80 MTB strains isolated from patients are

described in Table 2. MDR-TB was detected on most (85%) of the cases selected.

Patient’s characteristics such as age, gender and drugs, alcohol and tobacco use were

similar among cases and controls. The TB disseminate clinical form and the white-skin
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color was a protector factor for having resistance. The higher risk of resistance to anti-
TB drugs was observed among patients who had a previous story TB treatment
OR=10.21 (5.08-21.63). Default was not a risk factor for resistance in our study (Table

3).

Genotypes, alleles and haplotypes in patients

The Hardy-Weinberg equilibrium test on the genotype and allele of the two groups of
patients demonstrated that the population is Hardy-Weinberg equilibrium (data not

shown).

In case-group resistant to any drugs, the genotype analyses of ¢.1236C>T (rs1128503)
showed that CT genotype when compared with wild-type homozygous found an
association with resistance to any anti-TB drugs (OR: 2.34, p=0.02). However, no
significant differences were found in the frequencies of the others polymorphisms
c.2677G>T/A (rs2032582) and ¢.3435C>T (rs1045642). About the haplotype analyses,

TTC demonstrated an association to resistance (OR: 7.22, p=0.03) (Table 4).

In the group resistant to R associated or not others drugs, genotype, allele and
haplotype frequencies showed no statistical differences for any of the polymorphisms
studied. Regarding patients resistant to E associated or not others drugs, the analysis
showed a statistical significant about rare A allele of ¢.2677G>T/A (rs2032582) (OR:
1291, p=0.01,), the GA genotype (OR: 16.37, p=0.01) and haplotype analysis TTC
(OR: 5.83, p= 0.05) and any haplotype that contain rare A allele (OR: 7.17, p=0.04)

(Table 5).
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Prediction Score

In the multivariate analysis, a final model including variables was fit. The
probabilities score was developed based on the nomogram. The graph simulates a
combined prediction behaves. In the first category of the group patients resistant to any
anti-TB drugs, genotype c¢.1236C>T (rs1128503) (p=0.02), clinical form (p=0.03),
previous treatment (p<0.01) and skin color (p=0.03). In Figure 1, as an example on how
to use nomogram, suppose that a patient is CT genotype. Draw a vertical line from
‘C/T’ toward the upper line of the graph and register the points (52 points). The same
patient has pulmonary clinical form (68 points); more than a previous treatment (100
points) and nonwhite-skin-color (38 points). Total points summed approximately 258.
To ascertain the probability represented by this score, draw a vertical line from the
“Total points’ line toward ‘Probability to Resistance’ almost 90%. In Figure 2, the same

nomogram is represented, but with the category of resistance to ethambutol.

Discussion

Drug resistance is a matter of a great concern for TB control programs and drug-
resistant TB has different trends according to the regions (13). Better comprehension of
the risk factors associated with MDR-TB strains is highly significant in developing a

national policy for public health interventions (14).

The lack of TB treatment compliance not always could explain the risk to TB resistant
(15), therefore, the genetic markers are great value, mainly in TB treatment. Nowadays,
immune-related genes polymorphisms, such as SLC11A1, some HLA genes, TLR7,
TLRS8 and INFG, have been associated with increased susceptibility to pulmonary TB.

Nevertheless, only a few reports exist regarding the role of host pharmacogenetics that
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may lead to the development of TB resistant forms (12). Due to this, we hypothesized
that polymorphism in the ABCBI gene would contribute to better understanding anti-TB

drugs resistance development.

There are conflicting findings in the literature about polymorphism c.1236 C>T
(rs1128503) located in exon 12, which characterizes silent mutation that do not exert
effect on the structure and function of P-gp, but changes the substrate specificity,
contributing to altered substrate pharmacokinects (16). Some studies showed a better
therapeutic response in-group with homozygous CC or heterozygous CT when
compared with TT genotype (17). In another study with epilepsy patients, homozygous
TT was associated with better outcomes (18). Actually, our study found that
heterozygous patients (CT) have 2-fold chance to have resistance to anti-TB drugs,
suggesting that each drug should be evaluated according with specificity of P-gp. In
addition, the concomitant use of P-gp substrates/ inhibitors that compete for the same
anti-TB drug binding-site, could affect bioavailability. Nevertheless, our statistical
analyses did not found significant association, corroborating with the clinical trials

results that tested P-gp inhibitors (19).

