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RESUMO

A farmacogendémica, que engloba actualmente o dominio da farmacogenética,
constitui um importante avanco para a personalizacdo da Medicina, possibilitando a
selecgdo do farmaco e dose adequadas ao genotipo de cada individuo, o que contribui
para aumentar a eficacia terapéutica e diminuir a toxicidade.

Os objectivos deste artigo de revisdo consistem, em primeiro lugar, na analise
das implicacbes da genotipagem do gene NAT2 na terapéutica da tuberculose com
isoniazida, em segundo lugar, na descri¢dao de um estudo das frequéncias genotipicas do
NAT?2 efectuado numa amostra de populacdo do centro de Portugal.

A tuberculose permanece um problema a escala global, constituindo a principal
causa de morte por uma doenca infecciosa curdvel, o que justifica a necessidade
continua de investigacdo e a implementacdo de medidas que optimizem o seu
tratamento. Em Portugal, apesar de se verificar uma evolucgdo favoravel, persiste ainda o
problema de satde publica, com consequéncias a nivel humano, econdmico e social.

O gene NAT2 codifica a enzima N-acetiltransferase 2, responsével pela
acetilacdo da isoniazida, farmaco essencial a terapéutica da tuberculose. Polimorfismos
do gene NAT2 sdo responsaveis pelas diferencgas individuais na actividade enzimatica, e
a sua caracterizacdo permite a classificacdo da populacdo em acetiladores rapidos,
intermédios e lentos por genotipagem, e a individualizacdo da dose terapéutica.

As concentragdes sericas da isoniazida influenciam a eficacia terapéutica e,
sobretudo, a sua toxicidade, a qual inclui formas graves e mortais de hepatites toxicas
agudas que impdem o transplante hepatico. A maioria dos estudos aponta no sentido de
que os gendtipos do NAT2 correspondentes a acetiladores lentos aumentam a

susceptibilidade para a ocorréncia de hepatotoxicidade, mas com um efeito modesto.



A individualizacdo da dosagem terapéutica de acordo com a capacidade
metabdlica do doente € actualmente possivel a custos moderados, recorrendo a
genotipagem dos doentes, embora a comprovagédo dos seus beneficios carecga de estudos
prospectivos.

Para avaliar as repercussfes da individualizacdo terapéutica da isoniazida com
base na genotipagem, na populacdo portuguesa, € essencial a caracterizacdo das
frequéncias dos varios genétipos do NAT2. Estudaram-se 101 doentes tratados nos
Hospitais da Universidade de Coimbra e no Servigo de Luta Anti-tuberculose do Centro
e uma populacédo controlo de 60 individuos. A genotipagem do NAT2 foi efectuada por
sequenciacdo automatica. As frequéncias de acetiladores réapidos, intermédios e lentos
foram, respectivamente, de 3.96 %, 45.54% e 50,5% nos doentes com tuberculose, e de
8.33%, 41.67% e 50% na populacdo controlo (p>0.05). Conclui-se que pelo menos
metade dos doentes que acorrem aos cuidados de salde sdo acetiladores lentos e deste

modo, poderdo beneficiar de uma dosagem terapéutica personalizada.

Palavras-chave:

Farmacogenética, Isoniazida, N-acetiltransferase 2 Humana (NATZ2), Hepatotoxicidade.



ABSTRACT

Pharmacogenomics, which currently includes the pharmacogenetics domain,
represents a major advancement to the individualization of medicine, enabling the
selection of the best drug and appropriate dose to the genotype of each individual,
allowing an increase of the drug’s efficacy while decreasing its toxicity.

The objectives of this review article consist, first, on a generic approach of the
implications of NAT2 genotyping on tuberculosis treatment with isoniazid and secondly,
on the presentation of a study of the frequencies of the NAT2 genotypes in a sample of
population from the center of Portugal.

Tuberculosis remains a problem at a global scale, being the main cause of death
by a curable infectious disease, justifying the need for continuous investigation and the
implementation of measures to improve its treatment. In Portugal, despite a favorable
evolution, the public health problem still remains, with consequences at human,
economic and social levels.

The NAT2 gene encodes the N-acetyltransferase 2 enzyme, which is responsible
for isoniazid acetylation, an essential drug for the treatment of tuberculosis.
Polymorphisms of the NAT2 gene contribute to inter-individual variability of isoniazid
acetylation, allowing the classification of individuals in rapid, intermediate and slow
acetylators by genotyping and to adjust the therapeutic dose.

The serum concentrations of isoniazid influence the therapeutic efficacy, and
mainly, its toxicity, which includes serious and even fatal forms of acute toxic hepatitis
that may require hepatic transplantation. Most of the studies point towards NAT2
genotypes corresponding to slow acetylator status, as being more susceptible to

hepatotoxicity, but with a mild effect.

Vi



The dose individualization according to the metabolic capacity of the patient is
currently possible with moderate costs through genotyping, however prospective studies
are still needed to verify its benefits.

