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RESUMO

INTRODUCAO: A tuberculose (TB) é uma doenca considerada como um grave
problema de salde publica, sendo a primeira causa de morte entre as doencas infecciosas.
O uso inadequado dos medicamentos antituberculose relaciona-se ao aparecimento de
cepas de Mycobacterium tuberculosis (Mth) resistentes a esses farmacos, sendo de
especial interesse a resisténcia combinada a rifampicina e isoniazida, as drogas mais
eficazes contra o bacilo, denominada tuberculose multirresistente (TBMR), gque precisa
ser tratada com um esquema terapéutico alternativo que apresentam menor taxa de cura,
efeitos colaterais mais graves e frequentes, custo de tratamento mais elevado, e
prognostico menos favoravel. Modificagbes do esquema terapéutico sdo realizadas
quando se detecta falha em controlar a carga bacteriana no escarro, porém esse indicativo
de falha é avaliado pela persisténcia de bacilos em cultura apds seis meses de tratamento,
um periodo longo em que pode ocorrer a transmissdo de bacilos resistentes a partir do
paciente indice. A identificacdo de outros parametros que possam sinalizar a falha
terapéutica de forma precoce serd& muito Gtil para o manejo desses pacientes.
OBJETIVOS: Avaliar os niveis séricos de moléculas relevantes para a imunopatogénese
da tuberculose em uma coorte de pacientes com tuberculose multirresistente a farmacos
(TBMR), como potenciais biomarcadores da falha terapéutica. METODOS: Trata-se de
um estudo observacional com coorte prospectivo, com seguimento de 18 meses, de forma
a iniciar as analises preferencialmente no tempo zero de tratamento. Caracteristicas socio-
demogréficas e clinicas foram obtidas a partir de entrevista aos pacientes ou fontes
secundarias utilizando questionario padronizado. O sangue dos pacientes foi coletado nos
tempos zero, dois, seis, nove, doze e dezoito meses de tratamento para a obtencédo do soro,
plasma e pellet. As moléculas foram dosadas por ELISA ou CBA. RESULTADOS: Ap4s
seis meses de tratamento houve maior diferenciacdao dos niveis das moléculas estudadas
em comparacdo aos niveis pré-tratamento. N&o houve diferenca estatisticamente
significativa entre as proteinas e os desfechos clinicos. Ndo foram observadas separa¢do
muito distinta entre os niveis das proteinas apresentados por pacientes com desfecho
desfavoravel em relacdo aqueles com desfecho favoravel. CONCLUSAO: Houve
diferencgas nos niveis das moléculas aos seis meses ap0s o tratamento quando comparados
ao pré-tratamento. N&o houve diferenciacdo nos niveis das moléculas quando
comparamos desfechos clinicos favoraveis e desfavoraveis.

Palavras-chave:  Tuberculose, Biomarcadores, Esquemas de tratamento,
Multirresisténcia.
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ABSTRACT

INTRODUCTION: Tuberculosis (TB) is a disease considered to be a serious public
health problem, being the leading cause of death among infectious diseases. The
inadequate use of antituberculosis drugs is related to the development of resistant strains
of Mycobacterium tuberculosis (Mtb), with the combined resistance to rifampicin and
isoniazid, the most effective drugs against the bacillus, called multidrug resistant
tuberculosis (MDR-TB), which needs to be treated with an alternative therapeutic
regimen that have a lower cure rate, more serious and frequent side effects, a higher
treatment cost, and a less favorable prognosis. Modifications of the therapeutic regimen
are performed when failure to control bacterial load in the sputum is detected, but this
indicative of failure is assessed by the persistence of cultured bacilli after six months of
treatment, a long period in which transmission of resistant bacilli may occur. From the
index patient. The identification of other parameters that may signal the therapeutic
failure in an early manner will be very useful for the management of these patients
OBJECTIVES:To explore the serum levels of molecules relevant for the
immunopathogenesis of tuberculosis in a cohort of patients with multidrug-resistant
tuberculosis (MDR-TB), as potential biomarkers of therapeutic failure. METHODS: It
is an observational study with a prospective cohort, with a follow-up of 18 months, in
order to initiate the analyzes preferentially at the zero treatment time. Socio-demographic
and clinical characteristics were obtained from an interview with patients or secondary
sources using a standardized questionnaire. The volunteers' blood was collected at zero,
two, six, nine, twelve and eighteen months of treatment to obtain serum, plasma and
pellet. The molecules were dosed by ELISA or CBA. RESULTS: After six months of
treatment, there was a greater differentiation of the levels of the studied molecules in
comparison to the pretreatment levels. There was no statistically significant difference
between the proteins and clinical outcomes. No very distinct separation between the levels
of the proteins presented by volunteers with unfavorable outcome was observed in
relation to those with favorable outcome. CONCLUSION: There were differences in the
levels of the molecules at six months after treatment when compared to pretreatment.
There was no differentiation in the levels of the molecules when we compared favorable
and unfavorable clinical outcomes.

Keywords: Tuberculosis, Biomarkers, Treatment schedules, Multiresistance
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1. INTRODUCAO

A tuberculose (TB) é uma doenca considerada, segundo a Organizagdo Mundial da
Saude (OMS) como um grave problema de salide publica, sendo a primeira causa de
morte entre as doencas infecciosas causadas por um Unico agente infeccioso. O Brasil
apresenta-se entre 0s 22 paises responsaveis por 80% dos casos da doenca (WHO, 2017).
O uso inadequado dos medicamentos que estdo padronizados como de primeira linha para
o tratamento, relaciona-se ao aparecimento de cepas de Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) resistentes, podendo esta ser resistente a um ou mais medicamentos, porém quando
a resisténcia as medicagdes rifampicina e isoniazida, que sdo drogas mais potentes no
tratamento, a tuberculose é denominada multirresistente (TBMR), tornando necessario
um outro esquema terapéutico, alternativo, que comumente apresentam prognostico
menos favoravel, uma menor taxa de cura, aumento dos efeitos colaterais, custo mais
elevado (WHO, 2017; WHO, 2014).

A imunidade mediada por células T é o principal mecanismo de resposta contra a
TB, mediada principalmente por uma resposta imune do tipo Th1 com niveis elevados de
Interleurina-12 (IL-12) e Interferon-Gama (IFN-y) que sdo citocinas pro-inflamatorias.
Apesar de ser necessaria uma resposta imune capaz de erradicar os bacilos, uma reacdo
imune exagerada leva a uma forte resposta inflamatéria com consequente dano aos
tecidos do hospedeiro (LIM et al., 2013).

As quimiocinas produzidas por macréfagos alveolares e pneumacitos atraem
células inflamatorias, como neutréfilos, macréfagos derivados de mondcitos, células
Natural Killer (NK) e células T yd, que promovem uma maior inflamacao e remodelacéo
do tecido, sendo assim, a resposta inata a infeccdo com Mtb faz pouco para restringir e
muito para promover a replicacdo do bacilo. Por conseguinte, uma acumulacgéo focal das
células mononucleares em diferentes estados de maturacdo, ou seja, a fase inicial de um
granuloma, ndo é por si sé protetora (EHLERS; SCHAIBLE, 2013).

Embora esta resposta imunitaria seja essencial para a erradicacdo dos bacilos, uma
reacdo imune desregulada e intensa e a consequente resposta inflamatoria excessiva
podem causar danos imunoldgicos aos tecidos do hospedeiro (LIM et al., 2013).A
patologia TB desencadeia a ativacdo de redes intracelulares, que resultam em danos.
Estresse oxidativo com destruicdo dos tecidos pulmonar, a participagdo das MMPs
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produzem cavitagdes nas quais os bacilos se proliferam. (ANDRADE et al., 2015; ONG,
2014).

Macrdfagos ndo-ativados sdo o habitat habitual do Mth, que resiste no ambiente
intracelular, bloqueando a fuséo do fagossoma com o lisossomo, evitando assim a sua
exposicdo ao pH baixo e os radicais oxidativos, responsdveis pela destruicdo de
organismos intracelulares. Os macrofagos ativados por IFN-y transpdem esse bloqueio,
sendo assim, o IFN-y é a citocina principal envolvida na resposta imunolégica protetora
inicial contra a infeccdo micobacteriana (CAVALCANTI et al., 2012).

Estudos em pacientes com TB ativa demonstraram diminuicdo das concentragOes
sisttmicas de antioxidantes e aumento da geracdo espontanea de radicais livres em
comparagdo com individuos sem TB, sugerindo assim que 0 estresse oxidativo excessivo
pode estar associado com esta doenga. (COSTA et al., 2016), porém ainda ndo ha
biomarcadores derivados do hospedeiro bem estabelecidos e que sejam confiaveis para
determinar o tratamento bem sucedido (MIRANDA et al.,, 2017) por isso novos
biomarcadores ou combinacGes destes para avaliacdo do risco e da doenca sdo criticos
para o controle urgentemente da pandemia de TB em curso (WEINER et al., 2018;
MAERTZDOREF et al., 2015).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ASPECTOS GERAIS DA TUBERCULOSE

A TB é uma doenca infecciosa causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis
(Mtb). Ela geralmente afeta os pulmdes (TB pulmonar), mas também pode acometer
outros 6rgdos (TB extrapulmonar). Este bacilo é transmitido para o ar por pessoas que
estdo doentes com TB pulmonar na forma ativa que expulsam os bacilos, através da tosse
(WHO, 2017). Ap6s entrar nos pulmdes humano, 0 Mtb depara com diferentes
mecanismos de defesa do hospedeiro. O sucesso final da infecgdo depende do equilibrio
entre o crescimento e morte do bacilo e a extensdo da necrose tecidual, fibrose e
regeneracdo (CREVEL et al., 2002). O escarro contendo sangue juntamente com tosse
crbnica, sudorese noturna, febre e perda de peso sdo sintomas classicos de TB ativa
(GUPTA e KAKKAR, 2018).

Os doentes baciliferos, isto é, aqueles cuja baciloscopia de escarro é positiva, sdo a
principal fonte de transmissdo (BRASIL, 2011), e aqueles doentes com multiplos
sintomas comumente apresentam maiores cargas bacterianas, associados a um pior
prognostico transmitindo mais bacilos (HESLOP et al., 2016). Doentes de TB pulmonar
com baciloscopia negativa, mesmo que tenham resultado positivo a cultura, sdo muito
menos transmissores, embora isso possa ocorrer. As formas exclusivamente

extrapulmonares ndo transmitem a infeccdo (BRASIL, 2011).

A TB é uma doenca considerada como um grave problema de saude publica, sé no
ano de 2016 foram estimados 10.4 milhdes de casos novos da doenca, e esta ocupa o
primeiro lugar entre a causa de morte por doencas infecciosas causadas por um Unico
agente infeccioso, ultrapassando a infeccdo por Virus da Imunodeficiéncia Humana
(HIV) (WHO, 2017).

O Brasil apresenta-se entre 0s 22 paises responsaveis por 80% dos casos ho mundo.
No ano de 2016 foram notificados 82.676 casos da doenca, com coeficiente de incidéncia
de 42 casos para cada 100.00 habitantes e pelo menos 4.500 pessoas morrem por TB
naquele Ano. Na regido das Américas, estimativas mostram que houve 7.700 casos de
tuberculose multirresistente (TBMR) no ano de 2016, estando o Brasil responsavel por

1.077 casos desta, 0 estado da Bahia apresenta um coeficiente de incidéncia de TB entre
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10-30 casos por 100.00 habitantes e coeficiente de mortalidade por TB de 2,1-3.0 por
100.00 habitantes. (WHO, 2017; BRASIL 2017)

A norma do Ministério da Saude recomenda que associagdo medicamentosa
adequada, as doses corretas e 0 uso por tempo de 6 meses sao 0s principios basicos para
o0 tratamento curativo da TB, evitando a persisténcia bacteriana e o desenvolvimento de
resisténcia aos farmacos e, assim, assegurando a cura do paciente (BRASIL, 2011). No
inicio da quimioterapia tuberculosa, no final da década de 40, os primeiros ensaios ja
demonstravam a necessidade de uma combinacgdo farmacoldgica no tratamento como a
principal medida para se prevenir a resisténcia (DALCOMO, 2012). O Unico mecanismo
pelo qual emerge a resisténcia micobacteriana em um individuo portador de TB é por
meio da selecdo de bacilos mutantes primariamente resistentes em uma populacao
selvagem. Assim, a forma de evitar a selecdo de bacilos resistentes é a utilizagdo de
esquemas terapéuticos com diferentes farmacos anti-TB simultaneamente, uma vez que
bacilos naturalmente resistentes a um medicamento podem ser sensiveis a outro
(BRASIL, 2011).

Atualmente, a apresentacdo farmacologica do esquema basico para adultos e
adolescentes preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) e utilizado na
maioria dos paises € em comprimidos de doses fixas combinadas dos quatro
medicamentos Isoniazida (H), Rifampicina (R), Pirazinamida (Z) e Etambutol (E) (WHO,
2017). H e R sdo os medicamentos de maior poder bactericida, sendo ativos em todas as
populacGes bacilares sensiveis, quer intracavitarias, nos granulomas, ou intracelulares e
R o medicamento com maior poder esterilizante. O etambutol € bacteriostatico e €
utilizado em associagcdo com medicamentos mais potentes para prevenir a emergéncia de
bacilos resistentes (BRASIL, 2011). O acréscimo do E ao esquema evita o risco de
faléncia e reduz o risco de recidiva em casos de resisténcia primaria a rifampicina ou
isoniazida (DALCOMO, 2012).

Para 0 acompanhamento da evolucdo da doenca em pacientes recém-diagnosticados
com TB pulmonar faz-se o controle mensal da baciloscopia (BRASIL, 2011; WHO 2014),
sendo indispensaveis as baciloscopias do segundo, quarto e sexto meses, no esquema
basico. Em casos de baciloscopia positiva no final do segundo més de tratamento,
preconiza-se a cultura para micobactérias com identificacdo e teste de sensibilidade (TS)
(BRASIL, 2011).
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O uso adequado e as doses corretas, somados a adesdo do paciente, resultam no
sucesso terapéutico, e a negativacao ao final da fase intensiva do tratamento (apds os
primeiros 2 meses) prediz uma evolucao favoravel naqueles individuos baciliferos. Os
indicadores para determinar a efetividade de tratamento séo a cura, tratamento completo,
falha terapéutica, perda de seguimento e o ébito, (DALCOMO, 2012, WHO 2014) e se
considera que um bom programa de controle da TB alcance pelo menos 85% de cura
(DALCOMO, 2012; WHO, 2017).

Pacientes inicialmente baciliferos deverdo ter pelo menos duas baciloscopias
negativas para comprovar cura, uma na fase de acompanhamento e outra ao final do
tratamento (BRASIL, 2011), sendo que a febre persistente, perda de peso ou a recorréncia
de algum dos sintomas classicos da TB precisa ser investigado e sugere falhas no
tratamento ou comorbidades néo tratadas. A recorréncia dos sintomas apds a conversao
da baciloscopia pode ser o primeiro sinal de falha terapéutica (WHO, 2014), na qual uma
maior carga bacilar tem sido um importante fator de risco para a falha terapéutica
(HESLORP et al., 2016).