Regarding ¢.2677G>T/A (rs2032582) located in exon 21, genotypic analyses containing
T allele did not found any association with anti-TB drug resistance. In the other hand,
the analyses with rare A allele, that have the greatest impact on both activity and P-gp
substrate specificity (10), demonstrated an association with ethambutol-resistance and
the A allele as well as genotype/haplotype containing this rare allele, corroborating with

another study (12).

The three SNPs in loci ¢.1236C>T, ¢.2677G>T/A and ¢.3435C>T of ABCBI gene

located in exon 12, 21 and 26 respectively are closely connected. Haplotype is the
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combination of SNPs that are located and interconnected in a specific region of
chromosome (18). Our study showed that the TTC haplotype increases 5-fold the
chance to ethambutol-resistance. In fact, the presence of mutant alleles located in exon
12 and 21, alter P-gp affinity and activity substrate-related (12,16). However, the same
haplotypes can confer a favorable response to others substrates, for example the
phenytoin (18), confirming the affinity substrate-dependent. Moreover, other
discrepancies between responses in many diseases correlated with ABCBI gene
polymorphism have been described, reasons for this discrepancy may be due: to the
population heterogeneity, sample size, incomplete phenotype (20) or still the genotypic
analyzes without the haplotype analyses. In addition, the inherited component of the
response to drugs is typically polygenic, so the impact of a single gene may be

confounded by influences from other genes and by environmental factors (21).

Concerning risk factors not related with pharmacogenetics, our study showed that
white-skin patients are less expected to have resistance to anti-TB drugs compared to
nonwhite-skin. One study showed that nonwhite-skin individuals macrophages allow
significantly greater bacillary replication than those white-skin individuals (22) showing
that nonwhite-skin individuals are more susceptible to TB (23). Therefore, the TB
susceptibility in certain population could be directly related to TB recurrence and could
result a large amount of treatments as well as the probability to have anti-TB drugs
resistance. In fact, our results showed a 10-fold higher frequency of resistance to anti-
TB drugs in patients with more than one previous treatment as showed by other authors
(14, 24). A previous treatment, even an adequate one, still represents a major risk factor

for MDR-TB (25).

Regarding the TB clinical forms, several studies have described a high

probability to have resistant-TB in pulmonary clinical form (14, 26). The bacteria
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multiplication inside the lung, as an organ with high level of oxygenation, favors the
bacilli development (27). Besides, the drug are easily distributed in lung, a high-
perfused organ, enabling the higher drugs concentration and consequently the greater
probability of bacteria developing resistance (27). Corroborating with this information,
the finding of our study demonstrated that disseminated clinical form is a protector

factor to resistant-TB.

Thus, having nonwhite-skin-color, pulmonary TB, previous TB treatment and
the genotype CT in exon 12 and GA in exon 21, A allele in exon 21 and TTC haplotype
or any haplotype contain A allele of ABCBI gene are associated with higher chance to
develop TB-resistance. Based in these results, we constructed a nomogram that simulate
the chance to have anti-TB drugs resistance. A nomogram is a useful tool for clinical
decision in order to evaluate TB-resistant probability. All risk factors should be in mind

when the drugs are chosen to compose a regimen to prevent treatment resistance.

Conclusion

Resistant strains cannot always be attributed to factors linked to bacteria genetics but
also to host genetic variations. This study demonstrated that interindividual variability
in anti-TB treatment with P-gp substrate drugs is clinically relevant. According with
knowledge it is the first study in Latin America involving combination of ABCBI gene
SNPs in resistant-TB patients. Thus, we would like to suggest further study with larger
sample size to correlate with these three SNPs analyzed, corroborating with nomogram
application in clinical practice, since the clinical implementation of ABCBI genotyping
in combination with other clinical information as described in the constructed

nomogram could contribute to reduce drug-resistant tuberculosis.
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Table 1. Primers used in the PCR to amplify the coding region.
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Gene ABCB1 Primers Fragment size
rs1128503 Sense 5’ TATCCTGTGTCTGTGAATTGCC 3’ 370 bp
Reverse 5" CCTGACTCACCACACCAATG 3’
rs2032582 Sense 5'"AGGCTATAGGTTCCAGGCTTGCT 3' 455 bp
Reverse 5" ACAGTGTGAAGACAATGGCCTGA 3'
rs1045642 Sense 5'TGTTTTCAGCTGCTTGATGGC 3’ 250 bp

Reverse

5'TGCTCCCAGGCTGTTTATTTGA 3’




Table 2. Distribution of resistance among 80 strains
of M. tuberculosis isolated.