To evaluate the repercussions of therapy individualization with isoniazid by
genotyping, in the Portuguese population, it is essential to know the frequencies of
NAT2 genotypes. We studied 101 patients treated in the Hospitais da Universidade de
Coimbra and in the Servigco de Luta Anti-tuberculose do Centro along with a control
population of 60 people. NAT2 genotyping was performed by automatic sequencing.
The frequencies of rapid, intermediate and slow acetylators were, respectively, 3.96%,
45.54% and 50.5% on the tuberculosis patients, and of 8.33%, 41.67% and 50% on the
control population (p>0.05). We concluded that at least half of the patients who seek
health care are slow acetylators and thus, may benefit of a personalized therapeutic

dose.

Keywords:

Pharmacogenetic, Isoniazid, N-acetyltransferase 2 (NAT2), Hepatotoxicity.
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1- Introducéo

A farmacogenética dedica-se ao estudo das bases genéticas da variabilidade
individual das respostas aos farmacos, explicada por polimorfismos das enzimas de
metabolismo, dos transportadores e dos alvos terapéuticos. Trata-se de uma
variabilidade originada por polimorfismos genéticos constitucionais, isto €, herdados. A
farmacogendmica, termo mais actual da era da gendmica, inclui a identificacdo de
novos alvos terapéuticos e a caracterizagdo das variantes genéticas somaticas
(adquiridas), especificas das células patoldgicas, de modo a seleccionar uma terapéutica
especifica. Aplicada sobretudo a oncologia, recorre a metodologias de estudo global do
genoma e a identificacdo de mutagcBes somaéticas tumorais. Actualmente, o termo
farmacogendmica passou a englobar o dominio da farmacogenética.

A farmacogendmica trouxe um novo alento a medicina personalizada, com a
possibilidade de seleccionar o farmaco e a dose adequadas ao genétipo de cada
individuo, prometendo maior sucesso terapéutico e diminuicéo da toxicidade (Wang L,
2010).

Os estudos farmacogenéticos iniciais focaram-se nos farmacos com curvas de
concentracOes séricas bi ou trimodais, compativeis com fen6tipos monogeénicos, isto é
na dependéncia de um sé gene, quase sempre codificador de uma enzima de
metabolismo. Recentemente, cada vez se analisam mais vias metabdlicas completas e
farmacos/fenotipos poligénicos, tirando partido das novas tecnologias genomicas.

No entanto, a repercusséo clinica da caracterizacdo do genotipo constitucional na
seleccdo da dose é praticamente nula, ndo obstante a comercializagdo de arrays como o
“AmpliChip CYP450”, que permitem a identificacdo de alelos dos genes CYP2D6 e

CYP2C19, envolvidos na variabilidade da resposta a varios farmacos.



As dificuldades advém de vérios factores: muitos dos farmacos tém um
metabolismo de caracteristicas poligénicas; as variantes de risco frequentemente sdo
raras; a adaptacdo da dose pode ser feita por avaliacdo de pardmetros clinicos (por
exemplo frequéncia e ritmo cardiaco) e laboratoriais (por exemplo provas de
coagulagdo); ha farmacos alternativos; custos da genotipagem, e, sobretudo, ndo ha
estudos prospectivos que comprovem a utilidade da individualizagdo da terapéutica com
base na genotipagem do doente.

A isoniazida (INH), um farmaco essencial para o tratamento da tuberculose,
constitui um exemplo “classico” de um farmaco com um metabolismo de caracteristicas
monogénicas. As concentragdes plasmaticas de INH cedo demonstraram uma
distribuicdo bimodal ap6s a administracdo de doses idénticas a diferentes individuos,
explicada por variagdes genéticas na N-acetilagio da INH, pela enzima N-
acetiltransferase 2 (NAT2). Actualmente sabemos que a distribuicdo bimodal se deve a
polimorfismos genéticos do gene NAT2.

Diferentes capacidades de acetilacdo, AR (acetiladores rapidos), AL
(acetiladores lentos) e Al (acetiladores intermédios, originalmente classificados como
AR), correspondem a diferentes genotipos. As variantes genéticas consideradas de risco
para toxicidade séo frequentes, atingindo os 50% entre caucasianos.

Estas caracteristicas tornam a INH o exemplo de um farmaco para o qual a
genotipagem podera apresentar vantagens para a optimizacao e seguranca terapéutica.

Este artigo de revisdo pretende numa primeira instancia abordar de uma forma
geneérica as implicagdes da genotipagem do NAT2 na terapéutica da tuberculose com
isoniazida. De seguida, descrever-se-do os resultados de um estudo das frequéncias

genotipicas do NAT2 efectuado numa amostra de populagéo do centro de Portugal.
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2- Materiais e métodos

A metodologia de consulta baseou-se na pesquisa de artigos publicados em
diversas revistas cientificas referenciadas na Pubmed. Consultei também o NCBI
(National Center for Biotechnology Information).

Utilizei como palavras-chave: Pharmacogenetic, Isoniazid, Human N-

acetyltransferase 2 (NAT2), Hepatotoxicity.
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3- Tuberculose: o problema de satde publica

3.1 — A situacdo mundial

A tuberculose (TB), sendo a principal causa de morte provocada por uma doenca
infecciosa curével, é um problema global, cuja dimensdo, em numeros absolutos,
continua a crescer, com um numero estimado de 9 milhdes de novos casos de doenca e
aproximadamente 2 milhdes de mortes por ano (Hall et al., 2009).