2.2. TUBERCULOSE MULTIRRESISTENTE

No ano de 1946, com a descoberta da estreptomicina (S) e o seu uso no tratamento
da TB, o fenémeno da resisténcia bacilar foi logo identificado. Esse fendmeno ocorre
naturalmente por mutacdo genética do Mtb durante a sua replicacdo, principalmente em
ambientes com condicGes favoraveis de nutricdo, oxigenacdo e pH, como ocorre no
interior da cavidade pulmonar (BRASIL, 2011).

O uso inadequado dos medicamentos que estdo padronizados como de primeira
linha para o tratamento relaciona-se ao aparecimento de cepas de Mtb resistentes aos
farmacos anti-tuberculose. Pode ocorrer mono- ou polirresisténcia consoante o numero
de farmacos envolvidos, porém é de especial interesse a resisténcia que envolve as
medicacOes rifampicina (um farmaco bactericida que age inibindo a atividade do RNA
polimerase DNA-dependente em células sensiveis e interage especificamente com RNA
polimerase bacteriana) e a isoniazida (que age inibindo a sintese do acido micélico nas
micobactérias) que sdo as duas drogas mais potentes no tratamento. Este perfil de

resisténcia a R e H recebe a denominacdo de multirresistente, sendo definida a TBMR
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como a TB em que se demonstra a ineficacia do tratamento e a ocorréncia de bacilos
multirresistentes (WHO, 2017; WHO, 2014).

A resisténcia aos farmacos anti-TB é classificada como resisténcia natural, quando
a resisténcia surge naturalmente no processo de multiplicacdo do bacilo da TB, resisténcia
priméria que se verifica em pacientes nunca tratados anteriormente com farmacos anti-
TB, contaminados por bacilos previamente resistentes, e a resisténcia adquirida ou
secundaria, na qual pacientes com TB inicialmente sensivel tornam-se resistentes ao
tratamento apds a exposicao aos medicamentos, sendo as principais causas do surgimento
da resisténcia adquirida o uso de esquemas inadequados ou 0 uso irregular do esquema
terapéutico por mé adesdo ou falta temporéria de medicamentos que permite a sele¢éo de
cepas com mutacgdes de resisténcia (WHO, 2014; BRASIL, 2011). A maioria dos casos
de multirresisténcia no mundo é adquirida devido a tratamentos irregulares ou abandono
(BRASIL, 2011). Esta resisténcia esta fortemente associada aos casos de TB previamente
tratados, sendo 10 vezes maior a probabilidade de surgirem cepas resistentes neste grupo
do que nos casos novos (MOCAMBIQUE, 2009). A TBMR e a Tuberculose
Extensivamente Resistente (TBXDR) sdo doencas extremamente graves em todo o
mundo e podem evoluir gravemente com mortalidade aparentemente maior do que o
cancer até 2050 (HAMEED et al., 2018).

Pacientes com TBMR tém que fazer uso de um esquema terapéutico alternativo, em
um regime que inclui farmacos anti-TB de segunda linha, ou seja, que comumente
apresentam uma menor taxa de cura, aumento dos efeitos colaterais, custo mais elevado,
além de necessitarem de um tempo de administracdo mais longo, de cerca de 20 meses,
com um prognéstico menos favoravel (WHO, 2014; WHO, 2017) (Figura 1). Um
esquema para multirresisténcia deve ser composto por, pelo menos, quatro farmacos com
atividades efetivas que, preferencialmente, ndo tenham sido utilizados anteriormente
(WHO, 2014; BRASIL, 2011). O tratamento com TBMR é prolongado (9-24 meses),
pouco eficaz (<50% de sucesso no tratamento), mal tolerado e bastante toxico (HONG et
al., 2018). Quando a efetividade dos medicamentos ¢ varidvel ou o padrdo de resisténcia

é incerto, mais do que quatro medicamentos podem ser utilizados (BRASIL, 2011).
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Fonte: BRASIL, 2011
Figura 1. Esquema de tratamento para TBMR

A TBMR representa uma ameaca importante para o controle da TB no mundo todo
(Figura 2). Em 2016 foram estimados 490.000 novos casos de TBMR em todo o0 mundo,
e cerca de 240.000 mortes (WHO, 2017). A resisténcia aos medicamentos anti-TB
constitui um desafio tanto para os clinicos quanto para 0s programas nacionais de controle
da TB. Mais recentemente este problema aumentou e a TBMR € considerada atualmente
uma epidemia, com surtos de TBMR resistente a farmacos de segunda linha contra a TB
(MOCAMBIQUE, 20009).

Fonte: WHO, 2017

Figura 2. Fonte de dados para resisténcia a medicamentos contra a tuberculose.
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Em 2015, segundo a WHO (2017), estima-se que de cerca de 580 mil casos
elegiveis para o tratamento da TBMR, destes 125 mil pessoas tinham sido detectados. A
taxa de cura para esta forma da doenca em 2013 foi de 52% (WHO, 2017). Para o
tratamento completo exige-se que, ap6s duas culturas negativas sucessivas para
micobactérias, o paciente permaneca fazendo uso diério das drogas pelo menos por 12
meses, cumprindo um tempo total de tratamento igual ou superior a 18 meses (SILVA
JR, 2004). O tratamento da TBMR deve ser realizado por 18 a 24 meses, a depender da
curva de negativacdo bacterioldgica, considerando-se também a evolugdo clinica e
radioldgica. Pacientes que apresentem baciloscopia e/ou cultura positiva no sexto més
deverdo completar 24 meses de tratamento e como critério de cura 0 paciente deve
apresentar trés culturas negativas a partir do 12° més de tratamento (12°, 15° e 18°),
(BRASIL, 2011).

Devido ao numero crescente destes casos resistentes aos medicamentos e a
incapacidade das técnicas de diagnéstico atuais para detectar rapidamente Mtb nos
estagios iniciais, muitos esforcos tém sido feitos ao longo das ultimas décadas no
desenvolvimento de pontos de cuidados eficientes, baratos e rapidos técnicas de detec¢éo
para a gestdo mundial da epidemia de TB (GUPTA e KAKKAR, 2018).

Os casos de TBMR e TBXDR estdo a aumentar devido ao problema de
disseminacdo da resisténcia aos antibidticos e tradicionalmente, a identificacdo de tais
mutacOes resistentes a farmacos é feita através do TS, que requer o cultivo de bactérias
(GUPTA e KAKKAR, 2018).

Reconhecer a doenca e os agentes causadores de doencas nos estagios iniciais é
uma tarefa crucial devido a falta de sintomas especificos. Assim, ferramentas
modernizadas para deteccdo e diagnostico de TB sdo necessarias para obter resultados
precisos de maneira rapida, tendo em vista a restricdo de custos (GUPTA e KAKKAR,
2018).

2.3. MECANISMOS IMUNES CONTRA A TUBERCULOSE

A patogénese da TB depende da interacdo entre a viruléncia bacteriana e resisténcia
do hospedeiro (RAMAKRISHNAN, 2012), que sdo duas variaveis distintas e
independentes (COOPER, 2009). A eliminacdo da infeccdo com Mtb depende
principalmente do sucesso da interacdo entre os macrofagos infectados e linfocitos T
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(KHAN et al., 2016). As caracteristicas da doenca TB sdo, por sua vez, muito diversas.
Eles diferem pelo tipo de patologia desenvolvida nos pulmdes, extensdo do tecido
pulmonar afetado, taxa de progressdao da doenca, caracteristicas de ativacdo imune e
inflamacéo e quantidade de bacilos (LYADOYA; PANTELEEV, 2015). A caracteristica
patoldgica da doenca é a formacdo de granulomas, que decorre de fatores inerentes aos
bacilos com os do hospedeiro, nos pulmdes de pacientes (PARASA et al., 2017).
Granulomas sao estruturas imunoldgicas organizadas, dinamicas e compactas, ricas em
células imunes, tais como mondcitos, células dendriticas, neutrofilos, células epitelidides,
macrofagos espumosos, células gigantes multinucleadas, necrose caseosa e macrofagos
que se deslocam para dentro e para fora em toda a estrutura. Esta estrutura inicial esta
rodeada por uma camada de linfécitos que lhe conferem uma estrutura sélida organizada
(NDLOVU; MARAKALALA, 2016; RAMAKRISHNAN, 2012), porém a formagao
precoce do granuloma em TB pode favorecer a disseminacdo bacteriana no tecido,
(DAVIS, 2009) através da saida de macrofagos infectados para novos sitios
(RAMAKRISHNAN, 2012).

Apos a inalacdo de aerossois, as primeiras células hospedeiras dos Mtb sdo os
macrdfagos alveolares, que fagocitam, mas ndo conseguem matar as micobactérias
invasoras, e produzem fatores quimioatraentes (EHLERS e SCHAIBLE, 2013) que
recrutam células T. Depois de duas a trés semanas de infeccdo, esses linfocitos T
especificos com antigenos do bacilo que migram para o local da infec¢do se multiplicam
nas lesdes precoces e liberam citocinas pro-inflamatdrias, como o Interferon-Gamma
(IFN-y), que por sua vez ativa os macrofagos para matar as micobactérias intracelulares
(HOSSAIN e NORAZMI, 2013). As quimiocinas produzidas por macrofagos alveolares
e pneumdcitos atraem a primeira rodada de células inflamatorias, ou seja, neutréfilos,
macréfagos derivados de mondcitos, células Natural Killer (NK) e células T o, que
promovem uma maior inflamacéao e remodelagéo do tecido. Sendo assim, a resposta inata
a infeccdo com Mtb faz pouco para restringir e muito para promover a replicacdo do
bacilo. Por conseguinte, uma acumulacéo focal das células mononucleares em diferentes
estados de maturacdo, ou seja, a fase inicial de um granuloma, ndo é por si sO protetora
(EHLERS; SCHAIBLE, 2013).

A inflamag&o € indispenséavel para a defesa do hospedeiro, entretanto, a falha do
organismo em interromper a resposta inflamatoria terminara com a destruicdo

descontrolada de células e tecidos e pode resultar no desenvolvimento de doencas



21

inflamatérias crénicas imunomediadas. As citocinasinterleucina (IL)-1 induzem
respostas inflamatorias potentes e seu antagonista IL-1RA bloqueia as respostas por estes
mediadas (PALOMO et al., 2015).

A infeccdo disseminada leva a destruicdo pulmonar, resultando em cavitacdes, que
sdo formadas quando o pulmao, que esta amolecido, é fragmentado e expelido, podendo
produzir sangramento em larga escala dando assim o primeiro sinal clinico da doenca o
que favorece o processo de tosse para o bacilo ser transmitido a novos hospedeiros através
das vias aéreas, tal dano inflamatério do tecido é responsavel pela morbidade e
mortalidade nos pacientes. (ELKINGTON et al., 2011; HUNTER, 2011)

Os bacilos replicam dentro macréfagos e as micobactérias direcionam o
recrutamento e a motilidade de macrofagos nédo infectados para as areas circunvizinhas
de células infectadas. Além disso, a proteina micobacteriana ESAT-6 induz a secrecdo de
Metaloproteinase de Matriz (MMP)-9 por células epiteliais para conduzir ao recrutamento
de novos macrofagos no granuloma (NDLOVU; MARAKALALA, 2016;
RAMAKRISHNAN, 2012). A medida que a doenca da tuberculose avanca, o granuloma
pode sofrer eventos de remodelacdo complexos que resultam na formacao de um caseo,
que contém material necrotico no centro do granuloma rico em lipidios e supostamente
hipdxico. A destruicdo do caseo resulta na liquefacdo e eventualmente na cavitacdo do
granuloma, que permite a liberacdo de Mtb infecciosa nas vias aéreas onde sdo
aerossolizadas em goticulas de tosse e pode facilitar a transmissdo bacteriana a novos
hospedeiros (NDLOVU; MARAKALALA, 2016). Macrofagos recrutados fagocitam
vesiculas de fagocitos infectados que morreram por apoptose e que contém bactérias
viaveis que crescem nestes novos macréfagos ampliando a infeccdo e inativando as
fungdes microbicidas dos mesmos (RAMAKRISHNAN, 2012).

Embora esta resposta imunitéria seja essencial para a erradicagdo dos bacilos, uma
reacdo imune desregulada e intensa e a consequente resposta inflamatoria excessiva
podem causar danos imunolégicos aos tecidos do hospedeiro (LIM et al., 2013). Muito
embora 0s componentes da imunidade inata e citocinas da imunidade adaptativas
normalmente desempenham atividade protetora contra o bacilo, por vezes pode também
facilitar a sobrevivéncia do mesmo, pois estas nem sempre sdo necessariamente
favoraveis a protecdo do hospedeiro e podem favorecer o patégeno (HOSSAIN e
NORAZMI, 2013).
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A matriz extracelular pulmonar é suportada por colégenos fibrilar, que séo
altamente resistentes a clivagem enzimatica (ELKINGTON et al., 2011) e a patologia TB
desencadeia a ativacdo de redes intracelulares, que resultam em danos, estresse oxidativo
com destruicdo dos tecidos pulmonar, pelas MMPs e a formagdo de cavitagbes em
decorréncia do dano nas quais os bacilos se proliferam. (ANDRADE et al., 2015; ONG,
2014). Este mecanismo envolve a degradacdo enzimatica do tecido pulmonar por MMP
(ANDRADE et al., 2015) enzimas hospedeiras que causam a degradacdo da matriz
extracelular, pois degradam colagenos fibrilares em pH neutro e outros componentes da
matriz extracelular e formacdo do granuloma e desempenham um papel na remodelacéo
do tecido e na destruicdo destes para favorecer o espalhamento da micobactéria
(ELKINGTON, 2011;PARASA et al., 2017), estando a extensdo do dano tecidual

associado a carga bacilar e ao comprometimento da funcdo pulmonar (HUNTER, 2011).

FONTE: Adaptado de RAMAKRISHNAN, 2012

Figura 3. Estrutura basica do granuloma da tuberculose

As Metaloproteinases de Matriz sdo uma familia de proteases que sao coletivamente
capazes de degradar todos os componentes da matriz extracelular e sdo as Unicas enzimas
conhecidas por essa clivagem de colagenos fibrilares pulmonares em pH neutro e na TB
foi demonstrado que o Mtb virulento regula a producdo de MMP-1 (colagenase
insterticial). Acredita-se que esta enzima tem um papel critico na imunopatologia da
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doenca, pois a destruicdo da matriz extracelular ¢ um dos eventos patolégicos criticos na
TB (ELKINGTON et al., 2011).

Ha evidéncias de que a MMP-1 (colagenase intersticial) desempenha um papel
critico na imunopatologiada TB pulmonar (KUBLER et al., 2015). Pois a mesma é
seletivamente induzida pela infeccdo por Mtb, ja que a expressdo de MMP-1 esté
associada a TB ativa e ndo a infeccdo latente, podendo esta correlacionada com a
gravidade clinica da doenca. Pacientes com TB pulmonar ativa apresentam niveis mais
elevados de MMP-1 do que individuos saudaveis ou individuos com a forma latente
(ANDRADE et al., 2015), bem como esta enzima estd up-regulada em macrofagos
isolados a partir de tecidos infectados com o bacilo (PARASA et al., 2017) e a expressao
de MMP-1 é especificamente maior em cavidades em comparacdo com lesbes
granulomatosas (KUBLER et al., 2015).