Resistance n=80 (%)
R 6(7.5)
E+S 1(1.25)
H+E 1(1.25)
H+S 2(2.5)
R+H* 44 (55)
H+E+Z 1(1.25)
R+H+S* 7 (8.8)
R+H+Z* 4 (5.0)
R+H+E* 8 (10)
H+Z+E+S 1(1.25)
R+H+E+S* 3(3.8)
R+H+Z+E* 1(1.25)
R+H+Z+S* 1(1.25)

*MDR-TB. R: rifampin; H: isoniazid; Z: pyrazinamide; E: ethambutol; S:streptomycin
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Risk factors

Univariate

Multivariate

Sensitives

Resistants

R(l 9 P val R(l 9 P val
(n=138) (n=80) OR (1€C95%) value OR (1C95%) value
Age
Median 35.5 38.5 1 0.74
(26£54) (25,50.2) (0.98-1.01) '
Gender
Female 51(62.2) 31(37.8) 1
Male 87 (64) 49 (36) 0.93 (0.53-1.64) 0.79
Skin color
No White 57(52.8)  51(47.2) 1 1 -
White 80 (73.4) 29 (26.6) 0.41 (0.23-0.71) <0.01 0.46(0.23-0.91) 0.03
Alcohol user
No 68 (64.2) 38 (35.8) 1
Yes 66 (65.3) 35 (34.7) 0.95 (0.54-1.68) 0.86
Tobacco user
No 92 (64.8) 50(35.2) 1 -
Yes 42 (63.6) 24 (36.4) 1.05 (0.57-1.92) 0.87
Drugs user
No 118 (63.4) 68 (36.6) 1 -
Yes 17 (70.8) 7(29.2) 0.71 (0.26-1.75) 0.48
TB forms
Pulmonary 101 (58) 73 (42) 1 - 1 -
Disseminated 22 (88) 3(12) 0.19 (0.04-0.57) 0.01 0.2 (0.04-0.74) 0.03
Extrapulmonary 15 (78.9) 4(21.1) 0.37(0.1-1.07) 0.09 0.92 (0.24-2.84) 0.9
Previous treatments
=1 123 (78.3) 34 (21.7) 1 - 1 -
>1 15 (24.6) 46 (75.4)  11.09 (5.65-22.86) <0.01 10.21 (5.08-21.63) <0.01
Number of Default
=1 133 (64.3) 74 (35.7) 1 -
>1 5 (45.5) 6 (54.5) 2.16 (0.63-7.71) 0.22
Substrate Use / P-gp Inhibitors*
No 104 (61.9) 64 (38.1) 1 -
Yes 34 (68) 16 (32) 0.76 (0.38-1.48) 0.43

*Examples such as: ranitin, losartan, omeprazole, digoxin
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Genetic predictors

Univariate

Multivariate

Sensitive
(n=138)
Genotype
¢.1236 C>T [rs1128503]
c/C 69 (66.3)
c/T 47 (56)
T/T 22 (73.3)

€.2677 G>T/A [rs2032582]

G/G 73 (66.4)
G/T 51 (60)
T/T 12 (66.7)
G/A 2 (40)

€.3435 C>T [rs1045642]

c/C 57 (63.3)
C/T 62 (60.8)
T/T 19 (73.1)

Allele frequencies
¢.1236 C>T [rs1128503]

C 185 (63.4)
T 91 (63.2)

€.2677 G>T/A [rs2032582]

G 199 (64.2)
T 75 (62)
A 2 (40)

€.3435 C>T [rs1045642]

C 176 (62.4)
T 100 (64.9)
Haplotype

CGC 155 (64.6)
CGT 22 (59.5)
CTC 2 (28.6)
TGC 15 (68.2)
TGT 7 (63.6)
TTC 3(27.3)
T 66 (67.3)
Rare 6 (60)

Resistant
(n=80)

35(33.7)
37 (44)
8 (26.7)

37 (33.6)
34 (40)
6 (33.3)

3 (60)

33 (36.7)
40 (39.2)
7 (26.9)

107 (36.6)
53 (36.8)

111 (35.8)
46 (38)
3 (60)

106 (37.6)
54 (35.1)

85 (35.4)
15 (40.5)
5(71.4)
7 (31.8)
4 (36.4)
8(72.7)
32(32.7)
4 (40)

OR (1C95%)