A maior parte (cerca de 85%) dos casos ocorreu na Asia (50%) e Africa (30%)
(Fig. 1). As mais elevadas taxas de incidéncia per capita encontram-se nos paises da
Africa Subsaariana, chegando a atingir os 1000 casos por 100 mil habitantes. Em 2007,
a Unido Europeia teve uma incidéncia média de 17/100000, com Portugal a registar um

dos mais elevados indices, de 27/100000 (Duarte et al., 2010).
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Fig. 1 — Taxas de incidéncia da tuberculose por pais, 2008 (Adaptado de Global Tuberculosis Control: a
short update to the 2009 report, OMS).

Contudo, nos Ultimos 15 anos conseguiram-se grandes progressos, com a

implementacdo da estratégia DOTS (Directly Observed Therapy Short-Course), seguida



mais tarde pela Estratégia e o Plano Global “Stop” TB em 2006. A taxa de incidéncia
per capita atingiu o seu valor méximo em 2004 (143/10™), o que significa que 0 mundo
estd em vias de atingir uma das metas propostas para 0 milénio, “Millennium
Development Goals”, que consiste em parar e inverter a incidéncia de maléria e outras
doencas como a tuberculose em 8 das 9 sub-regides epidemioldgicas da OMS
(Programa Nacional de Luta contra a Tuberculose, PNT, Mar¢o 2010)

A TB, como infeccdo oportunista, é a principal causa de morte dos doentes com
SIDA. Dos 9.4 milhdes de casos de TB em 2008, 1.4 milhdes estavam co-infectados
pelo VIH. Os cuidados acrescidos que estes doentes carecem ndo sdo na maioria dos
casos prestados, pois o teste de VIH é efectuado a apenas a cerca de 22% dos casos de
TB (PNT, Margo 2010).

O impacto da implementacdo da estratégia DOTS estd ameacado pela
emergéncia de formas de doenca com multirresisténcia, um problema relacionado com a
ndo adesdo ao tratamento e/ou a uma incorrecta escolha do regime terapéutico. A
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima a emergéncia global de cerca de meio
milhdo de novos casos de tuberculose multirresistente (TBMR) por ano, incluindo
50000 casos de tuberculose extensamente resistente a farmacos (TBXDR). Estes
nameros sao assustadores, sobretudo tendo em conta que apenas 7% destes receberdo
cuidados minimos de diagnostico e tratamento, vindo a morrer 150 mil pessoas por ano,
principalmente na india e China (PNT, Margo 2010).

Por tudo o que foi referido anteriormente, conclui-se que a TB constitui um
problema de saide com uma incidéncia e prevaléncia ainda bastante elevadas que
justificam a necessidade continua de investigacdo e a implementacdo de medidas que

optimizem o seu tratamento.



3.2. A situacdo em Portugal

Em Portugal, assiste-se a uma diminui¢do acentuada do nivel endémico da
tuberculose, directamente associada a melhoria dos indices de desempenho do PNT,
com uma evidente reducdo da prevaléncia da resisténcia aos antibidticos especificos.

Contudo, a situagdo é menos favoravel nas grandes areas urbanas de Lisboa,
Porto e Setubal, onde se concentra a maior parte dos casos registados no pais e onde o
ritmo de declinio é mais lento. Nestas areas, incidem com particular intensidade os mais
determinantes factores de risco, com consequente impacto negativo no sucesso
terapéutico e no aumento da resisténcia aos farmacos.

Em relacdo a Unido Europeia, Portugal € um dos paises com maior incidéncia de
casos notificados e com maior expressdo dos aspectos que Ihe conferem o caracter de
infeccdo emergente. Com 24 casos/100 mil habitantes em 2009, menos 8% do que em
2008, Portugal tem um decréscimo anual médio de 7.3%, consistente desde 2002 (Fig.
2), embora ndo ultrapassado a fasquia dos 20/100mil, que Ihe conferiria a categoria de
pais de baixa incidéncia. Contudo, das 20 unidades de coordenacdo do PNT, entre
distritos e regides autdnomas, 14 tém ja menos de 20/100mil novos casos (Fig. 3).

A infecgdo por HIV, a toxicodependéncia, o alcoolismo, a recluséo, e a situagao
de sem abrigo sdo factores de risco para a doenga. Contudo, em mais de 65 % dos casos
de TB ndo ha factores de risco identificados. Este facto traduz ainda a existéncia de
elevado potencial de transmissdo na comunidade.