Reativos Intermediarios de Oxigénio (ROI) e Reativos Intermediarios de
Nitrogénio (RNI) também sdo considerados importantes na patogénese da doenga. Os
macrdfagos ativados geram radicais OH que séo tdxicos para o Mth. Apos a inalacdo de
Mtb, os macrofagos alveolares fagocitam os bacilos e iniciam a sua morte usando varios
mecanismos, incluindo a geracdo de ROI e RNI os quais reagem com uma ampla gama
de moléculas, incluindo acidos nucléicos, proteinas, lipidios e carboidratos, resultando na
morte do bacilo (MORTAZ et al., 2015). No entanto, isso pode se tornar prejudicial para
a propria celula hospedeira e pode promover lesdo tecidual e inflamagéo nos individuos
afetados e aumento de ions de célcio intracelular e danos no DNA. Tal dano é controlado
pela inducdo de mecanismos de defesa antioxidante (DANDEKAR et al., 2017; MALIK
etal., 2014).

Na infeccdo com o Mtb os macrofagos, que sdo importantes células efetoras na
imunidade contra bactérias intracelulares, reconhecem as micobactérias via Toll-Like
Receptor (TLR) seguido de fagocitose e controle do crescimento micobacteriano (KHAN
et al., 2016). A imunidade mediada por células T é o principal mecanismo de resposta
contra a TB e € mediada principalmente por uma resposta imune do tipo T helper (Th)-1
com niveis elevados de IL-12 e IFN-y (LIM et al., 2013; KHAN et al., 2016; SINGH,
2012; KLEINNIJENHUIS et al., 2011) e produz vérias citocinas pro-inflamatérias como
Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a, IFN-y, IL-15 e IL-6 que estdo envolvidas no
processo de morte do Mth (HOSSAIN e NORAZMI, 2013).
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Os macréfagos ndo-ativados sdo o habitat habitual do Mtb, que resiste no ambiente
intracelular, bloqueando a fusdo do fagossoma com o lisossomo, evitando assim a sua
exposicdo ao pH baixo e a radicais oxidativos, importantes para sua destruicdo. Os
macrofagos ativados por IFN-y transpdem esse bloqueio, sendo assim, o IFN-y é a
citocina principal envolvida na resposta imunoldgica protetora inicial contra a infeccéo
micobacteriana (CAVALCANTI et al., 2012).

HOSSAIN e NORAZMI, 2013 afirmam que as citocinas pré-inflamatorias
produzidas pelo reconhecimento micobacteriano de Receptores de Reconhecimento de
Padrdes (PRRs) sdo os responsaveis por regular os mecanimos antimicobacterianos nos
macrofagos, atraves da geragdo RNI e de ROI, e que o IFN-y juntamente com 0 TNF-a
aumenta a expressdo de Oxido Nitrico Sintase 2 (NOS2) e a induco da producéo de RNI
no fagolisossomo, mediando a morte do Mtb intracelular (HOSSAIN e NORAZMI,
2013).

No processo de controle da infeccdo por micobactérias também ha o
envolvimentodo TNF-a, que é produzido por células como os macrofagos ativados,
linfécitos T e células dendriticas. Em sinergia com o IFN-y esta citocina estimula a
producéo de radicais oxidativos, bem como induz a producéo de quimiocinas que atraem
as células imunes para o local da infecgdo, contribuindo assim com a formacdo do
granuloma, bem como medeia a morte micobacteriana através do recrutamento de
linfocitos T CD4+ (CAVALCANTI et al., 2012; HOSSAIN e NORAZMI, 2013),

O nivel de Proteina C Reativa (PCR) circulante geralmente reflete o grau de
inflamacgdo sistémica, e Miranda et al. (2017) demostraram que os niveis de PCR
aumentaram nos pacientes com TB e diminuiram durante os primeiros 60 dias de
tratamento, o que o levou a especular que o dano inflamatério do tecido provocado pela
patologia pode desencadear uma producdo robusta desta citocina (MIRANDA et al.,
2017). Ja a Interleucina-6 (IL-6) desempenha, por vezes, no sistema imune multiplo
papéis incluindo inflamacdo, e a producdo de citocinas como o TNF-a que sdo
consideradas citocinas de protecdo (HOSSAIN e NORAZMI, 2013). A Interleucina-10
(IL-10) por sua vez desativa a funcéo dos macrofagos e leva a diminuicdo de ROI e RNI,
regulando negativamente IL-12 e TNF-o, com a consequente redu¢do de IFN-y pelas
celulas T, facilitando de tal modo a sobrevivéncia do Mtb (HOSSAIN e NORAZMI,
2013).
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A proteina de alta mobilidade do grupo box1, do inglés High-Mobility Group Box
1 Protein (HMGBL1) é uma citocina crucial que medeia a resposta a infeccdo, leséo e
inflamacdo além de promover a producdo local de citocinas Th-1 como TNF e IFN-y
(LOTZE, 2005; GROVER, 2013), em seus estudos Magrys (2012) e Zeng (2015),
demonstraram que pacientes com TB pulmonar ativa apresentaram concentragoes
maiores de HMGB-1 quando comparados aos os controles saudaveis (MAGRYS, 2012;
ZENG, 2015), sugerindo que o nivel elevado da citocina pode estar relacionado a
atividade de resposta inflamatoria causada pela infeccdo pelo bacilo (ZENG, 2015), ao
passo que KIM et al., (2017) demonstraram que esta citocina € mais baixa nos pacientes
com TB pulmonar ativa quando comparados aos controles saudaveis e aos pacientes
infectados com Micobactéria Ndo Tuberculosa (MNT), e que 0s pacientes com doenca
estavel apresentaram niveis menores do que aqueles com doencga progressiva (KIM et al.,
2017).

Estudos em pacientes com TB ativa demonstraram diminui¢do das concentracGes
sisttmicas de antioxidantes e aumento da geracdo esponténea de radicais livres em
comparagdo com individuos sem TB, refletindo o estresse oxidativo excessivo associado
com esta doenca. A Heme Oxigenase (HO-1) é um importante anti-oxidante altamente
expresso em tecido do pulmdo e é uma enzima chave de resposta ao estresse, que degrada
moléculas de heme livre liberando assim o ferro, o0 monodxido de carbono (CO) e a
biliverdina. A expressao de HO-1 é regulada positivamente e nos pacientes € um potencial
biomarcador da doenca ativa (COSTA et al., 2016).

Andrade et al. (2013) demonstraram que individuos com TB pulmonar ou
extrapulmonar ativa apresentam niveis sistémicos significativamente mais elevados de
HO-1. Entre aqueles com TB pulmonar ativa, os individuos com lesdes pulmonares
bilaterais tinham niveis sistémicos de HO-1 superiores aos encontrados em pacientes com
lesGes unilaterais, indicando uma possivel relagdo entre HO-1 e a extensdo anatémica da
doenca. As concentragdes de HO-1 também tendem a ser mais elevadas em individuos

com maior carga bacilar no escarro (ANDRADE et al., 2013).

O Heme desencadeia a producdo de ROI toxicas aos bacilos de Mtb e, portanto, o
bloqueio da sua degradacdo pela HO-1 pode resultar em maior producdo desses
metabdlitos e, consequentemente, maior morte bacteriana (COSTA et al., 2016).
A expressdo de HO-1 induzida por Mtb requer producéo de ROI dependentes de NADPH
oxidase (ANDRADE et al., 2017). A inibicdo quimica de HO-1 reduz a producdo de
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citocinas inflamatorias por macr6fagos humanos e restringe o crescimento intracelular de
micobactérias. Assim, a inducdo de HO-1 pela infec¢do por Mtb pode ser um mecanismo
de viruléncia micobacteriana para aumentar a inflamacao e o crescimento bacteriano
(SCHARN et al., 2016).

Apo6s o tratamento h& queda dos niveis plasméaticos de HO-1, retornando-se aos
niveis normais apos a quimioterapia anti-TB de sucesso. No entanto, individuos em falha
terapéutica os niveis de HO-1 néo se alteram significativamente, demonstrando assim a
utilizagdo da HO-1 como um potencial biomarcador (ANDRADE et al., 2013). Porém
ainda ndo ha biomarcadores derivados do hospedeiro bem estabelecidos e que sejam

confiaveis para determinar o tratamento bem sucedido (MIRANDA et al., 2017)

2.4. BIOMARCADORES

Um biomarcador é definido como um indicador de uma determinada condicédo
fisiolégica normal ou fisiopatoldgica que pode informar sobre o prognéstico, a eficacia
terapéutica e a evolugdo da patologia, sendo relevantes a sensibilidade e a especificidade
em sua interpretacdo (BENVENISTE, 2019).

Em um estudo realizado por Chandrashekara et al. (2016) observou-se que a
alteracdo do equilibrio nos niveis de citocinas séricas pode ser indicativo da patogénese
da TB. Assim, o perfil dindmico de mudancas nos niveis de citocinas facilitaria um
possivel uso em estratégias efetivas de diagnéstico e tratamento da doenca.
(CHANDRASHEKARA et al., 2016).

Até recentemente, niveis elevados de producéo de IFN-y no Ensaio de Liberacdo de
Interferon-gama (IGRA) por estimulo com antigenos especificos do complexo M.
tuberculosis em comparacdao com auséncia de estimulo constituiam o Unico biomarcador
associado ao aumento do risco de desenvolver ou estar com tuberculose (ANDREWS et
al., 2015). Entretanto, o IGRA falha em discriminar entre a infeccdo latente e a doenca
ativa, 0 que € uma grande desvantagem (MAERTZDORF et al., 2015).

Biomarcadores poderdo ser ferramentas criticas para encontrar novas abordagens
para o controle da disseminacdo da tuberculose (ARAUJO et al., 2019), principalmente
na TBMR em que o paciente apresenta muitos efeitos colaterais adversos, utiliza em seu

esquema terapéutico drogas de alto custo, algumas injetaveis, além de apresentar maior
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taxa de morte (WHO, 2017). Os biomarcadores poderiam ser utilizados como ferramenta
para o diagndstico precoce de falha terapéutica e indicativo de mudanca de esquema
terapéutico, que atualmente é realizada apenas aos 12 meses de tratamento, com base em

resultados positivos para cultura e baciloscopia (WHO, 2017).

O estabelecimento de biomarcadores associados a doenga ativa, juntamente com o
diagnostico precoce e preciso da TB, podera permitir o desenvolvimento de estratégias
de controle da disseminacdo e monitoramento do tratamento para prevenir a progressao
para estagios avancados da doenca (WEINER et al., 2018; MAERTZDORF et al., 2015).
Desta forma, o presente trabalho pretende contribuir para a investigacdo de potenciais
biomarcadores de falha terapéutica em pacientes com TBMR, apresentando um estudo
exploratério da evolucdo de niveis de mediadores plasmaticos implicados na patogénese

da tuberculose.

3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

- Avaliar os niveis séricos de moléculas relevantes para a imunopatogénese da tuberculose
em uma coorte de pacientes com tuberculose multirresistente (TBMR), como potenciais

biomarcadores da falha terapéutica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar a producéo de biomarcadores séricos em individuos com TBMR em diferentes

tempos de tratamento.

- Avaliar a possivel associacao entre os achados e desfecho clinico, extensdo e gravidade

da doenca.

- Identificar possiveis biomarcadores precoce de falha terapéutica.

4. METODOLOGIA

4.1 DESENHO DO ESTUDO
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Trata-se de um estudo observacional com coorte prospectiva, com seguimento de 18
meses. O recrutamento foi realizado preferencialmente concomitante ao diagnostico de
TBMR, de forma a iniciar as analises no tempo zero de tratamento. Porém, foi
estabelecida uma toleréncia de até seis meses apds o inicio do tratamento. Os tempos de
acompanhamento foram: 0, 2 meses, 6 meses, 9 meses, 12 meses e 18 meses apds o inicio
do tratamento (Quadro 1). Para os pacientes recrutados apds o inicio do tratamento foi
realizada a coleta no momento do recrutamento e as demais coletas seguiram o0s tempos
estabelecidos. A escolha dos periodos de avaliacdo levou em consideracdo a cinética
esperada de negativacdo da baciloscopia e cultura (em até 2 meses para um tratamento
com curso favoravel ou até seis meses como tempo limite antes de considerar a
necessidade de mudanca de esquema terapéutico), o periodo minimo para a indicagdo de
falha terapéutica (12 meses) e o periodo minimo para alta por cura (18 meses), além de
um tempo intermediario entre 0 prazo maximo de negativacao da baciloscopia/cultura e
0 primeiro ponto para avaliacdo de possivel falha terapéutica (9 meses). A toleréncia para
a coleta em cada um desses pontos foi de 30 dias, por questdes logisticas em funcdo do

agendamento das consultas no Hospital Especializado Octavio Mangabeira (HEOM).

Fluxogramal. Cronograma de coletas de seguimento dos pacientes com TBMR

participantes do estudo.
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4.2 CENARIO DO ESTUDO

O estudo foi realizado no Hospital Especializado Octadvio Mangabeira (HEOM),
localizado na Praca Conselheiro Jodo Alfredo, S/N, Bairro do Pau Middo, Salvador,
Bahia. O HEOM é uma unidade de atencdo tercidria de referéncia em patologias

respiratorias. A clientela atendida inclui pessoas provenientes de todo Estado da Bahia.
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Porém, 80 % das pessoas atendidas residem na macrorregido leste do estado, onde esta

localizada a cidade de Salvador.

O estudo foi conduzido no Ambulatério de Tisiologia que € integrante do Programa
de Controle da Tuberculose (PCT) no estado da Bahia, bem como em pacientes que
estavam internados neste mesmo hospital. Atualmente o HEOM realiza o tratamento de

acompanhamento da maioria dos casos de TBMR no estado.

4.3 POPULACAO DO ESTUDO

A nossa populacdo de estudo € composta por pacientes atendidos no HEOM,
preferencialmente recém-diagnosticados com TBMR, ou em tratamento, desde que ndo
tenham iniciado o esquema de tratamento para TBMR ha mais de 6 meses. Previu-se a
inclusdo de 20 a 25 pacientes recém-diagnosticados com TBMR, além de até 10 pacientes
com tratamento j& iniciado para TBMR, totalizando 30 pacientes. Dessa forma
pretendiamos compensar possiveis perdas oriundas da desisténcia em participar do estudo

ou abandono do tratamento durante o seguimento dos sujeitos da pesquisa.