1
1.55 (0.86-2.82)
0.72 (0.28-1.72)

1
1.32 (0.73-2.37)
0.99 (0.32-2.76)
2.96 (0.47-23.21)

1
1.11 (0.62-2.01)
0.64 (0.23-1.62)

1
1.01 (0.66-1.52)

1
1.1 (0.71-1.69)
2.69 (0.44-20.65)

1
0.9 (0.59-1.35)

1
1.3 (0.52-11.62)
2.45 (0.35-2.81)
1(0.22-5.16)
1.06 (1.29-24.62)
5.64 (0.52-1.46)
0.87 (0.36-5.99)
1.48 (0.62-2.73)

P value

0.15
0.47

0.36
0.98
0.25

0.72
0.36

0.97

0.67
0.28

0.6

0.49
0.26

0.94
0.02
0.6
0.58

OR (IC95%)

1
2.34(1.14-4.95)
0.65 (0.2-1.94)

1
1.77 (0.88-3.66)
0.82 (0.2-3.08)

4.11(0.51-37.13)

1
1.85 (0.88-4.02)
0.54 (0.15-1.78)

1
1.11 (0.67-1.81)

1
1.19 (0.71-2)
3.32 (0.44-28.55)

1
1.01 (0.62-1.64)

1.44 (0.72-19.87)
3.79 (0.32-3.33)
1.03 (0.33-11.03)
1.9 (1.22-42.73)
7.22 (0.51-1.77)
0.95 (0.38-8.71)
1.83 (0.04-0.92)

P
value

0.02
0.45

0.12
0.78
0.17

0.11
0.33

0.69

0.51
0.23

0.98

0.42
0.12
0.96
0.47
0.03
0.86
0.45

*Rare — All haplotypes containing rare allele.
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Table 5. Genetic characteristics of the studied population with resistance to Ethambutol associated or

not with other drugs.

Genetic predictors Univariate Multivariate
sfn":;g‘z’; Rez:‘s:i'z)t E OR(IC95%) P value OR (IC95%) P value
Genotype
¢.1236 C>T [rs1128503]
c/C 99 (95.2) 5(4.8) 1 - 1 -
c/T 75 (89.3) 9(10.7) 2.38(0.79-8) 0.13 2.6 (0.84-8.95) 0.11
T/T 28 (93.3) 2(6.7) 1.41 (0.2-6.96) 0.69 1.5 (0.2-7.62) 0.64
€.2677 G>T/A [rs2032582]
G/G 104 (94.5) 6 (5.5) 1 - 1 -
G/T 79 (92.9) 6(7.1) 1.32(0.4-4.36) 0.64 1.46 (0.43-4.94) 0.54
T/T 16 (88.9) 2 (11.1) 2.17 (0.3-10.39) 0.37 2.12 (0.28-10.65) 0.39
G/A 3 (60) 2 (40) 11.56 (1.34-84.3)  0.01  16.37(1.73-136.27)  0.01
€.3435 C>T [rs1045642]
c/C 82 (91.1) 8(8.9) 1 - 1 -
c/T 95 (93.1) 7 (6.9) 0.76 (0.25-2.19) 0.6 0.97 (0.32-2.93) 0.95
T/T 25 (96.2) 1(3.8) 0.41 (0.02-2.39) 0.41 0.41 (0.02-2.44) 0.41
Allele frequencies
¢.1236 C>T [rs1128503]
C 273 (93.5) 19 (6.5) 1 - 1 -
T 131 (91) 13 (9) 1.43 (0.67-2.95) 0.34 1.5 (0.69-3.15) 0.29
€.2677 G>T/A [rs2032582]
G 290 (93.5) 20 (6.5) 1 - 1 -
A 3 (60) 2 (40) 9.67(1.22-61.62)  0.02 12.91 (1.52-89.2) 0.01
T 111 (91.7) 10 (8.3) 1.31(0.57-2.82) 0.51 1.34 (0.58-2.95) 0.47
€.3435 C>T [rs1045642]
C 259 (91.8) 23(8.2) 1 - 1 -
T 145 (94.2) 9 (5.8) 0.7 (0.3-1.5) 0.38 0.75(0.32-1.63) 0.48
Haplotype
CGC 225 (93.8) 15 (6.2) 1 - - -
CGT 35 (94.6) 2(5.4) 0.91 (0.19-12.58) 0.91 0.83 (0.36-2.81) 0.83
CTC 6 (85.7) 1(14.3) 1.55(0.75-14.81)  0.68 1.56 (0.73-15.22) 0.7
TGC 19 (86.4) 3(13.6) 3.34 (0-0) 0.11 3.33 (0-0) 0.12
TGT 11 (100) 0(0) - - - -
TTC 8(72.7) 3(27.3) 7.88 (0.32-2.65) 0.02 5.83 (0.36-2.81) 0.05
TTT 92 (93.9) 6 (6.1) 0.92(0.93-39.74)  0.88 1(1.07-48.1) -
Rare 8 (80) 2 (20) 6.08 (0.18-4.57) 0.06 7.17 (1.16-10.6) 0.04