A emergéncia de casos de TB multirresistente (TBMR) em Portugal apresenta
uma incidéncia que esta abaixo da mediana dos paises da Europa Ocidental (1.7% dos
casos de TB), mas tem particular expressdo na regido de Lisboa e Vale do Tejo. Entre os

casos de TBMR, tem sido muito elevada a proporc¢do de casos extensivamente resistente



(TBXDR), ou seja, as formas mais graves. Este facto teve um efeito cumulativo na
prevaléncia de casos em tratamento por muitos anos, perpetuando-se as fontes de
infeccdo. O caracter endémico que assim adquiriu motivou a declaragdo de area de alta
prioridade no plano de accdo, com a criacdo do Centro de Referéncia Nacional para a
TBMR, levando, consequentemente a implementacdo de um novo paradigma na

abordagem do problema.
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Fig. 2 — Taxa de Incidéncia: evolucdo em 20 anos (1980-2009). Verifica-se um decréscimo sustentado
desde 2002, sendo o valor preliminar, em 2009, de 24 novos casos por 100 mil habitantes. Acima da linha
considera-se alta incidéncia, abaixo da linha laranja situam-se os valores de baixa incidéncia (Adaptado
de PNT, Marco 2010).

Fig. 3 — Incidéncia de casos novos de TB notificados por 100 mil habitantes: distribuicdo geografica e
evolucao de 2000 a 2009. Distritos com alta incidéncia (> 50/100 mil) a encarnado; incidéncia intermédia
(>20 e <50/100 mil) a laranja e distritos com baixa incidéncia (<20/100 mil) a amarelo. A Regido
Auténoma da Madeira teve <20/100 mil (amarelo) de 2000 a 2009. A Regido Auténoma dos Acores teve
>20/100 mil (laranja) em 2000 e 2004, e amarelo em 2009 (Adaptado de PNT, Marc¢o 2010).
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Os dados revelam que embora a situagcdo em Portugal esteja a ter uma evolucdo
favoravel, o problema de salde publica persiste, com elevados custos humanos,

econdmicos e sociais.

3.3. Esquemas terapéuticos e de prevencao

Os farmacos considerados de 12 linha na quimioterapia antituberculosa séo a
INH, a rifampicina, a pirazinamida e o etambutol. Esses farmacos sdo bem-absorvidos
apos a administracdo oral, com niveis séricos maximos em 2 a 4h e eliminagdo quase
completa em 24h, sendo recomendados com base na sua actividade bactericida precoce
(capacidade de reduzir rapidamente o numero de microrganismos Vviaveis e tornar 0s
pacientes ndo infecciosos), na sua actividade de esterilizacdo (capacidade de matar
todos os bacilos e, portanto, esterilizar os tecidos acometidos, medida em termos de
capacidade de evitar recidivas) e na sua capacidade de prevencéo de resisténcia (Fauci
et al., 2008).

Os esquemas-padrdo de ciclo curto, com duracdo de 6 meses, séo divididos
numa fase inicial ou bactericida e numa fase de continuacéo ou de esterilizacdo. Durante
a fase inicial, a maioria dos bacilos da tuberculose é destruida, ocorre resolucdo dos
sintomas, e o paciente torna-se habitualmente ndo infeccioso. A fase de continuacéo é
necessaria para eliminar as micobactérias persistentes e evitar a recidiva. O esquema
terapéutico de escolha para praticamente todas as formas de tuberculose, tanto em
adultos quanto em criangas, consiste numa fase inicial de 2 meses com INH,
rifampicina, pirazinamida e etambutol, seguida de uma fase de continuagdo de 4 meses
com INH e rifampicina. A administracdo pode ser diaria (7 a 5 dias por semana),

trissemanal ou bissemanal, e sempre que praticavel seguindo a estratégia DOTS.
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O recurso a esquemas terapéuticos com 4 farmacos diminui a probabilidade de
resisténcias mas aumenta a incidéncia de toxicidade medicamentosa, nomeadamente a
hepatotoxicidade, com efeitos potenciadores, sobretudo no caso da INH, rifampicina, e
pirazinamida. Os esquemas de administracdo ndo didrios podem levar a diminuicdo
critica das concentracdes séricas, sobretudo no caso dos acetiladores rapidos, caso o
doente falhe uma das tomas.

Na quimioprofilaxia primaria dos contactos ndo infectados e na quimioprofilaxia
secundaria, dos individuos com tuberculose infeccdo, esta indicada a administracdo de
INH, em associagcdo a outros antibacilares na segunda situacdo As doses de INH s&o
semelhantes as utilizadas nos esquemas terapéuticos, pelo que o risco de toxicidade se

mantém.
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4- A lsoniazida (INH)

4.1. Mecanismo de accido

Depois da rifampicina, a INH é considerada o melhor agente antituberculoso
disponivel, devendo ser incluida em todos os esquemas de tratamento da tuberculose, a
ndo ser que o microrganismo seja resistente. A INH é barata, rapidamente sintetizada,
disponivel no mundo inteiro, altamente selectiva para as micobactérias e relativamente
bem tolerada.

A INH é a hidrazida do &cido isonicotinico, uma pequena molécula
hidrossoltvel que penetra facilmente na célula. E uma pro-droga, activada pela enzima
catalase-peroxidase do Mycobacterium tuberculosis, KatG. A KatG favorece a
complexacdo do &cido isonicotinico com NADH. Este complexo liga-se a proteina
reductase transportadora de enoil-acil, InhA, e bloqueia a sintetase dos acidos gordos,
impedindo, assim, a sintese do &cido micdlico, componente da parede celular da
micobactéria

A INH actua como bactericida contra microrganismos em multiplicacdo rapida,
tanto extracelulares como intracelulares, mas como bacteriostatico contra baciolos com
uma divisdo lenta.