4.3.1 Descrigao do recrutamento realizado

O recrutamento para a participacdo no estudo constou de uma etapa de
esclarecimento ao potencial participante, envolvendo informacgdes sobre a sua doenga e
sobre 0s objetivos e procedimentos do estudo. Apds este contato foi oferecido o estudo,
cuja aceitacdo foi documentada por assinatura do Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE). Ao potencial participante foi facultado a aceitacdo do estudo ap6s
discussdo com seus familiares ou outras pessoas proximas de sua confianca. Os
individuos que aceitaram participar do estudo foram submetidos a primeira entrevista e a

coleta de sangue.

4.3.1.1 Critérios de inclusdo e exclusédo

Foram incluidos no estudo pacientes ambulatoriais ou internados, de ambos o0s
sexos, atendidos no HEOM, com TB pulmonar confirmada por radiografia, mostrando
infiltragdes ou cavitagcdes, com baciloscopia positiva, e que tinham realizado o Teste

Réapido Molecular (TRM) GeneXpert ou cultura tipificada para o M. tuberculosis com
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teste de sensibilidade aos farmacos de primeira linha (TSI) demonstrando resisténcia a
ambas rifampicina e isoniazida. Critérios adicionais para a inclusdo foram: periodo de
tratamento inferior a 6 meses (preferencialmente sem tratamento prévio a coleta); e idade
acima de 15 anos. Foram excluidos os participantes cujo resultado de TSI fosse
discordante com o GeneXpert ou para 0s quais ndo tenha sido possivel fazer o TSI por
problema técnico; pacientes ndo aderentes ao tratamento em vigéncia e pacientes

gestantes.

4.4 COLETA DE DADOS

4.4.1 Caracteristicas socio-demograficas e clinicas

Caracteristicas socio-demograficas e clinicas foram obtidas a partir de entrevista
aos pacientes ou fontes secundarias utilizando questionario padronizado. A coleta de
informac@es socio-econdmica e demogréfica foi executada utilizando instrumento de
coleta de dados padronizado, por pessoal devidamente treinado, por entrevista ou consulta
a fontes secundarias de dados (prontuario do paciente ou informacgdes no Sistema de
Informacéo de Tratamentos Especiais da Tuberculose - SITE TB). Foram obtidos em
prontuarios os resultados de avalia¢c@es no escarro incluindo a baciloscopia, a culturae o
teste de sensibilidade do bacilo aos farmacos de primeira e segunda linha (TSI e TSII),
realizados respectivamente no Laboratorio Central do Estado da Bahia e no Centro de
Referéncia Professor Helio Fraga, além de informag6es sobre comorbidades, historico de
tuberculose pregressa, adesdo ao tratamento e evolucdo clinica. Os desfechos clinicos
avaliados sdo os resultados do tratamento, a evolugéo clinico-radiolégica e o tempo de

persisténcia de cultura positiva.

4.4.2 Analises laboratoriais

O sangue dos pacientes foi coletado nos tempos de 0, 2 meses, 6 meses, 9 meses,
12 meses e 18 meses em tubos seco de 4 mL para a obtencdo soro, tubos com o
anticoagulante EDTA de 4 mL para obtencao do plasma e pellet, a partir de centrifugacGes
a 2.500 rpm durante 10 minutos, os soros e plasmas foram congelados em tubos

eppendorfs de 1 mL e armazenado no freezer a -20°C e os pellets dos tubos de EDTA
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foram armazenados em tubos de eppendorfs de 1 mL no freezer a -80°C. Foi coletado
sangue no tubo de heparina de 10 mL para separacao do plasma heparinizado através de
centrifugacgdes a 1.500 rpm por 5 minutos, e apos isso o sangue foi diluido na proporc¢éo
de 1:1 com salina estéril e levado a centrifugacdo a 1.200 rpm por 30 minutos a
temperatura ambiente, por meio do gradiente ficoll (Histopaque-1077 Sigma) para
obtencdo do anel de células que apos processo de lavagens, um a 1.000 rpm por 10
minutos a 4°C e outra vez a 1.500 rpm por 10 minutos a 4°C com salina estéril gelada,
separaram as Células Mononucleares de Sangue Periférico (PBMCs) e armazenou-se no
freezer a-80°C em criotubos em meio com Soro Bovino Fetal e 10% de Dimetilsulfoxido
(DMSO) até os testes.

MMP-1, MMP-8, IL-28B, IL-1ra, HO-1 (R&D systems); PCR, Ensaio antioxidante
(CaymanChemical); HMGB-1 (MyBioSource) foram determinados no plasma
heparinizado por ensaio imunoenzimético (ELISA) utilizando os kits de acordo com as

instrucdes dos fabricantes.

Tabela 1. Mediadores analisados através do ELISA.

Mediadores Fungio
analisados em
ELISA

PCR A proteina C reativa (PCR) ¢ uma proteina inflamatoria inespecifica (proteina de fase aguda) que geralmente esta
elevada em pacientes com tuberculose.

IL-1 RA Receptor Antagonico da IL-1, atua antagonizando o efeito inflamatorio da IL-1.

GUANIDINA Cmpostos nitx'DgenadD que possui prDPxiedades antioxidantes para reduzir a tensdo oxidativa, quando induzida
no soro do sangue utilizada para avaliar a capar_idade antioxidante global.

HMGB-1 Possui capacidade para ligar e distorcer o DNA, mas n3o sio por si fatores de transcricdo, tem peor Prindpal

funcio intranuclear distorcer a dupla helice bruscamente para permitir as interacoes fisicas adecluadas entre

muitos fatores de transcricao diferentes e a cromatina.

HO-1 Anti-oxidante altamente expresso em teddo do pulrnio e & uma enzima chave de resposta ao estresse, que
degrada moleculas de heme livre

MMP Conjunto de proteinases que atuam sobre as proteinas decompondo-as em pépridos e aminoacidos,
desempe.nhando um PaPEJ fundamental no processo de dcatrizacio. Dﬁgradagﬁo enzimatica e destruicio do
tecido pu]monar.

IL-28 Pertence a familia do IFF-A Produzidas prin::ipalrnmte pelas PBMCs e esta relacionada ao aumento da atividade

inflamatoria.

Para o ensaio de CBA (Cytometric Bead Array System), foi utilizado o kit de
Citocinas Inflamatérias Humanas BD, para medir quantitativamente as interleucina-8 (1L-
8), interleucina-1 (IL-15), interleucina-6 (IL-6), interleucinal0 (IL-10), Fator de



32

Necrose Tumoral (TNF) nas amostras de soro dos pacientes, de acordo com as instrucoes

do fabricante.

Tabela 2. Mediadores analisados através do CBA.

Mediadores Fungao
Analisados
no CBA

IL-1 Mediadora da inflamagéo local, induz a producio de neutrofilos.

IL-6 Citocina com potente atividade antiviral. Estimulaa sintese de proteinas de fase aguda,
produgdo de neutrofilos, crescimento de linfocitos B e inibe a geragao de celulas t

reguladoras.

IL-8 Secretada por varios tipos de células, em resposta a estimulos inflamatorios. Quando
liberada na circulagio, IL-8 atraineutrofilos,basofilos , linfocitos T, e promovem a
angiogenese ate o foco infeccioso.

IL-10 Regula a resposta imune atraves do controle das reagdes da imunidade natural e da
imunidade mediada por celulas Th1, inibe a sintese de outras citocinas, como o IFN-g, IL-
2,IL-12, TNF-p.

TNF Mediador de resposta inflamatoria aguda. Estimula a atividade microbicida de neutrofilos
e macréfagos.

4.5 PROPOSTA DE ANALISE

Foi montado um banco de dados utilizando o software EpiData, versdo 3.1 com as
informagdes coletadas. Os resultados das dosagens laboratoriais foram igualmente

inseridos em banco de dados neste mesmo programa.

As variaveis categoricas foram descritas com rela¢do a sua frequéncia absoluta e
relativa e razdo de prevaléncia (RP) comparando o grupo com desfecho desfavoravel
(falha terapéutica, mudanca de esquema, 6bito e positividade na baciloscopia aos 2
meses) ao grupo com desfecho favoravel (alta por cura e tratamento completo). As
variaveis continuas foram descritas por sua média e desvio-padrdo ou mediana e intervalo
interquartil, para variaveis paramétricas e ndo-paramétricas respectivamente.

Comparacdes entre medidas realizadas em diferentes tempos foram realizadas
utilizando-se a ANOVA para medidas repetidas (para distribuicbes paramétricas) ou o
teste de Friedman (para distribuicdes ndo paramétricas). Comparacgdes post-hocforam
realizadas para identificar diferencas entre os subgrupos (po6s-teste de Sidak-Newman-

Keuls (SNK) para ANOVA ou pds-teste de Dunn para teste de Friedman). Foi também
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analisada a possivel correlacdo entre os niveis de citocinas e outros mediadores
envolvidos na resposta imune contra a infeccdo micobacteriana, utilizando o teste de
Mann-whitney.

Para todas as comparagdes, as diferencas foram consideradas significativas para
erro alfa inferior a 0.05%.

4.6CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo constitui um subprojeto associado a projeto em andamento com esta
coorte de voluntarios, intitulado “Associagdo entre niveis plasmaticos de hemoxigenase-

1 (HO-1) e evolugdo clinica de pacientes com tuberculose multirresistente (TBMR)”,

aprovado pelo Comité de Etica do IGM (CAAE 08481112.5.0000.0040).

O protocolo foi conduzido observando a resolucao 466/12 do Conselho Nacional

de Saude que regulamenta as condutas em pesquisas envolvendo seres humanos.

Todos os individuos que consentiram participar do estudo foram informados sobre
quais os objetivos do estudo e assinaram o TCLE. A guarda dos questionarios, TCLEs e
codigos necessarios para associacdo dos dados e identificacdo dos pacientes foi realizada
no IGM, que dispBe de infraestrutura que permite a guarda sigilosa destas informacdes
pela equipe de pesquisa. Todas as andlises de dados desse estudo foram realizadas com

as informag0es codificadas, com acesso exclusivo pela equipe de pesquisa.
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5. RESULTADOS

5.1 POPULACAO DO ESTUDO

Trinta e trés pacientes foram recrutados para o estudo, dos quais 11 tinham sido
recém-diagnosticados (virgens de tratamento). Dois pacientes foram excluidos por
apresentarem cultura negativa para Mtb e outros dois pacientes foram excluidos por
apresentarem isolados sensiveis aos farmacos de primeira linha, apesar da falha
documentada ao esquema terapéutico. Um paciente foi excluido por apresentar
tuberculose resistente a ofloxacino, e ter sido tratado com esquema terapéutico para
tuberculose extremamente resistente (XDR), de forma que o seu tratamento diferiu dos
demais pacientes nos periodos de avaliacdo. Houve trés perdas de seguimento, sendo
que destes dois pacientes ndo compareceram as consultas no prazo previsto e ndo se
conseguiu contato com 0s mesmos, e um paciente desistiu de participar do estudo. Um
paciente veio a Obito ainda durante o tratamento. Vinte e um pacientes atingiram 12
meses de seguimento, sendo que vinte completaram 0s 18 meses de seguimento
previstos e um teve alta por cura com base no historico clinico de progressao da doenca,
porém ndo compareceu a consulta de 18 meses. Um paciente faleceu logo apds o término
do tratamento e dois pacientes apresentaram falha do tratamento para TBMR, cinco
apresentaram baciloscopia positiva no segundo més de tratamento, sendo considerados
pacientes com desfecho desfavoravel, juntamente com o paciente que faleceu antes dos
18 meses previstos de tratamento. As caracteristicas socio-demograficas e clinicas sdo
descritas na tabela 1, estratificadas por pacientes com desfecho favoravel (alta por cura)

e pacientes com desfecho desfavoravel.

A maioria dos participantes sdo homens, e a média de idade é de 42 anos. Os
estratos socio-econdbmicos mais frequentes sdo os estratos D e E. Sete pacientes
referiram consumo de bebidas alcoodlicas, sendo 5 positivos a pelo menos um
componente do questionario CAGE (Cutdown, Annoyedbycriticism, Guiltyand Eye-
opener) (ABEP,2015). Sete participantes referiram uso de drogas ilicitas ndo injetaveis,
dos quais 2 referiram uso combinado ao alcool. A grande maioria dos participantes
(96%) referiu perda de peso corporal acima de 10% nos ultimos trinta dias, na auséncia
de diarreia. Quatro participantes sdo diabéticos, dos quais um obteve desfecho

desfavoravel por falha terapéutica; 1 é hipertenso e 1 participante referiu infarto agudo
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do miocérdio antes do inicio do tratamento. Dois participantes estdo co-infectados com

0 virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

Tabela 3. Caracteristicas socio-demograficas dos pacientes com TBMR.

Variavel Desfecho favoravel Desfecho desfavoravel
N=14 N=9

Sexo

Masculino 10 (71%) 6 (67%)
Idade! 42 (17 - 66) 44.4 (28 - 61)
Escolaridade

Analfabeto 1 (7%) 1 (11%)

Ensino fundamental incompleto 7 (50%) 5 (56%)

Ensino fundamental completo 2 (14%) 1 (11%)

Ensino médio completo 3 (22%) 2 (22%)

Ignorado 1 (7%) 0 (%)
Classe social?

Classe B 1(7%) 0(0%)

Classe C 4(29%) 3(33%)

Classe D-E 9(64%) 6(67%)
Fuma

Sim 1 (7%) 2 (22%)
Consome bebidas alcodlicas*

Sim 3 (22%) 4 (44%)
Uso de drogas ilicitas

Sim 3 (22%) 4 (44%)
Vacinado com BCG?

Sim 12 (86%) 8 (88%)
IMC! 20.3 (14.4 - 32.0) 19.9 (17.2- 25.0)

IMC < 18.5 3(22%) 6(66%)
Diabetes
Sim 2 (14%) 2 (22%)
HIV

Sim 2 (14 %) 0 (0%)

1 Média (intervalo de confianga a 95%); 2Segundo os critérios de Classificagdo Econdmica Brasil (ABEP, 2015), 3
Todos com cicatriz vacinal, * 5 pacientes CAGE positivo.

No inicio de tratamento a maioria dos pacientes (62,5%) apresentaram baciloscopia

positiva, sendo que destes, mais da metade apresentavam trés cruzes de baciloscopia

(gréfico 1a). A medida em que o tempo de tratamento avanca, 0 niimero de pacientes com

negativacao da baciloscopia vai aumentando, chegando a um percentual de 70% apds dois

meses de tratamento e 89,5% ap0s dezoito meses. Nenhum paciente apresentou trés

cruzes de baciloscopia apds dezoito meses de tratamento. Verificamos que 43% dos

pacientes que possuiam lesao unilateral apresentaram baciloscopia positiva no tempo zero



36

de tratamento, e 67% dos pacientes com leséo bilateral no tempo zero de tratamento

apresentaram baciloscopia positiva (grafico 1b).

Observou-se ainda que ao longo do tempo, os pacientes evoluiram a lesdo pulmonar,

aumentando os casos de cavitacdo bilateral dos pulmdes (grafico 1 c).

b) Baciloscopia de acordo o
S status do Raio x

=3

-2

=1 W Positha
Onegaiva Bilateral ONegatra

C Caveacao Sdateral
B3 Cavitagao Uniatenal
@ infitrado urdatenal

Gréfico 1. Caracteristicas laboratoriais e radiol6gicas dos pacientes com TBMR.