*Rare — All haplotypes containing rare allele.
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Figure 1. Nomogram to estimate risk probabilities of resistance to any anti-TB drugs according to the study findings
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Figura 2. Nomogram to estimate risk probabilities of resistance to Ethambutol according to the study findings.
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7. CONCLUSOES

1. A TBMR foi detectada na maioria (85%) dos casos selecionados que € caracterizado

pela resisténcia simultanea a rifampicina e isoniazida

2. Individuos de cor branca t€m 80% menos chance de desenvolver resisténcia a

farmacos anti-TB;

3. A forma clinica disseminada se mostrou um fator protetor em comparagdo a

individuos com a forma pulmonar;

4. Pacientes que tiveram mais de um tratamento prévio tem 10 vezes a chance de ter

resisténcia a farmacos anti-TB;

5. Pacientes com o gendtipo CT no ¢.1236 C>T (rs1128503) tem 2 vezes a chance de

desenvolver resisténcia a farmacos anti-TB;

6. Pacientes com hapldtipo TTC tem 7 vezes a chance de desenvolver resisténcia

especialmente a etambutol associados ou ndo a outros farmacos do esquema anti-TB;

7. Nao fo1 encontrada associagdo dos polimorfismos do gene ABCBI com a resisténcia

a rifampicina associada ou ndo a outros farmacos do esquema anti-TB

8. Pacientes com o genétipo heterozigoto contendo o alelo raro GA no ¢.2677G>T/A
(rs2032582) tem 16 vezes a chance de desenvolver resisténcia a etambutol associado ou

ndo a outros farmacos do esquema anti-TB;

9. Pacientes com o alelo A no ¢.2677 G>T/A (rs2032582) tem 12 vezes a chance de
desenvolver resisténcia a etambutol associado ou ndo a outros farmacos do esquema

anti-TB;

10. Pacientes com haplétipo contendo o alelo raro A tem 5 vezes o risco de desenvolver

resisténcia a etambutol associados ou nao a outros farmacos;

11.Nao foi encontrada significincia estatistica no uso concomitante de

substratos/inibidores da P-gp com os farmacos anti-TB neste estudo

12.0 uso do nomograma criado neste estudo poderia contribuir para a decisdo clinica

antes da introdug¢do do tratamento de TB.
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8. CONSIDERA COES FINAIS

O estudo realizado teve como objetivo verificar a possivel associacdo dos
polimorfismos do gene ABCBI e a resisténcia aos farmacos anti-TB especialmente

rifampicina e etambutol por serem substratos da glicoproteina P, codificada pelo gene

ABCBI

A rifampicina, farmaco da fase I e fase II do tratamento da tuberculose é um
importante indutor de P-gp. A expressdo de P-gp induzida pela rifampicina ocorre no
intestino e no figado, afetando a farmacocinética de formacos administrados por via oral
que sdo transportados por esta proteina. Por ser a rifampicina um potente indutor, e este
farmaco estar sempre sendo transportado para fora da célula, é necesséria uma alta dose
para garantir a eficdcia terapéutica. A baixa atividade de P-gp, oriunda de
polimorfismos no gene é compensada pela alta expressdo induzida pela rifampicina a
este fato poderia ser um dos motivos pelo qual ndo encontramos associagdo dos

mutantes com a resisténcia a rifampicina.

Porém, mesmo em pacientes em que estes polimorfismos ndo alterem a
funcdo/expressdo desta proteina, fica a questdo se este medicamento seria mesmo o
adequado para ser utilizado no esquema bdésico do tratamento da tuberculose. Por conta
do seu potencial indutor que independe dos polimorfismos, a concentragdo intracelular
ndo alcancaria a dose efetiva, tendo entdo uma grande chance de ocorrer falha
terapéutica. Na década de 60, os dois dos principais medicamentos utilizados nos
esquemas terapéuticos eram a estreptomicina e isoniazida, antes da incorporacdo da
rifampicina. Por conta da alta incidéncia de resisténcia a rifampicina no tratamento da
tuberculose, a estreptomicina poderia ser o medicamento mais adequado para ser

utilizado na primeira fase do tratamento associada a outros farmacos substratos da P-gp.