Com uma potente accdo bactericida precoce, a INH elimina a maior parte da
populacéo de Mycobacterium tuberculosis que representa bacilos na fase de crescimento
exponencial (Gumbo et al., 2007). Contudo, a capacidade bactericida da INH cessa
depois de 2 a 3 dias de terapéutica, com a diminuicdo da taxa de divisdo bacilar. As
concentracdes inibitorias minimas (MICs) e as concentracbes bactericidas minimas

(MBCs) séo extremamente baixas.
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A dose diaria de INH recomendada para o tratamento da tuberculose em adultos
(esquema diério) é de 5 mg/kg, até um méximo de 300 mg (as doses para criangas sao
semelhantes, embora algumas autoridades recomendem doses mais altas, de 10 a 15
mg/kg/dia). Com estas dosagens a INH atinge facilmente concentragdes terapéuticas no
soro, liquido cefalo-raquideo e caseum dos granulomas.

A MIC da INH (MIC90) para as estirpes do Mycobacterium tuberculosis tem
sido descrita como estando no intervalo de 0.025 a 0.1 ug/ml. A actividade bactericida
precoce (ABP) maxima foi alcancada com concentragdes séricas de INH da ordem dos
2-3 ug/ml (Donald et al, 2007). Estudos anteriores sobre a relacdo entre a dose de INH e
a ABP (Fig. 4) evidenciam que 600 mg de INH correspondiam & ABP média mais alta
(0.539) e 18.75 mg de INH correspondiam a ABP mais baixa (0.111), mas ainda assim
detectavel (Donald et al., 1997). Ora a dose de 18,75 mg, é cerca de 16 vezes menor do
que a dose terapéutica diaria usual, de onde se infere que a dosagem habitual tem uma

margem de seguranga muito elevada.

0.60

0.401
ABP
0.201

0.00 -+

-0.20 T . -
0 1 2 3
Log da dose de isoniazida
Fig. 4 — Relacdo entre a actividade bactericida precoce (ABP) e a dose (log;omg) de INH (Adaptado de
Donald et al., 1997).
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4.2. Metabolismo da INH

ApO6s a administracdo oral, INH é absorvida de forma rapida e relativamente
completa pelo tracto gastrointestinal. Apds metabolizacdo a nivel hepatico, os
metabolitos sdo eliminados por via renal, ndo havendo necessidade de correc¢do de dose
mesmo em insuficientes renais terminais.

No figado, a INH é inicialmente metabolizada em acetilisoniazida via N-
acetiltransferase-2 (NAT2), seguida pela hidrélise a acetilhidrazina. Acetilhidrazina é
depois oxidada pelo citocromo P450 2E1 (codificado pelo gene CYP2EL) para formar
hidroxilaminas, que sdo intermediarios na formacdo de metabolitos hepatotoxicos (Fig.

5) (Lee et al., 2010).

Isoniazida

Acetilacdo \\
NAT2 R
AY
N
N
N\
AN
N
N
AN
Acetilisoniazida AN
}
Monoacetilhidrazina » Hepatotoxinas
g Oxidag¢éo
Acetilagdo
CYP2E1
NAT2

Diacetilhidrazina

Fig. 5 — Vias de metabolizacéo da INH. As principais (confirmadas) vias estdo indicadas a traco continuo,
enquanto que uma hipotética via alternativa é indicada a tracejado. As 2 enzimas envolvidas nestas vias
sdo a NAT2 e a CYP2E1 (Adaptado de Vuilleumier et al., 2006).

Como ja anteriormente referido, a enzima NAT2, codificada pelo gene NAT2, é
a principal responsavel pelo metabolismo da INH, existindo uma correlagdo entre

genotipos e fendtipos de acetilagdo. Esta correlagcdo tem consequéncias sobretudo a

16



nivel da toxicidade medicamentosa, mais do que a nivel da eficacia terapéutica. De
facto, em situacBes de baixa actividade da NAT2, ha aumento das concentracfes séricas
de INH e desvio do metabolismo para vias alternativas responséveis pela acumulacao de
metabolitos toxicos (Dupret J, Rodrigues-Lima F, 2005).

As curvas de concentragdes séricas da INH sdo bi/trimodais, correspondendo a
uma situagdo monogenica, compativel com um metabolismo essencialmente dependente

de uma unica enzima, polimorfica (Fig. 6).

24 1 267 Individuos

B Acetiladores rapidos
18 A B Acetiladores lentos

Individuos (n?)

0 - 8 12

Concentragéo Plasmatica de Isoniazida (ng/ml)

Fig. 6 — Curva sérica bimodal apds administragdo de INH (adaptado de Wang L., 2010).

Ndo parecem existir interferéncias com outros farmacos com capacidade
indutora/inibidora enzimatica, nomeadamente com a rifampicina nem com os retrovirais
usados nos doentes com SIDA (Conte et al., 2002).