5.2 RELACAO DOS NIVEIS DE HO-1 E MMP-1 COM O TEMPO DE
TRATAMENTO.

Os niveis séricos de HO-1 e metaloproteinase de matriz (MMP)-1 foram avaliados
durante o tratamento, sendo analisados estratificados por grupo de desfecho clinico

(favoravel x nao favoravel). Os resultados sdo apresentados nas Figuras 4 e 5.

E possivel observar que os niveis de HO-1 e MMP-1 em geral sdo baixos em todos
os periodos de avaliacdo, e diminuem no decorrer do tratamento, embora haja pacientes

que se destacam com niveis mais elevados de MMP-1 (Figura 4).
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Figura 4. Niveis séricos de HO-1 e MMP-1 em pacientes com TBMR nos periodos de
seguimento (tempo zero, dois meses, seis meses, nove meses, doze meses e dezoito meses). Os
valores individuais séo representados por circulos vazados, as medianas estao representadas por
barras horizontais vermelhas e o intervalo interquartil esta destacado em preto.

N&o houve uma separacdo muito distinta entre os niveis de HO-1 e MMP-1
apresentados por pacientes com desfecho desfavoravel em relacdo aqueles com

desfecho favoravel (Figura 5).
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Figura 5. Niveis séricos de HO-1 e MMP-1 em pacientes com TBMR, estratificados por
desfecho clinico (circulos cinza-claro — desfecho favoravel; circulos vermelhos — desfecho
desfavoravel), nos periodos de seguimento (tempo zero, dois meses, seis meses, nove meses,
doze meses e dezoito meses). As linhas pontilhadas representam o valor mediano de dosagem
para cada uma das proteinas, considerando os valores obtidos em todos os tempos de avaliagao.
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5.3 ANALISES DE ASSOCIACAO ENTRE OS NIVEIS DE OUTROS
BIOMARCADORES DURANTE NO SEGUIMENTO.

Foram adicionalmente avaliados os niveis séricos de proteinas indicadoras de
inflamacgdo: proteina C reativa (PCR), interleucina(IL)-28B (também denominada
interferon-lambda 3), e receptor alfa de IL-1 (IL1-RA). Foi dosada outra metaloproteinase
de matriz, a MMP-8, e uma proteina nuclear associada a morte celular programada em
contexto inflamatdrio, denominada high mobility group box 1 (HMGB-1), que age como
alarmina. Foi também avaliada a atividade antioxidante total no soro, utilizando um
ensaio que compara a inibicdo da reacdo de oxidagdo de um substrato cromogeno por
metamioglobina obtida com a amostra aquela alcancada com um analogo soltvel do
tocoferol e outros marcadores inflamatdérios como o TNF e as IL-15, 6, 8 e 10. Os niveis
desses marcadores foram correlacionados temporalmente utilizando os resultados obtidos

em todos os periodos de avaliacdo (Figura 6).

Verificamos que os niveis de MMP-8 comporta-se temporalmente de forma muito
semelhante ao observado para HO-1 e MMP-1, IL-1RA e IL-28 sugerindo uma
diminuigdo desses niveis com o tratamento, mas se mantinham niveis ainda elevados em
alguns dos pacientes. Em relacdo a HMGB1, TNF e ao potencial antioxidante total do
soro, 0s niveis maximos sdo obtidos dois meses apos o inicio do tratamento, com uma
tendéncia de queda ao longo do restante do tratamento. IL-8, IL-6 e IL-1/ apresentam
niveis maximos aos dois meses, e 0s niveis diminuem ao longo do tratamento. A proteina
C reativa apresenta niveis maximos antes do tratamento, e os niveis caem ao longo do
tratamento. As demais moléculas estudadas ndo apresentam variagédo consistente ao longo

do tratamento (Figura 6).

Observamos que ap0s seis meses de tratamento houve maior diferenciacdo dos
niveis das moléculas estudadas em comparacdo aos niveis pré-tratamento. Para algumas
dessas moléculas, os niveis observados em periodos posteriores (nove e doze meses de
tratamento) também diferiram, porém de forma menos intensa. Os niveis de MMP-1
apresentaram-se diferenciados apenas ap0s doze meses de tratamento, e os niveis de IL-
6 se distinguiram dos niveis pré-tratamento ap0s nove meses de tratamento. Apos 18
meses ndo houve diferenca nas dosagens das moléculas avaliadas em relagcdo aos niveis
pré-tratamento. O tempo de seis meses foi entdo melhor avaliado enquanto a correlagdo

com os marcadores.
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Figura 6. Niveis séricos de biomarcadores em pacientes com TBMR nos periodos de
seguimento (tempo zero, dois meses, seis meses, nove meses, doze meses e dezoito meses) e
comparagdo dos mesmos com o tempo zero de tratamento. A escala de cores representa a
distdncia em desvios-padrdo do valor médio obtido para o biomarcador nos soros dos
participantes em cada tempo de avaliacdo em relacdo a concentracdo média do mesmo,
considerando a distribuicdo total em todos os periodos avaliados. Os marcadores sdo agrupados
no dendrograma em funcdo da similaridade nos padrfes temporais de concentracao sérica. (* p
valor = 0,05; **p valor = 0,01; ***p valor = 0,001).

A andlise bivariada das correlagdes entre as moléculas sdo apresentadas na figura
7. No tempo zero, nos apresentamos que tem correlacdo positiva mais importantes entre
HO-1 e MMP-8, HO-1 e PCR, IL-15 e IL-6, IL-1IRA e IL-28, IL-1RA e TNF-a, IL-28 e
IL-8, IL-28 e TNF-a ¢ entre IL-8 e TNF-a, essas correlagdes ndo se mantém no demais
tempos de seguimento, exceto pela correlacdo IL-1RA e IL-28 apds seis meses de
tratamento. No tempo de dezoito meses apds o tratamento, surgem as correlagdes IL-15

e TNF-a € a correlagio de MMP-8 com Atividade antioxidante.
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Figura 7. Matriz de correlagdes dos biomoarcadores no tempo de zero, seis e dezoito meses de tratamento. Circulos vermelhos representam correlagdo
positiva, circulos azuls representam correlagdes negativas. O didmetro estd inversamente proporcional aop valor, e r esta associado a intensidade da cor.



41

Realizamos uma analise univariada para analisar se existe correlagdo com os parametros
clinicos entre os que tiveram desfecho desfavoravel e desfecho favoravel. Nao houve
diferenca estatisticamente significativa entre as proteinas e os desfechos clinicos (Figura
8).
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Figura 8. Niveis de citocinas comparando os grupos de desfecho do tratamento dos pacientes
com TBMR aos seis meses.

A andlise da correlacdo bivariada dos marcadores ndo mostraram um padrao claro.
Né&o foram observadas separagdo muito distinta entre os niveis das proteinas apresentados
por pacientes com desfecho desfavoravel em relagdo aqueles com desfecho favoravel
(Figura 9).



IL-1b vs MMP-8
170
160- i
ol
o 1801 o
o £ 14! :
=) 0
= 20 O ¢
104 P gO &
0 T 1 | /‘ T T T
8 10 12 14 16 18
IL-1b
(pg/ml)
MMP-8 vs IL-28
®
@
Q....0:
Q
50 10 1% 20
MMP-8
(ng/ml)

PCR

IL-1b vs IL-IRA IL-1b vs IL-28
60000 : i :
59500 : 9200 ;
o) i 90004 i
<= 59000 : ~ 8800 O
T | §Em |
o r | ¥ ;
ggzoooo- 0 —5?51%- .30
°° © 1000 é
10000 ¢
500+ H OO o
| kbl 9 & S = Ps . ;
10 15 20 5 10 15 2
IL-1b IL-1b
(pg/ml) (pg/ml)
MMP-8 vs PCR IL1-RA vs IL-28
9.0x107 01004
8.0x107 ] o200
7,007 9000}
. 6.0x07 ~ 800} -
‘£ 5007 0 c(g E 8600}
B 25007 )
£ 20407 @ 2 a
1.5x1007
104007 O O.
Tt
5000000.0 ¢
0.0 . i 4 .
0 50 100 150 200
MMP-8
(ng/ml)

PCR

PCR

IL-1b vs PCR
1.5x107
O
o}
= 1.0:007
g °* .
o
~=5000000.0-
9]
P (6}
0.0 T = T L
10 15 20
IL-1b
(pg/ml)
IL-IRA vsPCR
soxior{ @
7.007
= 60074
g 5.0x07 4 ¢
=2 i
2 :
~ 20079 |
1007 1 0 0
: Q.
0

=
— S —— =

0 50x10%.0x104.5x102.0x10¢ 4.0xEBxBG:10¢

IL-1RA

(pg/mi)

42

O Desfecho Favoravel
@ Desfecho Desfavoravel

Figura9.Niveis plasmaticos de IL-28, IL-1RA, IL-8, 1l-13, PCR e MMP-8 em pacientes com TBMR, estratificados por desfecho clinico. (circulos branco
— desfecho favoravel; circulos vermelhos — desfecho desfavoravel), no periodo de seguimento de seis meses. As linhas pontilhadas representam o valor
mediano de dosagem para cada uma das proteinas, considerando os valores obtidos em todos os tempos de avaliacéo.
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6. DISCUSSAO

Os pacientes recrutados apresentaram caracteristicas socio-econémicas e
demograficas bastante similar aos encontrados ao redor do mundo, que normalmente séo
do sexo masculino, possuem baixa escolaridade, e baixa renda, mas diferem com relagéo
ao percentual de cura (WHO, 2017). Essa coorte surpreendentemente teve uma taxa de
cura muito mais alta do que o esperado, no qual um estudo de coorte realizado em 2014
demonstrou que a taxa de cura foi de 54% (WHO, 2017), que no nosso estudo pode estar
relacionada a um viés de selegdo (participantes com maior adesdo ao tratamento e maior
observancia de cuidados a satude podem ter aceito o estudo em maior proporcéo, entre a
populacdo com TBMR), o que prejudicou um pouco a nossa analise em relacdo ao
desfecho clinico. Devido a isso determinamos e avaliamos como desfecho clinico
desfavoravel aqueles que apresentaram manutencdo da baciloscopia do escarro positiva
apos dois meses de tratamento, mudanca de esquema terapéutico por falha terapéutica e

obito.

Os pacientes com TBMR apresentam niveis séricos mais modestos de marcadores
associados a resposta inflamatdria do que os previamente observados em pacientes com
TB sensivel a farmacos de primeira linha (ANDRADE, 2013; 2015).

Os baixos niveis de HO-1 e MMP-1 podem estar correlacionados ao elevado tempo
de doenca e cronicidade da mesma nos pacientes com TBMR, onde a maioria possui
resisténcia secundaria aos farmacos. Isso poderia justificar a auséncia do padrdo
observado em TB sensivel.Em outras patologias, como a infec¢do na fase aguda por
Strongyloides stercoralis, ocorre aumento nos niveis de HO-1 e MMP-1 (ANDRADE et
al., 2015; RAJAMANICKAM, et al., 2016). A atividade excessiva de MMP-1 poderia
aumentar o risco de disseminacdo de Mtb (ZHOU et al., 2017).

O tempo de seis meses foi o periodo em que se teve uma maior diferenca na
expressdo da PCR, IL-28, IL-1RA, MMP-8, IL-8 e IL-1p. J& foi demonstrada associacao
entre 0 aumento da carga micobacteriana em pacientes com TB e 0 aumento dos niveis
de IL-18 (VINHAES et al., 2019). Em um estudo com macrdéfagos derivados de
mondcitos co-infectados com TB e HIV foi demonstrado aumento na producédo de IL-8

quando comparado com macrofagos nao infectados (CHOL et al., 2019). Também se
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verificou niveis aumentados de PCR nos pacientes com TB, que diminuem apds 60 dias
de tratamento (MIRANDA et al., 2017). Por outro lado, em nosso estudo, PCR e MMP-
8 permaneceram aumentados, respectivamente, por mais 3 e 6 meses, quando comparados
ao pré-tratamento, sugerindo que, se estes se confirmarem como bons biomarcadores,

seria possivel um melhor monitoramento para determinagéo do prognostico clinico.

Ao comparar os participantes classificados como desfecho desfavoravel em relacéo
aos classificados como desfecho favoravel, as anélises univariadas ndo demostraram
diferenca estatistica. A possibilidade de uma diferenca na expressdo de IL-1RA nos
pacientes com desfecho favoravel quando comparado aos pacientes com desfecho
desfavoravel deve ser investigada, pela amplitude dos niveis obtidos e frente ao baixo
poder da nossa amostra. Em um estudo realizado com criangas com pneumonia na india
observou-se niveis de IL-1RA mais elevados para criancas com desfechos desfavoraveis
que apresentavam determinado genétipo (AWASTHI et al.,2018). Igualmente, nas
analises bivariadas, ndo foi possivel distinguir padrbes, fazendo-se necessario uma nova
investigacdo em uma coorte com maior frequéncia de ocorréncia de desfechos
desfavoraveis com implica¢@es no tratamento (em termos de tempo até a negativacdo da

carga bacilar, falha terapéutica e dbito).

Os estudos que trabalham com coorte de pacientes com TBMR, analisando
biomarcadores, sdo muito escassos. Pretendemos validar nossos achados em estudo com
uma coorte maior. Por outro lado, os biomarcadores avaliados e identificados como
promissores sdo marcadores de inflamacgdo, que estdo relacionados ao dano tecidual
(ANDRADE, 2015; 2017; KIM, 2017). Elementos relacionados a resposta T regulatoria
ao dano tecidual poderiam igualmente ser investigados como biomarcadores

interessantes, possivelmente associados aos marcadores descritos no presente trabalho.
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7. CONCLUSAO

Os niveis das moléculas PCR, IL-28, IL-1RA, MMP-8, IL-8 e IL-1B aos seis meses ap0s
o tratamento apresentam modificacdes significativas, quando comparados aos niveis
pré-tratamento, e deverdo ser melhor investigados quanto ao seu potencial como
biomarcadores da evolucao clinica em pacientes com TBMR. Néao houve diferenciacao
nos niveis das moléculas quando comparamos desfechos clinicos favoraveis e
desfavoraveis, provavelmente devido a baixa ocorréncia de desfechos desfavoraveis em

nossa coorte, 0 que podera ser verificado em um novo estudo.
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9. APENDICE

APENDICE —Parecer do Comité de Etica, TCLE, questionarios aplicados aos
participantes do estudo e questionario clinico.