Etambutol € um importante substrato de P-gp descrito em 2007, é um farmaco
administrado em concomitancia com a rifampicina na fase I de tratamento. Com a
inducdo de efluxo mediada por rifampicina, a biodisponibilidade de etambutol
diminuiria, favorecendo assim o desenvolvimento de resisténcia aos farmacos anti-TB
na primeira fase do tratamento. Corroborando com os achados do nosso estudo, em que
foi visto associagdo dos polimorfismos do ABCBI/ e um aumento na resisténcia ao

etambutol, o que ndo foi visto em relagdo a rifampicina.
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Apesar da influéncia de SNPs no gene ABCBI ter resultados contraditdrios,
Estudos recentes indicaram que a andlise de haplétipo/gendtipo/alelo pode ser mais
poderosa para descrever as associacdes do que somente genétipo do ABCBI. Muitos
estudos tém focado apenas em resultados genotipicos de SNPs individuais em vez de
sua ligacd@o para produzir haplétipos. Foi visto neste estudo que o diferencial € a analise
haplotipica da populagdo estudada, jd4 que polimorfismos nio significativos na anélise

genotipica em contraste tiveram associacdo na andlise haplotipica.

Apesar de ser um estudo com objetivo farmacogenético, foi visto que fatores de
risco estavam associados com o desenvolvimento de resisténcia a farmacos anti-TB,
com isto foi criado um nomograma que poderia ser futuramente utilizado na conduta

clinica antes de iniciar o tratamento de acordo com caracteristicas de cada paciente.

Na Figura 1, como exemplo de como usar o nomograma, suponha que um
paciente seja gendtipo de CT para o exon 12 (rs1128503). Desenhe uma linha vertical
de 'C/T' para a linha superior do grifico e registre os pontos (52 pontos). O mesmo
paciente possui forma clinica pulmonar (68 pontos); Mais de um tratamento prévio (100
pontos) e cor da pele ndo branca (38 pontos). Pontos totais somados aproximadamente
258. Para determinar a probabilidade representada por essa pontuacido, desenhe uma
linha vertical da linha "Pontos totais" em direcdo a "Probabilidade de resisténcia" que

equivale a quase 90%.

Na Figura 2, o mesmo nomograma é representado, mas com a categoria de
resisténcia ao etambutol. Suponha que um paciente seja genotipo GA para o exon 21 (rs
rs2032582) e registre 100 pontos. O mesmo paciente possui mais que um tratamento
prévio de TB (90 pontos), tendo um total de pontos de 190 que equivale a quase 60% de
chance de desenvolver a resisténcia a etambutol. Diante disto, a implementacdo do
nomograma seria uma alternativa para diminuir a ocorréncia da resisténcia nestes

pacientes que seriam considerados pacientes de risco.

A identificacdo dos perfis genéticos em pacientes com TB pode possibilitar uma
terapia otimizada para os fairmacos que sdo substratos da P-gp. Essa identificacdo pode
ser feita por técnicas de biologia molecular como PCR-RFLP e sequenciamento direto,
sendo essa uma técnica considerada eficaz para este objetivo. Abaixo temos os perfis

eletroforéticos da técnica de RFLP dos exons 12 e 26.
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Exon 12. Tamanho do Amplicon: 370 bp. Mutante — 100 + 270
Wild type - 65 + 35 + 270 = 370 Heterozigoto — 65+35+270+370.
Peso molecular de 50 bp.