Estudos de farmacocinética com INH demonstraram que 0s anti-acidos nao
alteram a Cmax, Tmax € AUCo., mas em contraste, a comida rica em lipidos,

recomendada pelo Food and Drug Administration, reduziu a Cmax, quase duplicou a
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Tmax € reduziu a AUC.... Estas alteragcbes podem ser evitadas administrando INH em

jejum (Peloquin et al., 1999).

4.3 - As enzimas NAT e o gene NAT2

A Dbiotransformacdo dos farmacos envolve a accdo concertada de grupos
especificos de enzimas que convertem quimicamente os farmacos, que sdo normalmente
lipofilicos, para metabolitos hidrofilicos mais facilmente excretados. As mesmas
enzimas estdo envolvidas na modificacdo de toxicos ambientais. Esta biotransformacéo
tanto pode inactivar como activar os farmacos e tdxicos. No metabolismo de fase I, ha
introducao ou exposi¢do de grupos polares, por reaccdes como a oxidagdo, reducdo ou
hidrolise, convertendo os farmacos em metabolitos mais hidrofilicos, que podem ser
menos activos ou mais activos, no caso de pro-drogas. As reaccbes de tipo | sdo
mediadas principalmente pelos citocromos P450 (CYPs) e, em menor medida, pelas
mono-oxigenases contendo flavinas (FMOs). No metabolismo de fase I, o produto da
biotransformacdo de fase | é conjugado, por exemplo com é&cido glucurénico, com
sulfonatos, ou com glutationa, tornando-se quase sempre inactivo. Pode estar envolvido
um largo numero de familias enzimaticas, incluindo as UDP-glucuronosiltransferases
(UGTs), sulfotransferases (SULTSs), N-acetiltransferases (NATS) e glutationa S-
transferases (GSTs) (Crettol et al., 2010).

As Arilamina N-acetiltransferases (NATS) sdo enzimas de fase Il e catalisam a
N-acetilacdo de arilaminas e aminas heterociclicas com o grupo acetil, transferido da
acetilCoenzima A. Tém sido associadas desde ha muito com o metabolismo de varios

farmacos e com a carcinogénese.
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A enzima NAT2, da familia das arilaminas N-acetiltransferases, foi dos
primeiros exemplos de enzimas associadas a variagdo de respostas a farmacos, tendo
sido identificada como a responsavel pela inactivacéao e variabilidade de resposta a INH.
Estudos farmacocinéticos em individuos e in vitro com extractos hepéaticos (McQueen et
al., 1982) estabeleceram que a actividade de N-acetilacdo da INH era polimorfica,
podendo dividir-se a populacdo em acetiladores lentos e acetiladores rapidos.
Posteriormente, reconheceu-se que as diferentes actividades enziméticas estavam
dependentes de polimorfismos do gene que codifica a enzima, 0 gene NAT2.

O gene NAT2, um gene homodlogo, o NAT1 e um pseudogene, o NATP,
localizam-se no cromossoma humano 8p21.3. O gene NAT2 (OMIM n° 612182; n° de
acesso ao GeneBank NT_030737) é um gene sem intrdes, com 870 pb e com uma
regido reguladora que inclui sequéncias de ligacdo para vérios factores de transcricao
entre os quais se destacam a P53 e os PPARyle 2.

Os genes NAT2 e NAT1, apresentam 87% de homologia, sdo ambos
polimorficos, mas codificam enzimas com selectividade para diferentes substratos: a
NAT2 com especificidade para a sulfadimidina e procainamida e a NAT1 com
especificidade para o acido para amino salicilico (PAS) e acido para amino benzdico
(PABA). A isoenzima NAT2, expressa predominantemente no figado e intestino, é
ainda responsavel pela acetilacdo de outros farmacos, tais como nitrazepam,
clonazepam, amrinona, hidralazina e dapsona, para além da INH, embora s6 para alguns
destes farmacos a acetilacdo seja polimorfica.

Actualmente estdo descritos varios polimorfismos de tipo SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) no gene NAT2 que permitem identificar 62 alelos ou
haplotipos, compostos pela combinagdo destes SNPS (Tabela 1). A nomenclatura dos

polimorfismos do gene NAT2 pode ser encontrada no website oficial:
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http://louisville.edu/medschool/pharmacologyconsensus-human-arylamine-n-acetyltrans
ferase-gene-nomenclature/. Os alelos NAT2*4, NAT2*13, NAT2*12 e NAT2*18,
associam-se a uma elevada capacidade de acetilacdo, e quando o genotipo inclui dois
destes alelos, o individuo comporta-se como acetilador rapido (AR). Os restantes alelos
tém sido associados a uma baixa actividade enzimatica e quando estdo presentes dois
desses alelos, o individuo tem o fenotipo de acetilador lento (AL). Um gendtipo
composto por um alelo “rapido” e um “lento” associa-se a um grau intermédio (Al) de
actividade enzimatica, embora, para estes genotipos, haja maior variabilidade fenotipica
e classicamente fossem considerados no grupo dos acetiladores rapidos. A diminuicao
da actividade enziméatica aumenta a susceptibilidade para efeitos toxicos a farmacos,
podendo ocorrer, por exemplo, lUpus eritematoso em doentes que receberam hidralazina
ou procainamida, anemia hemolitica e doenca inflamatdria intestinal depois do
tratamento com sulfasalazina (Crettol et al., 2010), e claro, hepatotoxicidade no caso da
INH.