CENTRO DE PESQUISAS

GONGALO MONIZ - W
FIOCRUZ/BA

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Peequisa: Associagdo entre nivals plasmaticos 0e hamaxigenase (HO -1 & evolugdo cinica de
pacieniss com tuberculose mulimesistants (TBMR)

Pesquisador: THECLIS COSTA BARBOSA BESSA

Area Tematica:

Versao: 3

CAAE: 03451112.5.0000.0040

Institulg30 Proponents: Centro de Pasquisas Gongalo Moniz - CPQGM FIOCRUZY BA

Pafrocinador Principal: Cantro de Pesquisas Gongalo Moniz - CPQGW FIOCRUZ! BA

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 378.960
Data da Relatoria: 29082013

Aprsesntagio do Projeto:

Conforme descriio no projeto, 3 tubercuiose segue Como UM dos principals problemas mundials de saode
PUDICA, refacionados 3 doaNgas INfacCinsas. Apasar 0a qUeta Na INcioancia da doenga Nas duas Ulimas
décadas, 0 Brasl continua entre 0s 22 palses responsavels por 30% 00s C3S06 &m 1000 0 Mundo. Uma das
questies conslgeradas priortanas pela Organizagdo Mundial de sande para o controle deste agravo @ a
detecgdo precoce e tratamento adequado de casos com faléncla ge tratamenio. Esies casos estio
3550CI300s 3 resistencla 30s faMmacos mals efcazes no combate 30 baclio, Mampicing (R) e Isonlazda (H),
0 Que IrazZ Como CONSEqUENCI3s 0 3UMentD da JWag30 0o Tatamento, um malor fsco de disseminagio oe
fOMas resistentes @ 0 uUMeNto em Mals de vinte Vezes Nos cusios Jo tratamento dos pacientss, J&m do
risco ge desenvoivimento de resisiéncla adicional aos farMmacos de segunda escolha (tuberculose
extensivamente resistente, TEXDR). O grupo de pesquisa em quest3o demonstrou 3 ocomencia o2 TEXDR
&m 7% dos casos de TEMR no Estado 03 Bahla. O fratamento da TBMR tem 3 duragdo de 18 mesas, e 0
critério utiizaco para avallar 3 sua eficacia 30 longo deste periodo € 3 obtengo de escamo negativo para o
Daclio em exames de controle mensals (Dacioscopia & cutura). O tempo oe negativag3o & longo, por vezes
SUPETaNC0 12 MEsSS, & eNguanto 3 Negativacao N30 0comme ha rsco o2 ransmissio 0e badlos resistentes
para comunicani=s. A sinallzagdo precoce 02 possivel faing terapiutica &

Enderey e Falche 11
Bairo. Candesl CEP: a0208770
UF. 8a Musicipio. SALYVADOR

Tebelone: (71817823227 Fax: (T12178-2285 E-mal  cop@babie foone tv

Agra o1 om 24
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CENTRO DE PESQUISAS

GONCALOMONIZ-  QREram o™
FIOCRUZ/BA

deselavel para redirecionar o ratamento 3 farmacos Atemativos, o2 fonma 3 Moz 0 Nsco de Tansmissdo
£ 3 aquisicao 02 resisiEncia adiciond 3 fAMMacos (que reduz ainda mals as opgdes terapéuticas & tem sido
a550Ci303 3 2levadas taxas oe o).

Os colaboradores Intemacionals 00 grupo 6530 JemMonsTando 3 possivel Ltlicade da mensuragdo de nivels
plasmaticos 03 enzima hemoxigenasa(HO -1 como blomarcador de falha terapautica na tuberculoss,
355001300 3 ocomencia de resisténcla a Tarmacos e 30 desfecho cinico. Nesta proposta, pretendemos
esiender 86156 achados para 3 TBMR, vertfiicando a possivel apicagdo deste marcador o8 facl mensuragdo
no seguimento cinico 0e pacientas atenaldos No Nospital de referdncia para o Iratamentd da fubercuose
resistente no Estado da Bahla.

Cortranche do Parsces I71 200

Objstivo da Pesquisa:

3. Objetvo geral

Avaliar 3 possivel 3s50Cia¢30 entre 08 Nivals e hemowigenase antes & durams o Iratamento de pacientss
com fuberculose pulmonar multimesistants & 3 evolugao clinica desies pacikentas.

D. Objetvos especificos:

- Avallar 3 possivel 3ss0ciagdo enfre 0s nivels piasmaticos ge HO-1 & carga bacllar, extensdo radiogranca
da doenga, 12mpo de N2gaTVagao do esCamD @ da cultura, € nivels plasmaticos de profeinas de fase aguaa
e mediadores Inflamatorios nas dferentes fases do ratamento.

- Avadlar 3 possivel 355003030 antre 06 nivels plasmaticos ge HO-1 2 3 express3o Istamica de ctochnas
Ingicatvas da resposia Imune 30 baclo.

- Avalar 3 possivel 3ss0ciaca0 entre 06 NIVES DI3SMANCos de HO-1 & Parametros 3ss0cados 3 evolugdo do
tratamento, INCiuNGo 3 ocomencia de resisténcia aos farmacos de primeira € sagunda linha utiiizados no
tratamento anti-tuberculose, Sventos 3Oversos, negativacio 0o escarmo e desfecho clinico.

Avallag30o dos Riscos & Beneficios:

Riscos:

A coleta ge sangue sera ge rsco minimo, pols sara feita por técnico Teinado. Possivel desconfono Inerente
3 este procedimento s&r3 explicitado 306 SUlSos de DEsQUISa Para consideragao 0o acelte em particpar do
estugo. O laboratoro apresenta as condigles necassanas para a manpuiagdo de sangue humano por
pessoal reinado, segundo 35 NOMNas NtEmacionals 08 DICSSEqUIaNGa No Manejo & descare 08 amostras
Diologicas. As tecnicas envoividas Nos expenmentos descritos s30 realizadas rotinelramente no CPQGM,
onde serdo readizados o8

Enderego. RuaWederma Facle 121

Baimo: Cardesl CEP: 40205710

UF: Ba Musicipla:  SALVADOR

Teletone: (71)3176-2527 Fax: (T1R176-2285 E-mal.  cep@iwtie Soo e

Fagra Ziom
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CENTRO DE PESQUISAS

GONCALOMONIZ-  ‘QREgrad -
FIOCRUZ/BA

expenmentos. Para mInimizar 3 possibiidads de problemas com Importagdo & materials, 3 compra dos
mesmos sera reallzaca priortariaments no primeiro ano de atvidades 0o projeto. Para facilitar 3 ades30 dos
VOlINtaros 30 seguimento pela equipe de estuco 10aas 3s CoMEtas 02 0ados @ amosiras serdo reallzados no
HEOM de forma a coincidir Com 0 3gendamento das CONSLItas NomMmals e acompanhamento terapeutico

dos pacientes.

Corgrench: & Parsces 171 380

Beneficios:

Apesar de ndo haverem benaficios dretos previsios 308 pacientas, 3 0emonsiragio de blomarcadorss que
possam sinalizar pracocements a Talna terapdutica 1=2m potencial ge audiiar na avallagio do prognosico oe
pacientes com TEMR O forma 3 OIrecionar o T3tamanio para esquemas alternativos, aumentando 3s
chances de sucesso da terapla.

Comentanos e Consideragdes sobre a Peaquisa:

A pesquisa apresenta adequagdo 3 principlos clentificos & relevancia social Prafende recrutar pacientes ge
ambos 05 52X06, de dade acima de 15 anos, com tudberculose pulmonar confiMmiada, atendidos no Hospital
Otavio Mangabelra, agerentes 30 ratamento e que apresentarem falha 30 ratamento Indicando resisieénda
combinada a Isoniazida e Rifampaina. Os participantss serSo entrevistados, através de questionarlo
padronizado e sudbmetidos a coleta de sangue, No momento do recrutamento e 2,6,9,12 e 18 meseas apds 0
Inicko do tratamento. Serdo utlizados dados oe prontudnos medicos, Informagies cadasiradas no banco 0o
Laboratorio Central(LACEN BA) e do Sistema de Vigliancia Epidemioldégica para Tuberculose
Multirresistente.

Apresenta Colaborag3o esirangeira no desanho 0o estudd, analse e Interpratagio dos dados, com: Bruno
de Bezaml Andrade, Médico, Pesquisador Doutor. National Institutes of Health (NIH) Sethesda, MD, Estados
Unidos da Ameérica. hitp ilatias cnpq or/SES37 10845006520,

Consideragdes sobrs 08 Termos de apresentagdo obrigatoria:

Apresenta: Folha oe Rosto, TCLE, Questionano, Cronograma, Orgamento & Cartas de Anuéncia, 3 excegdo
3 do LACENBA

Conclusdes ou Pendéncias & Lista de Inadequagdes:
Ultima pendéncia Atendda - Carta de colaboragdo pelo Laboratoro Cantral do Sstado da Bahla

Situaglo do Parecsr:

Aprovaco

Necsasita Apreciagao da CONEP:

N3O
Eaderego. Fuavesderra Faelche 0T
Bairo. Cardesl CEP: 402958710
UF: BA Musicipla.  SALVADOR

Tolwlone: 7131782927 Fax: (T1 31782285 E-malt copQbatie foong iy
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GONCALOMONIZ-  ‘QRErad o
FIOCRUZ/BA

Consideragdes Finals a critérlo do CEP:
Apresentar relatdrios parcials em 02/2014; 092014, 022015 &, final em 112015,

Corgrunchs & Parsces 171360

SALVADOR, 30 de Agosto de 2013

Assinador por:
Adriana Lanfredl Rangsl
(Coordenador)

Enderogo.  Fomdend Falche, 121

Baira: Cardesl CEP: 40205710

UF: BA Musicipla: 84 VADOR

Telelone: (718178207 Fax: (T1E17S-285 E-mal.  coo@bwtie Yoous te

Fagre 3 o 4
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CENTRO DE PESQUISAS

GONCALO MONIZ - W
FIOCRUZ/BA

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Tihulo da Pecquica: Associagio entre nivels plasmaticos de hemoxigenase (HO-1 e evoluglo ciinica de
pacientes com tuberculose multiresistente (TEMR)

Pecguicador: THECOLIZ COCTA BARSOCA BECZA

Area Tematioa:

Vercdo: 3

CAAE: 08481112.5.0000.0040

inctituigdo Proponente: Centro de Fesquisas Gongaio Monz - CRoGMW FIOCRUZ 84
Patrooinador Principal: Centro de Fesquisas Gongale Monz - CRQGMW FIOCRUZ BA

DADOS DA NOTWICAGAD

Tipo de Notificago: Outros

Defalhe: Comunicagio de Inicio & pedido de aprovagio de revizlo de questionarios
Juctificativa: Gostaria de notficar 0 nicio das atividades do Projeto suprackado, que se encontra
Data do Envio: 11022015

Situagio da Notifoagdo: Parecer Consubstanciade EmBdo

Nomero do Parecer: 374333
Data da Redstoria: 25022015

Aprecentagioc da Notifioagdo:

A notficagio ests apresentada de forma clara e cbietiva & anexa ¢ "Guestionario do Prontusric” proposto e
nova vers$o do "Questionario do Estudo”.

Objetivo ca Notifioagdo:

A proponente notMca o nicio das atividades do projeto supracitado, que se encontra financiado peia
Fundaglo de Amparo & Pesquisa da Bahia (Edital PP-SUS N* 020/2013) e solica aprovagio das versles
revisadas dos questionarios. As revisbes foram reailzacas para 1) evitar repetr informagles J& solctadas
em prontudrio eletrénico especifico para a notificagdo e tratamento de pacientes com tuberculose
mutiresistents 3 farmacos (Sistema de informagio de Tratamentos Especials da Tubercuiose, Ministéric da
Saude, Brasi); 2) para atualzar as questies relacionadas &

Endersgo:  NawWeidene Faklo 121

Balrra: Cancesd CEP: om0

ur s Nencipho:  SALVADOR

Tewfone (11 p1rSTRY Pax: (F1ATSZNS Cmall: ces@tehta focna b
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CENTRO DE PESQUISAS

GONGALO MONIZ - W"ﬂ
FIOCRUZ/BA

classificaglo de renda familiar, seguindo o Craério de Classificagio Econdmica Brasi de 2015 (disponive
em: <hitp:\waw.abep org/criterioBrasiLaspx> 1. 3) para detahar meihor comportamentos de risco para co-
infecgio com tuberculose e virus da Imuncdefciéncia humana.

Avaliag30 doc Ricooc o Benefioloc:

Nio aiteracos em relagio & proposta onginal.

Comentarioc e Conclderagfec cobre a Notifloagdo:

280 apresentados uma versSo revisada do "Questiondrio do Estudo” revisada

e Incluicdo um "Questiondric do Prontusric”. As questdes referentes a antecedentes, situagio clinica,
ratamento e presenca de co-mordidades para tuberculose complem o "Questionario do Frontuaric”. As
demais questies relacionadas a dados soclo-demogaficos e fatores de risco s8o mantidas no "Quessnaric
do Paciente”, com atusizagio das gquestles relacionadas & renda famiiar e detaihamento dagueias
relacionadas 3 fatores de risco.

Conciceragdec cobre cc Termoc de aprecentagdo obrigatoria:

As modFicagles propostas foram consideradas pertinentes e nSo alteram objetves, metodoiogla do estudo
€ 0 23C0p0 00 questionario orginal.

Recomendagdec:

Fostar na Piataforma Srasll 0 "Questiondric do Paciente™ revisado.

Conclucdec ou Pendénciac o Licta de Inadequagdec:

Niona

Situagdo 0o Parecer:

Aprovade

Nececcia Apreciaglo ca CONEP:

No

Congigeragdec Finalc a orttéric do CEP:

Em cumprimento da Res. 456/2012 e Norma Complementar vigente, enviar reistonos semestrals 3 partir
desta data, e reistoro nal em até um més apos o término da vigéncia do projeto conforme Cronograma
aprovado neste protocoio.

Contiruschs 30 Peeoe 57456

Endersgo:  NuawWeldene Fakclo 121
Balrre: Cancesd CEF: om0

ur. B Menkipho  SALVADON
Temfone: (P1pISZRY Faz: (MO ZNS Cmall: cec@oetia foong o

Shge T3 4o T



58
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SALVADOR, OS de Margo de 2015

Contiruscho 30 Pwwon” 57456

Agzinado por:
Adriana Lanfred! Rangel
(Coordenador)

Endersgo:  NuawWeidene Fakclo 121

Balrre: Cancesd CEP: =me10

ur Ba Nenkipia  SALVADOR

Tewfons: (1SR Fax: (FrOVSZ0S Emall: cep@tetie foons B
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ASSOCIACAO ENTRE NIVEIS PLASMATICOS DE HEMOXIGENASE (HO)-1 E
EVOLUCAO CLINICA DE PACIENTES COM TUBERCULOSE MULTIRRESISTENTE
(TBMR)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA VOLUNTARIOS
COM 18 ANOS COMPLETOS OU MAIS

Convidamos, para

participar deste estudo que tem por objetivo avaliar a possivel utilidade da medicéo de
proteinas no sangue para o acompanhamento do sucesso do tratamento de pacientes
com tuberculose pulmonar multirresistente. Este convite é feito apenas as pessoas que

tiveram exame positivo para a bactéria resistente a rifampicina e isoniazida.

1) A participacdo neste estudo é inteiramente voluntaria e ndo remunerada, e vocé é
livre para recusar participar do estudo, ou se retirar em qualquer época apés o seu
inicio sem afetar ou prejudicar o cuidado médico gue vocé esteja recebendo ou que
possa necessitar em decorréncia dos procedimentos realizados no ambito do

estudo.