Exon 26. Tamanho do Amplicon: 250 pb, Wild type — 162+88,
Heterozigoto — 250+162+88 Mutante — 250 Peso molecular de 100 bp

Abaixo a técnica de sequenciamento direto do exon 21, mostrando o
eletroferograma em que o perfil genético € caracterizado pelo pico. (sinalizado pela seta
rosa)

160 170 180 190 200
GCAAAGAACTAGAAGGT GC TGOGGGAAGGTGOGAGTCAAACTAAATAT GATTGATT

¢

160 170 170

A A C A A G G| T K C|T G G G A A

NW \A/
150 T 180

I—‘s.—‘a.G—‘s.—‘ﬁ._—‘ﬁ.G—‘a.Jﬁ.{ZI—‘s.G_—‘ﬁ.—‘s.GGIICIGGG.—‘&.—‘&.GGI F, AAAC

T

Sequenciamento do DNA para visualizacio do polimorfismo do exon 21 ¢2677G>T verificada através do software Sequencher. 1: Paciente
homozigoto selvagem com o genétipo GG. 2:Paciente heterozigoto com o genoétipo GT. 3:Paciente homozigoto mutante com o genoétipo TT.
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A ndo-padronizacao do tratamento para estes pacientes possibilitard a reducio da
exposicdo do paciente a terapias prolongadas com baixa eficdcia e muitas vezes
onerosas. O tratamento personalizado, portanto, diminuird o impacto econdémico sobre o
sistema de sadde relacionado a altas incidéncias de mortes e internacdes, devido a

reducdo da ineficicia ou toxicidade.
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ANEXO 1: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Ministério da Saude

FIOCRUZ f\j\]

Fundag¢ao Oswaldo Cruz I P E C
INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

DE ACORDO COM AS NORMAS DA RESOLUCAO N° 196, DO CONSELHO NACIONAL DE SAUDE DE 10 DE
OUTUBRO DE 1996.

Projeto: Avaliacao dos Polimorfismos do Gene MDR1 e sua Expressao
(Glicoproteina-P) na Resisténcia ao Tratamento da Tuberculose

Pesquisadora Responsavel: Liane de Castro, Bi6loga, Doutora em Ciéncias.

Vocé estd sendo convidado (a) a participar de uma pesquisa sobre a influéncia de
caracteristicas genéticas humanas sobre o desenvolvimento de resisténcia aos
medicamentos pela bactéria causadora da tuberculose. Sua participagdo ndo ¢é
obrigatéria, mas voluntaria. Vocé pode se recusar a participar da pesquisa ou, a
qualquer momento, desistir de participar e retirar seu consentimento, sem que este fato
cause qualquer constrangimento ou penalidade. Cabe salientar que caso ocorra a sua
retirada do estudo, esta ndo acarretard nenhum prejuizo ao seu tratamento e/ou
acompanhamento no INI. Os pesquisadores se obrigam a ndo revelar sua identidade em
qualquer publicagdo resultante deste estudo, e também poderdo interromper sua
participacdo a qualquer tempo por razdes técnicas ou médicas. Os exames e
procedimentos aplicados serdo gratuitos. Antes de assinar este termo, vocé deve se
informar plenamente sobre ele, fazendo todas as perguntas que ache necessario.

Devendo ficar esclarecido (a) quanto as informacoes que se seguem:
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A) Neste estudo os pesquisadores irdo comparar as varidveis de um gene que confere
resisténcia aos medicamentos, entre pessoas que ndo respondem ao tratamento para a
tuberculose e os que respondem ao tratamento.

B) Sua participacdo neste estudo poderd nao trazer beneficios diretos para voc€, mas
vocé estard contribuindo para aumentar os conhecimentos da reagdo do nosso
organismo na resposta ao tratamento da tuberculose. Os resultados obtidos poderdao
contribuir para a melhora da qualidade do tratamento em outros individuos.

C) Sua participag@o nessa pesquisa consistird em fornecer uma amostra de sangue que
serd retirada da veia do seu braco, este procedimento serd realizado no setor de coleta de
sangue do INI. Vocé poderd ser convidado (a) a fornecer uma nova amostra de sangue,
caso o material seja insuficiente ou sofra algum tipo de alteracdo (coagulacdo ou
hemolise).

C) A coleta de sangue causard um pequeno desconforto (semelhante a picada de inseto),
com pequena ardéncia no local da coleta. Este procedimento ndo implica nenhum risco,
pois faz parte dos procedimentos de rotina para a coleta de sangue, podendo ocorrer
pequenas manchas roxas (extravasamento de sangue da veia para o tecido) no local da
puncdo. O sangue serd coletado em tubo de vidro e agulhas descartaveis, num total de
0SmlL.

D) O sangue coletado ndo serd estocado com finalidades de biorrepositério.