Os polimorfismos do gene NAT2 associados a diminuicdo da capacidade
enzimatica (bases 191, 341, 434, 590 e 857 da regido codificante), sdo de tipo missense,
isto é levam a substituicdo de um aminoacido por outro. Nao esta bem esclarecida a
razdo da perda da actividade de acetilacdo, que tem sido atribuida, quer a alteracdo da
estrutura terciaria da enzima, com reducdo da sua estabilidade, afinidade para o
substrato e também da actividade catalitica, quer a uma menor estabilidade do RNA e
consequente reducao nos niveis de producdo da enzima (Walraven et al., 2008).

A frequéncia dos polimorfismos do NAT2, e correspondentes fendtipos, diferem
entre grupos étnicos: assim a maioria dos caucasianos, mas apenas 10% dos Japoneses,

13% dos indianos e 29% dos chineses sdo acetiladores lentos (Tabela 2). Estas
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diferencas tém repercussdes nas diferentes taxas de reaccOes adversas a farmacos, de

acordo com a ascendéncia dos doentes (Goldenkova-Pavlova et al., 2006).

Os diferentes fenotipos de acetilacdo, correspondendo a diferentes perfis

genéticos individuais do gene NAT2, tém consequéncias para a terapéutica de uma

infeccdo cronica grave, que persiste como problema de dimensdo mundial, a

tuberculose.

Tabela 1 — Alelos NAT?2 (adaptado de Walraven et al., 2008)

Alteracédo(des) do(s)

Alteracéo(des) do(s -
m‘:g&ﬁ;ﬁ Nucleétido(s) e Am?noé(lci dz)(s)( ) Fenotipo
Identificadores rs
NAT2*4 Referéncia Referéncia Répido
NAT2*5A T341C (rs1801280) 1114T Lento
C481T (rs1799929) L161L (sin6nimo)
NAT2*5B T341C (rs1801280) 1114T Lento
C481T (rs1799929) L161L (sin6nimo)
A803G (rs1208) K268R
NAT2*5C T341C (rs1801280) 1114T Lento
A803G (rs1208) K268R
NAT2*5D T341C (rs1801280) 1114T Lento
NAT2*5E T341C (rs1801280) 1114T Lento
G590A (rs1799930) R197Q
NAT2*5F T341C (rs1801280) 1114T Lento
C481T (rs1799929) L161L (sin6nimo)
C759T K268R
AB803G (rs1208) V253V (sinénimo)
NAT2*5G C282T (rs1041983) Y94Y (sinbnimo) Lento
T341C (rs1801280) 1114T
C481T (rs1799929) L161L (sin6nimo)
A803G (rs1208) K268R
NAT2*5H T341C (rs1801280) 1114T Lento
C481T (rs1799929) L161L (sin6nimo)
AB803G (rs1208) K268R
859Del S287 Frameshift
NAT2*51 T341C (rs1801280) 1114T Lento
A411T (rs4986997) L137F
C481T (rs1799929) L161L (sinénimo)
AB803G (rs1208) K268R
NAT2*5] C282T (rs1041983) Y94Y (sinénimo) Lento
T341C (rs1801280) 11147
G590A (rs1799930) R197Q
NAT2*5K C282T (rs1041983) Y94Y (sinénimo)
T341C (rs1801280)
NAT2*5L T70A L241
T341C (rs1801280) 11147
C481T (rs1799929) L161L (sinénimo)
AB803G (rs1208) K268R
NAT2*5M T341C (rs1801280) 1114T
C481T (rs1799929) L161L (sinénimo)
AB803G (rs1208) K268R
G838A V289M
NAT2*6A C282T (rs1041983) Y94Y (sin6nimo) Lento
G590A (rs1799930) R197Q
NAT2*6B G590A (rs1799930) R197Q Lento
NAT2*6C C282T (rs1041983) Y94Y (sin6nimo) Lento
G590A (rs1799930) R197Q
AB803G (rs1208) K268R
NAT2*6D T111C F37F (sin6nimo) Lento
C282T (rs1041983) Y94Y (sin6nimo)
G590A (rs1799930) R197Q
NAT2*6E C481T (rs1799929) L161L (sin6nimo) Lento
G590A (rs1799930) R197Q
NAT2*6F G590A (rs1799930) R197Q
AB803G (rs1208) K268R
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NAT2*6G C282T (rs1041983) Y94Y (sin6nimo)
A518G K173R
G590A (rs1799930) R197Q
NAT2*6H C282T (rs1041983) Y94Y (sin6nimo)
G590A (rs1799930) R197Q
AT66G K256E
NAT2*61 C282T (rs1041983) Y94Y (sinénimo)
G590A (rs1799930) R197Q
G838A V280M
G857A G286E
NAT2*6J C282T (rs1041983) Y94Y (sinénimo)
G590A (rs1799930) R197Q
GB857A (rs1799931) G286E
NAT2*6K C282T (rs1041983) Y94Y (sinénimo)
G590A (rs1799930) R197Q
C638T P213L
NAT2*6L C282T (rs1041983) Y94Y (sinénimo)
C345T D115D(sin6nimo)
G590A (rs1799930) R197Q
NAT2*7A G857A (rs1799931) G286E Lento;
Dependente de substrato?
NAT2*7B C282T (rs1041983) Y94Y (sinbnimo) Lento;
G857A (rs1799931) G286E Dependente de substrato?
NAT2*10 G499A E167K Lento;
Dependente de substrato?
NAT2*11A C481T (rs1799929) L161L (sinénimo) Répido
NAT2*11B C481T (rs1799929) 8 L161L (sinénimo) Desconhecido
59Del S287 Frameshift
NAT2*12A AB803G (rs1208) K268R Répido
NAT2*12B C282T (rs1041983) Y94Y (sinénimo) Répido
AB03G (rs1208) K268R
NAT2*12C C481T (rs1799929) L161L (sindnimo) Répido
AB03G (rs1208) K268R
NAT2*12D G364A (rs4986996) D122N Lento
AB03G (rs1208) K268R
NAT2*12E C282T (rs1041983) Y94Y (sin6nimo)
C578T T193M
AB03G (rs1208) K268R
NAT2*12F T622C Y208H
AB03G (rs1208) K268R
NAT2*12G G609T E203D
AB03G (rs1208) K268R
NAT2*12H C403G L135V
AB03G (rs1208) K268R
NAT2*13A C282T (rs1041983) Y94Y (sin6nimo) Répido
NAT2*13B C282T (rs1041983) Y94Y (sinbnimo)
C578T T193M
NAT2*14A G191A (rs1801279) R64Q Lento
NAT2*14B G191A (rs1801279) R64Q Lento
C282T (rs1041983) Y94Y (sinénimo)
NAT2*14C G191A (rs1801279) R64Q Lento
T341C (rs1801280) 11147
C481T (rs1799929) L161L (sinénimo)
AB803G (rs1208) K268R
NAT2*14D G191A (rs1801279) R64Q Lento
C282T (rs1041983) Y94Y (sinbnimo)
G590A (rs1799930) R197Q
NAT2*14E G191A (rs1801279) R64Q Lento
AB803G (rs1208) K268R
NAT2*14F G191A (rs1801279) R64Q Lento
T341C (rs1801280) 11147
AB03G (rs1208) K268R
NAT2*14G G191A (rs1801279) R64Q Lento
C282T (rs1041983) Y94Y (sinbnimo)
AB03G (rs1208) K268R
NAT2*14H G191A (rs1801279) R64Q
C282T (rs1041983) Y94Y (sinbnimo)
C683T P228L
NAT2*141 G191A (rs1801279 R64Q
C481T (rs1799929) L161L (sin6nimo)
AB803G (rs1208) K268R
NAT2*17 A434C Q145P Lento
NAT2*18 A845C K282T Réapido
NAT2*19 C190T (rs1805158) R64W Lento
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Tabela 2 - Frequéncias dos fen6tipos de acetilagdo em diferentes populaces.