2) Os resultados deste estudo nao irdo beneficia-lo diretamente. Eles ajudardo com
informacdes valiosas para conhecermos melhor a tuberculose e a resposta ao
tratamento contra esta doenca, para poder combater e prevenir a resisténcia e a

falha do tratamento.
3) Caso aceite participar deste estudo, serdo solicitados a vocé:

a) o fornecimento de informac@es sobre vocé e sobre a sua doencga, relacionadas
a sua pessoa, atividade profissionale saude, ao possivel contato com pacientes
com tuberculose, e aos efeitos do tratamento, por entrevista ou por observacgéo

das anotacdes médicas e exames realizados durante o seu tratamento;

b) a coleta de 15 ml de sangue, equivalente a meio copinho de café, neste mesmo
dia e nas avaliacbes médicas futuras que vocé realizard durante o

acompanhamento no hospital.



4)

5)

6)

7)

8)

9)
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Nas suas consultas de acompanhamento, serd verificado quanto tempo de
tratamento vocé ja realizou para a tuberculose multirresistente. Se vocé comecgou
agora o tratamento, sera solicitado nova coleta de sangue daqui a 2 meses, depois
novamente daqui a seis meses, daqui a 9 meses, daqui a um ano e daqui a um ano
e meio. Se vocé iniciou o tratamento antes de hoje, serao feitas somente as coletas

dos meses que ainda faltam para terminar o seu tratamento.

A coleta de sangue sera realizada por pessoal com experiéncia. Pode ocorrer um
pequeno desconforto pela picada com agulha e mais raramente uma mancha roxa

(hematoma) pode aparecer no local.

Algumas das perguntas que faremos durante a entrevista podem ser mais pessoais
e vocé pode ndo ter vontade de responder. Vocé € livre para ndo fornecer

informagdes que ndo tiver vontade de revelar.

Todos os demais exames que lhe serdo pedidos pelo seu médico ndo seréo
realizados para a pesquisa, sdo para seu cuidado médico e tratamento. Qualquer
procedimento médico sera autorizado e realizado apenas pela equipe médica que
esta lhe acompanhando. A equipe do estudo n&o tera nenhuma participacdo na

decisdo de realizar qualquer tipo de exame ou tratamento.

Vocé podera, em qualquer tempo, desistir de participar do estudo, devendo avisar a
equipe de estudo. Caso vocé falte a alguma das coletas, mas ainda queira participar

das coletas que faltam vocé podera também avisar a equipe de estudo.

Todas as informacdes que permitam identificar seus resultados e seus dados seréo
mantidas confidenciais, com acesso apenas pela equipe de estudo. As amostras e
dados registrados receberdo um nimero especifico para assegurar esse segredo.
Os resultados serdo divulgados na forma de publicacfes cientificas, ndo permitindo
a identificacdo individual dos participantes. Qualquer teste que seja feito com suas
amostras que dé resultados que possam ser Uteis para seu acompanhamento e

tratamento serdo fornecidos a vocé e ao seu médico.

10) Estamos entregando a vocé uma copia deste formulario para que possa lé-lo

cuidadosamente. Estamos também lendo com vocé todas essas informacdes para
gue vocé tenha a oportunidade de tirar todas as davidas com a equipe do projeto,
mas a qualquer momento vocé pode contatar a equipe e questionar e tirar dividas

sobre o estudo.
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11) Em caso de qualquer davida sobre o estudo, ou caso vocé desista de participar por

gualguer motivo, estes sdo os contatos da equipe:

TheolisBessa, coordenadora do estudo: Centro de Pesquisas Goncalo Moniz, R.
Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Tel. (71) 3176-2215 ou 3176-2259, e-mail

theolis@bahia.fiocruz.br.

Elisabete Conceicdo, estudante de doutorado responsavel pelo estudo: Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz, R. Waldemar Falcédo, 121, Candeal, Tel. (71) 3176-2249 ou
9972-5949, e-mail betejc@gmail.com.

Jamocyr Marinho, médico pneumologista responsavel pelo estudo: Hospital
Especializado Octavio Mangabeira, Praca Conselheiro Jodo Alfredo, s/n°, Pau Miudo,

Tel. 3386-4122, e-mail jamocyr@uol.com.br.

12) Caso deseje, vocé pode também solicitar maiores esclarecimentos sobre o estudo
ao Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — Fiocruz

Bahia, cujos contatos seguem abaixo:

CEP-CPgGM, R. Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Tel. (71) 3176-2285, e-mail:

cep@babhia.fiocruz.br.

CONSENTIMENTO

Pela presente, consente voluntariamente em participar deste estudo, permitindo

que os procedimentos descritos acima sejam realizados.

Data: / /

NOME:

ASSINATURA:

RG: Polegar direito
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Integrante da equipe que leu comigo as informagdes acima e tirou as minhas davidas:

Nome por extenso:

Assinatura: RG:

Testemunha:

Nome por extenso:

Assinatura: RG:
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ASSOCIACAO ENTRE NIVEIS PLASMATICOS DE HEMOXIGENASE (HO)-1 E
EVOLUCAO CLINICA DE PACIENTES COM TUBERCULOSE MULTIRRESISTENTE
(TBMR)

TERMO DE ASSENTIMENTO PARA VOLUNTARIOS COM 18 ANOS
INCOMPLETOS OU MENOS

Convidamos, para
participar deste estudo que busca entender se a medida de alguns componentes no
sangue pode nos ajudar a saber com antecedéncia se havera sucesso no tratamento
em pacientes com tuberculose pulmonar multirresistente. Este convite € feito apenas as
pessoas que tiveram exame positivo para a bactéria resistente aos medicamentos
rifampicina e isoniazida.

13) A participacao neste estudo é inteiramente voluntaria e ndo remunerada, e vocé é
livre para recusar participar do estudo, ou se retirar em qualquer época apés o seu
inicio sem afetar ou prejudicar o cuidado médico que vocé esteja recebendo ou que
possa necessitar em decorréncia dos procedimentos realizados no ambito do
estudo.

14) Os resultados deste estudo ndo irdo beneficid-lo diretamente. Eles ajudardo com
informagdes valiosas para conhecermos melhor a tuberculose e a resposta ao
tratamento contra esta doenga, para poder combater e prevenir a resisténcia e a
falha do tratamento.

15) Caso aceite participar deste estudo, serdo solicitados a vocé:

a) o fornecimento de informacg8es sobre vocé e sobre a sua doencga, relacionadas
a sua pessoa, atividade profissionale saude, ao possivel contato com pacientes
com tuberculose, e aos efeitos do tratamento, por entrevista ou por observagéo
das anotacdes médicas e exames realizados durante o seu tratamento;

b) a coleta de 15 ml de sangue, equivalente a meio copinho de café, neste mesmo
dia e nas avaliacbes médicas futuras que vocé realizard durante o
acompanhamento no hospital.

16)Nas suas consultas de acompanhamento, sera verificado quanto tempo de
tratamento vocé ja realizou para a tuberculose multirresistente. Se vocé comecgou
agora o tratamento, sera solicitado nova coleta de sangue daqui a 2 meses, depois
novamente daqui a seis meses, daqui a 9 meses, dagui a um ano e daqui a um ano
e meio. Se vocé iniciou o tratamento antes de hoje, serao feitas somente as coletas
dos meses que ainda faltam para terminar o seu tratamento.
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17) A coleta de sangue sera realizada por pessoal com experiéncia. Pode ocorrer um
pequeno desconforto pela picada com agulha e mais raramente uma mancha roxa
(hematoma) pode aparecer no local.

18) Algumas das perguntas que faremos durante a entrevista podem ser mais pessoais
e vocé pode nao ter vontade de responder. Vocé é livre para nédo fornecer
informagfes que néo tiver vontade de revelar. Essa entrevista é feita na presenca
apenas do(a) pesquisador(a) da equipe do estudo.

19) Todos os demais exames que lhe serdo pedidos pelo seu médico ndo serdo
realizados para a pesquisa, sdo para seu cuidado médico e tratamento. Qualquer
procedimento médico sera autorizado e realizado apenas pela equipe médica que
esta lhe acompanhando. A equipe do estudo n&o terd nenhuma participacdo na
decisdo de realizar qualquer tipo de exame ou tratamento.

20) Vocé podera, em qualquer tempo, desistir de participar do estudo, devendo avisar a
equipe de estudo. Caso vocé falte a alguma das coletas, mas ainda queira participar
das coletas que faltam vocé podera também avisar a equipe de estudo.

21) Todas as informacdes que permitam identificar seus resultados e seus dados seréo
mantidas confidenciais, com acesso apenas pela equipe de estudo. As amostras e
dados registrados receberdo um numero especifico para assegurar esse segredo.
Os resultados serdo divulgados na forma de publica¢gdes cientificas, ndo permitindo
a identificacdo individual dos participantes. Qualquer teste que seja feito com suas
amostras que dé resultados que possam ser Uteis para seu acompanhamento e
tratamento seréo fornecidos a vocé e ao seu medico.

22) Estamos entregando a vocé uma cépia deste formulario para que possa lé-lo
cuidadosamente. Estamos também lendo com vocé todas essas informagdes para
gue vocé tenha a oportunidade de tirar todas as duvidas com a equipe do projeto,
mas a qualquer momento vocé pode contatar a equipe e questionar e tirar dlvidas
sobre o estudo. Seu pai, mae ou responsavel também estd com uma cépia e devera
Ié-lo e tirar todas as suas duvidas conosco, e caso concorde devera permitir que
vocé participe do estudo.

23) Em caso de qualquer duvida sobre o estudo, ou caso vocé desista de participar por
gualquer motivo, estes sdo os contatos da equipe:

TheolisBessa, coordenadora do estudo: Centro de Pesquisas Goncalo Moniz, R.
Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Tel. (71) 3176-2215 ou 3176-2259, e-mail
theolis@bahia.fiocruz.br.

Elisabete Conceicao, estudante de doutorado responsavel pelo estudo: Centro de
Pesquisas Gongalo Moniz, R. Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Tel. (71) 3176-2249 ou
9972-5949, e-mail betejc@gmail.com.




65

Jamocyr Marinho, médico pneumologista responsavel pelo estudo: Hospital
Especializado Octavio Mangabeira, Praca Conselheiro Jodo Alfredo, s/n°, Pau Miudo,
Tel. 3386-4122, e-mail jamocyr@uol.com.br.

24) Caso deseje, vocé pode também fazer perguntas sobre o estudo ao Comité de Etica
em Pesquisas do Centro de Pesquisas Goncalo Moniz — Fiocruz Bahia, cujos
contatos seguem abaixo:

CEP-CPgGM, R. Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Tel. (71) 3176-2285, e-mail:
cep@babhia.fiocruz.br.

CONSENTIMENTO

Pela presente, consente voluntariamente em participar deste estudo, permitindo
gue os procedimentos descritos acima sejam realizados.

Data: / /
NOME:
ASSINATURA:
RG:

Polegar direito

Integrante da equipe que leu comigo as informacdes acima e tirou as minhas davidas:

Nome por extenso:

Assinatura: RG:

Testemunha:

Nome por extenso:

Assinatura: RG:
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ASSOCIACAO ENTRE NIVEIS PLASMATICOS DE HEMOXIGENASE (HO)-1 E
EVOLUCAO CLINICA DE PACIENTES COM TUBERCULOSE MULTIRRESISTENTE
(TBMR)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA RESPONSAVEIS
POR VOLUNTARIOS COM 18 ANOS INCOMPLETOS OU MENOS

Solicitamos a ,
como responsavel pelo(a) menor
, 0 consen-
timentopara que possa participar deste estudo que tem por objetivo avaliar a possivel
utilidade da medicdo de proteinas no sangue para o acompanhamento do sucesso do
tratamento de pacientes com tuberculose pulmonar multirresistente. Este convite € feito
apenas as pessoas que tiveram exame positivo para a bactéria resistente a rifampicina
e isoniazida.

25) A participacao neste estudo é inteiramente voluntaria e ndo remunerada, e 0 menor
é livre para recusar participar do estudo, ou se retirar em qualquer época ap0s o seu
inicio sem afetar ou prejudicar o cuidado médico que ele(a) esteja recebendo ou que
possa necessitar em decorréncia dos procedimentos realizados no ambito do
estudo.

26) Os resultados deste estudo ndo irdo beneficiar o(a) menor diretamente. Eles
ajudardo com informacdes valiosas para conhecermos melhor a tuberculose e a
resposta ao tratamento contra esta doenca, para poder combater e prevenir a
resisténcia e a falha do tratamento.

27) Caso aceite participar deste estudo, seréo solicitados ao(a) menor:

a) o fornecimento de informacdes sobre ele(a) e sobre a sua doenga, relacionadas
a sua pessoa, atividade profissionale saude, ao possivel contato com pacientes
com tuberculose, e aos efeitos do tratamento, por entrevista ou por observacéo
das anotacdes médicas e exames realizados durante o seu tratamento;

b) a coleta de 15 ml de sangue, equivalente a meio copinho de café, neste mesmo
dia e nas avaliacbes médicas futuras que ele(a) realizara durante o
acompanhamento no hospital.

28) Nas consultas de acompanhamento do(a) menor, sera verificado quanto tempo de
tratamento ele(a) ja realizou para a tuberculose multirresistente. Se ele(a) comecgou
agora o tratamento, sera solicitado nova coleta de sangue daqui a 2 meses, depois
novamente daqui a seis meses, daqui a 9 meses, daqui a um ano e daqui a um ano
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e meio. Se ele(a) iniciou o tratamento antes de hoje, seréo feitas somente as coletas
dos meses que ainda faltam para terminar o seu tratamento.

29) A coleta de sangue sera realizada por pessoal com experiéncia. Pode ocorrer um
pequeno desconforto pela picada com agulha e mais raramente uma mancha roxa
(hematoma) pode aparecer no local.

30) Algumas das perguntas que faremos durante a entrevista podem ser mais pessoais
e ele(a) pode nédo ter vontade de responder. Ele(a) é livre para nao fornecer
informacgdes que ndo tiver vontade de revelar, e a entrevista seré feita apenas na
presenca do(a) pesquisador(a) da equipe de estudo.

31) Todos os demais exames que serdo pedidos pelo médico ao(a) menor nao serao
realizados para a pesquisa, sdo para seu cuidado médico e tratamento. Qualquer
procedimento médico sera autorizado e realizado apenas pela equipe médica que
o(a) estd acompanhando. A equipe do estudo ndo tera henhuma participacao na
deciséo de realizar qualquer tipo de exame ou tratamento.

32) O(a) menor podera, em qualquer tempo, desistir de participar do estudo, devendo
avisar a equipe de estudo. Caso ele(a) falte a alguma das coletas, mas ainda queira
participar das coletas que faltam ele(a) podera também avisar a equipe de estudo.