E) Por participar dessa pesquisa, seus registros médicos serdo usados como fonte de
informacdo para a condug¢do do estudo, mas as informacdes obtidas através dessa
pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o sigilo sobre a sua participa¢do. Os dados
nio serdo divulgados de forma a possibilitar sua identificacdo. Os resultados serdo
divulgados em apresentagdes ou publicacdes com fins cientificos ou educativos, e sua
identidade ndo serd jamais exposta. O Comité de Etica em Pesquisa do IPEC pode ter
acesso a meus registros.

F) Participar dessa pesquisa ndo implicard em nenhum custo para vocé, e, como
voluntdrio, vocé ndo receberd qualquer valor em dinheiro como compensacido pela
participacdo, a ndo ser auxilio transporte no (s) dia (s) em que comparecer a Fiocruz
para as atividades do projeto.

Vocé receberd uma cdpia deste termo onde consta o telefone e o endereco da
pesquisadora responsdvel, podendo tirar dividas sobre o projeto e sua participagdo,

agora ou em qualquer momento.
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Pesquisadora Responsavel: Liane de Castro
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Av. Brasil 4365, Pavilhdao Maria
Deane, Laboratério de Pesquisa em Farmacogenética.

Telefones (21) 3865-9558 das 08 as 17 horas.

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Termo de Consentimento livre e esclarecido do paciente participante da pesquisa
“Eu li ou ouvi a leitura da descricdo dessa pesquisa que estd sendo desenvolvida na
Fiocruz, como exposto acima. A pesquisadora ou seu representante me explicou o
estudo e respondeu a todas as minhas perguntas naquele momento, e me esclareceu
quanto aos beneficios e riscos do estudo. Fui informado (a) de que dados confidenciais
envolvidos na pesquisa serdo tratados com sigilo e privacidade e que nao terei qualquer
despesa com minha participacdo. Estou ciente que este estudo nio me beneficiara
diretamente. Sei também que tenho garantia de que poderei interromper minha
participacdo ou retirar meu consentimento em qualquer fase da pesquisa, sem puni¢io
alguma e sem prejuizo a minha assisténcia. Se recusar a participar ou se mais tarde eu
desistir de participar da pesquisa isso ndo afetard negativamente meu acompanhamento
médico posterior. Declaro livremente estar sendo voluntdrio (a) da para participar dessa
pesquisa.
Declaro que entendi os objetivos da pesquisa, riscos e beneficios de minha participagcdo
na pesquisa e concordo participar voluntariamente, sabendo que sou livre para deixar de
participar a qualquer momento, recebendo copia deste termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, estando ciente ainda que outra cépia permanecerd registrada nos arquivos

do Laboratério de Pesquisa em Farmacogenética do Instituto Nacional de Infectologia

Evandro Chagas”.
Rio,
/ /
Assinatura do Paciente.
telefone p/ contato:
Endereco
Rio, / / .

Assinatura da Testemunha
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Rio, / /

Assinatura do Médico Representante

Rio, / /

Assinatura do Pesquisador Principal

Iniciais:

Data da assinatura

Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido
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ANEXO 2: Aprovacao do CEP

sdinistério da Sadde L:
FIOCRUZ i
Fundagiio Oswaldo Cruz iy

Instituto Nacional de Irfectologia Bvandro Chagas t.vand.ra {_.hagas

Rio de Janeiro, 06 de novemnbro de 2015.

Do: Comité de Etica em Pesquisa do IPEC
Para: Dra. Liane de Castro

Prezada Dra. Liane,

Com referéncia ao projeto “Avaliagio dos Polimorfismos do Gene MDR-1 no
Desfecho do Tratamento da Tuberculose", objeto de estudo da mestranda Yasmin de
Oliveira Pontual visa a cumprir todos os objetivos propostos no projeto intitulade
“Avaliagdo dos Polimorfismos Gene MDR-1 e sua Expressa (Glicoproteina-P) na
Resisténcia ao Tratamento da Tuberculose™, aprovado pelo CEP/INI sob o protocolo n®
0048.0.009.000-09 em 18/08/2009, que foi objetivo de doutorado no mesmo Programa de
Pés-graduagéo {INI), mas que devido a problemas operacionais ndo fol possivel realizar a
investigacio dos polimorfismos, sendo executado apenas a analise da expressdo génica.

Esta documentagdo foi apreciada e aprovada por esta Coordenacdo (Relatora) na
presente data; o projeto da mestranda devera ser continuade para terminar os objelivos
propostos no projeto inicial.

Alenciosamente,

R/ PCERY

illg-taurd
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.j,e 'E'|.u:- E'l:{ﬂ- ugﬁzn