33) Todas as informacdes que permitam identificar os resultados e os dados do(a)
menor serdo mantidas confidenciais, com acesso apenas pela equipe de estudo. As
amostras e dados registrados receberdo um namero especifico para assegurar esse
segredo. Os resultados serdo divulgados na forma de publica¢des cientificas, ndo
permitindo a identificacdo individual dos participantes. Qualquer teste que seja feito
com suas amostras que dé resultados que possam ser Uteis para seu
acompanhamento e tratamento serdo fornecidos a ele(a) e ao seu médico.

34) Estamos entregando a vocé uma coépia deste formulario para que possa lé-lo
cuidadosamente. Estamos também lendo com vocé todas essas informagdes para
gue vocé tenha a oportunidade de tirar todas as davidas com a equipe do projeto,
mas a qualquer momento vocé pode contatar a equipe e questionar e tirar davidas
sobre o estudo.

35)Em caso de qualquer davida sobre o estudo, ou caso o(a) menor desista de
participar ou vocé ache que ele(a) ndo deve patrticipar por qualquer motivo, estes
sdo os contatos da equipe:

TheolisBessa, coordenadora do estudo: Centro de Pesquisas Goncalo Moniz, R.
Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Tel. (71) 3176-2215 ou 3176-2259, e-mail
theolis@bahia.fiocruz.br.

Elisabete Conceicdo, estudante de doutorado responsavel pelo estudo: Centro de
Pesquisas Goncalo Moniz, R. Waldemar Falcédo, 121, Candeal, Tel. (71) 3176-2249 ou
9972-5949, e-mail betejc@gmail.com.
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Jamocyr Marinho, médico pneumologista responsavel pelo estudo: Hospital
Especializado Octavio Mangabeira, Praca Conselheiro Jodo Alfredo, s/n°, Pau Miudo,
Tel. 3386-4122, e-mail jamocyr@uol.com.br.

36) Caso deseje, vocé pode também solicitar maiores esclarecimentos sobre o estudo
ao Comité de Etica em Pesquisas do Centro de Pesquisas Gongalo Moniz — Fiocruz
Bahia, cujos contatos seguem abaixo:

CEP-CPgGM, R. Waldemar Falcdo, 121, Candeal, Tel. (71) 3176-2285, e-mail:
cep@babhia.fiocruz.br.

CONSENTIMENTO

Pela presente, permite que o(a) menor voluntario participe deste estudo, e que 0s

procedimentos descritos acima sejam realizados.

Data: / /

NOME:

ASSINATURA:

RG:

Polegar direito

Integrante da equipe que leu comigo as informag8es acima e tirou as minhas duvidas:

Nome por extenso:

Assinatura: RG:

Testemunha:

Nome por extenso:

Assinatura: RG:
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Ministario da Saude

FIOCRUZ
Fundagiio Oswaldo Cruz Questiondrion® __

Associagao enfre niveis plasmaticos de hemoxigenase (HO)-1 e evolugao clinica

de pacientes com tuberculose multirresistente (TBMR).

QUESTIONARIO DO PACIENTE

Registro:

|. DADOS DEMOGRAFICOS

1. Sexo: ( Jmasculino ( ) feminino

2. ldade: anos

II. DADOS SOCIO-ECONOMICOS

1. Profissdo:

2. Tempo de estudo:
(a) nenhum

(b)de 1a3 anos
(c)ded aTanos
(d)de 8a11ancs

(e) de 12 ou mais anos
(f) ignorado

3. Escolandade (marque apenas 1 altemativa):

(a) Analfabeto /Fundamental | incompleto

(b) Ensino fundamental | completo/Fundamental Il incompleto
(c) Ensino fundamental Il completo/Medio incompleto

(d) Ensino médio completo/Superior incompleto

(e) Supenor completo



4. Qual o rendimente mensal da sua familia?

{a) Sem renda (b} Menos de RE788,00

{c) De R$788,00 a R$1576,00 {d) De R$1577 a RE3152,00

{e) De R%3153,00 a2 R54725,00 if) De R$4729,00 a RE7980,00
{g) De R$7981,00 a R§11820,00 (h) De R$11821,00 a R$15760,00
(i) Mais de R$15760,00 {j} Prefiro ndo responder

5. Quantas pess0as moram com voce na sua residéncia?

6. Esta trabalhando atualmente? | ) Sim { ) MNao

7. Possui automoveis de passeio? ( ) Sim { ) Néo

Caso sim, quantas?

4. Possui empregados mensalistaz?(  )Sim (1 M&o

Caso sim, quantos?

9. Possui maguina de lavar roupa? { ) Sim { )MNao

Caso sim, quantos?

10. Poszui banheiro? { ) Sim { ) Mao

Caso sim, quantas?

11. Possui DVD? { ) Sim { ) Ndo

Caso sim, quantas?

12. Possui geladeiras? [ ) Sim { ) MNao

Caso sim, quantas?

13. Possui freezers? | ) Sim { ) Mao

Caso sim, quantos?

14. Poszsui microcomputadores, notebook, netebook, laptops!? { ) Sim

Caso sim, quantos?

15. Possui lavadora de lougas? ( ) Sim WL ED]

Caso sim, quantos?

{ ) Ndo
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16. Poszui fomo de micro-ondas? ( ) Sim { )Mo

Caso sim, quantos?

17. Possui motocicletas? | ) Sim { ) Néo

Caso sim, quantos?

18. Possui maguina secadora de roupa? { ) Sim { ) Néo

Caso sim, quantos?

19 ﬁkgua utilizada no domicilio & proveniente de:
{ ) Rede geral de distribuigdo () Pogo ou nascente () Outro meio

20. A rua do local de sua moradia &7
{ ) Asfaltada/Pavimentada [ ) Tema/Cascalho

lil. FATORES DE RISCO

1. Tem ou teve contato com pesscas com tuberculose?
{ JNao [ ) Sim

2. Esteve com estas pessoas:
{ ) Em sua casa { ) Em seu trabalho { ) Em sua escola

{ ) Familiares ou pessoas proximas forada suacasa () Cutros. Qual?

3. Esse contato com paciente com tuberculose foi

{ )todos os dias ( ) quase todos os dias [ )semanal
{ Jgquinzenal { )raro { | ndo sabe informar
Por quanto tempo? semanas { )n&o sabe informar

4. Trabalha em hospitais ou outros servicos de atendimento a pacientes?

{ )Nao { ) Sim

IV.DADOS CLINICOS:

1. Foi vacinado com BCG?
{ ) N&o { 15im { )Mo sabe
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2. Possui cicatriz BCG? | ) Mao
{ ) Sim. Didmetro: mm
ATEH:;ﬁD: O ENTREVISTADOR DEVE MEDIR A CICATRIZ

3. Ja teve algum problema nos pulmoes?
( ) N&o { )Sim
4. 5e a resposta foi sim:

Em que més & ano?

Qual o problema?

Qe tratamento foi feito?

Que remedios tomou?

Que médico o atendeu (especialidade)?

5- Estado civil:
{ ) Solteiro { )Casado ( )Divorciado ( )Vidvo | ) Unido estavel

{ ) Nio informou

6. Esta tomando algum medicamento?
{ ) Nao { )5im. Qual 7

Ha quanto tempo?

7. Usa contraceptive? ( JM8o ( ) Sim.

Qual?

Injetavel? { JNao { ) Sim.

8. Faz uso de medicagdes controladas?
{ ) Néo { 15Sim. Qual?

Ha quanto tempo?

9. Usa medicamentos sem receita?

{ 1 Néo { )5im.

Medicamento injetavel? { ) Mao { 15im.
Cual?

10. Usa ou ja foi usuario de drogas? ( ) Néo { )Sim.
Injetavel? { ) Mao { ) Sim.

11 ll=a nutrns tinos de droea inetavel (anabolizante)?
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{ )Nio { ) Sim. Qual?

12. Compartilha seringas com outras pessoas? | ) Mao [ )Sim.

13. Tem ou ja teve alguma destas doengas:

(a) Diabetes / aglcar alto no sangue {b) Céncer

(c) Imunodeficiéncia (d) infectade HTLY  (g) infectado hepatite B efou C
14. E hemofilico? { ) N&o { ) Sim.

15. E doador de sangue? [ ) Nao [ ) 5im.

16. Ja recebeu sangue? | ) Nao { ) 5im. Por qué?

17. Vocé tem HIV?
{ ) Wao (passe para a questao 21)
{ ) Sim. Ha guanto tempo foi confimado?

18. Esta em tratamento para o HIV? { ) Nao {passe para a questao 21)

{ ) Sim. Ha guanto tempo? anos meses

19. Possui alguma reagio adversa ao tratamento para o HIV? [ ) Nio
{ 15Sim. Qual?

20. Alguma vez interrompeu o fratamento para o HIV?

{ ) Mao { ) Sim. Por qué?
21.MEDIR O PESD kg
22 MEDIR A ALTURA metros

23. Perdeu peso nos Uimos seis meses?
{ JMao { ) Sim. Quantos quilos?

24 Mos Ultimos seis meses chegou a ter diarréia por mais de 30 dias?
{ ) Néo { )Sim
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V. USD DE FUMO E BEBIDAS ALCOOLICAS

1. Fuma? { ) Sim { ) N&o (passe para a questdo 4).

2. Qual a quantidade diaria?

{ 1 1-5 cigamos { )5-10 cigamos { 110 a 15 cigamos

{ 115 a20 cigarmos { ) mais de 20 cigamos

3. Qual o tipo de fumo?

{ ) cigarmo { ) charuto [ ) outros. Qual?

4. Toma bebidas alcodlicas (cerveja, cachaga, vodea, whisky, outras)?

{ ) Mao (terminar a entrevista) [ ) Sim

5. Quantas vezes por semana toma bebidas alcoodlicas?

{ 11 vezimés { 11 vez por semana [ ) mais de 1 vezizemana

{ ) diafaments

6. Alguma vez sentiu que devera diminuir a quantidade de bebida alcodlica ou parar
de beber? [ ) Méo { 15im

7. As pessoas ofa) abomecem porgue criticam o seu modo de fomar bebida alcodlica?
{ ) Néo { )Sim

8. O{a) senhor{a) se sente chateado(a) consigo mesmo{a) pela maneira como

costuma tomar bebidas alcodlicas? () Néo { )Sim

9. Costuma tomar bebidas alcodlicas pela manha para diminuir o nervosismo ou

ressaca? ( ) Mao { 1 Sim
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Voluntario n®
Ministdrin da Sadade

FICRUZ
Fundagio Oswaldo Cruz

Associagao entre niveis plasmatico de Hemoxigenase [HO)-1 e evolugao clinica de

pacientes com Tuberculose Multirresistentes (TEMR).

QUESTIONARIO DO PRONTUARIOD

IHDADOS DE IDEHTIFIE.H.I:.ED Voluntario n®:

Grupao:

Data.____ /!  Intemamento M3o____ Sim____ Dataintemamento: __ f
Nome:

Home da mae:

Data do Mascimento:

Ala & lzito de intemameanto:

M® Prontuario:

Endereco residencial:

Tel=fone: Celular:

Sew questiondrio ndo serd identificado. (s dados constanbes 530 confidencizis. Vocod pode nao responder a qualquer 4
uma destas perguntas. Em caso de dividas consulie o pesquizador responsdvel.
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Vaoluntario n®
Minigtdrio da Sadde

FICCRUZ
Fundagio Oswaldo Cruz

Associagao entre niveis plasmatico de Hemoxigenase (HO)-1 e evolugao clinica de

pacientes com Tuberculose Multirresistentes (TEMR).

QUESTIONARIO DD PRONTUARIO

HDADOS DE IDEHTIFIEAIE.ED Voluntario n®:

Grupao:

Data.____/ '  Intemamento M3o___ Sim____ Dataintermamemto: [ 1
Nome:

Mome da mae:

Data do Mascimento:

Ala & |leito de imtemameanto:

N® Prontudrnio:

Enderego residencial:

Talefons: Celular:

Sen questiondrio nso serd identificadn (s dados constantes s30 confidenciziz. Vool pode nao responder 2 goalquer 4
uma destas pergunias. Em caso de dividas consulie o pesquisador responsdvel.



Voluntario n™:
{ ) Linfonodomegalia hilar [ ) Linfonodomegalia mediastinal

{ }Demrams pleural [ ) Owutras

&- Apresenta alguma co-morbidade.
[ JHN { JAlcoolisme [ ) Insuficiéncia Renal | JHAS ( DM { ) Insuficiéncia
Renal' Hemodialise | ) Meoplasia | ) Silicose [ ) Tabagisme () Transplantado
{ )} Transtome Mental | ) Corticoterapia Prolomgada | JHBW [ JHCW
{ }Usuario de drogas llicitas { ) Usuario de inibidores de THF
Cutras

8- Se portador de HIV, realizouw exame para aualiag.in da carga viral?
Madir { ) Sim [ )Mo

Mos Oltimos trés meses | ) Sim{ ) N3o

10- S& a resposta anterior for sim, qual o resultado?

CA: Valor ! Data: )

CD4 nadir: CD4: CDa: Diata: !

Il. Estado nufricional:

11- Qual o peso medido? 18- Qual a aliura medida?

12- Perdeu peso nos Oltimos seis meses? Sim___ M3o_ . Caso sim, quantos quilos?

lil. Avaliagio da fungao hepatica.

13- Apresenta alteragdes hepaticas?
[ )sim { }n3o

14- Exames laboratonais:

[ TGO [ TGP

{ ) Fosfatase Alcalina { ) Bilimubina Total

{ ) Bilimrubina conjugada { ) Bilirubina ndc conjugada
[ } Gama GT

{ } Proteinas totais: albuminas globulina

() Proteinas fragdes: albuminas ghobulina
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5w questiondrio n&o serd identificadn Os dados constantes s30 confidencizis. Vooé pode nio responder 3 gualgquer 3

uma desias perpunias. Em caso de dividas consulie o pesquizador responsdvel.



Violuntario n™

{ )} Hematocrito { } Hemoglobina [ }VCM

{  }Leucocitos | ) Linfocitos { ) Linfacitos tipicos

{ } Linfocitos atipicos { YMondcitos__ | )jBasofilos_
{ ) Plaguetas [} Glicemia em jejum

[ }Hemacia

IV. Avaliagao da fungio renal.

18- Apresenta algum problema renal
[ ) Insuficiéncia renal aguda | ) Insuficiéncia renal cronica | ) Outras

18- Resultado dos exames laboratoriais

[ ) Creatinina { }Ureia

V. Acompanhamento do Tratamento.
17. Tempo de Tratamento:

18. Quantos anos de doente com Tuberculoss:

18, Tratamentos Antericres:

M| An (R|IH|Z[(E|S|E| OFf | LF | Mf | Tr | Cf

A|LC K | Pa | Lz | Desfecho

és | o t| x| x| x|d]z|m|p|m|s d do
Tratament

o

{1) cura {2} tratamento completo (3) abandono (4) mudanga de diagndstico (3) faléncia (8) mudanga

de esquemna (7] TEMR

OBS:

Sew questiondrio ngo serd identificado. (s dados constantes 580 confidencizis. Yooé pode nio responder 3 qualquer 4

uma destas pergunias Em caso de dividas consulle o pesquisador responsdvel.
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