Fonte Populagéo AR Al AL
Cascorbi et al., 1995 Alemanha 41.1%* - 58.9%
N= 844
Ohno et al., 2000 Japéo 36.4% 54.5% 9.1%
N=77
Donald et al., 2004 AfricadoSul  322%  41.4% 26.4%
N= 87
Goldenkova-Pavlova et al., 2006 Moscovo 55%* - 44%
N= 168
Cho et al., 2007 Coreia 85.6%* - 14.4%
N=132
Singh et al., 2009 india 55% 32% 13%
N= 201
Leeetal., 2010 Taiwan 70.7%* - 29.3%
N= 140

AR: acetiladores réapidos; Al: acetiladores intermédios; AL: acetiladores lentos; * Os valores
incluem os Al

4.4. Toxicidade

Todos os antibacilares tém efeitos adversos. Devemos conhecé-los bem, de
modo a identifica-los e a agir prontamente. Os efeitos adversos principais da INH sao:
neuropatia periférica, rash cutaneo tipo lupico, hepatite, sonoléncia e letargia. Os efeitos
adversos raros, incluem convulsdes, psicose, artralgia e anemia (Duarte et al., 2010). A
administracdo da INH pode mesmo resultar em hepatotoxicidade aguda letal (Millard et
al., 1996).

A neuropatia periférica € um evento adverso dose-dependente que ocorre em
menos de 0,2% dos doentes com a terapéutica INH. A administracdo concomitante de
10 a 25 mg/dia de piridoxina previne esta complicagdo que parece ser mais frequente

nos acetiladores lentos (AL).
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A hepatotoxicidade é a complicacdo mais grave, podendo surgir em 1-36% dos
doentes (Huang et al, 2002; Agal et al., 2005; Cho et al., 2007; Yamada et al., 2009). E
definida como um aumento das transaminases (AST ou ALT) superior a 3 vezes o
limite superior da normalidade se acompanhado de sintomas de hepatite, ou 5 vezes o
limite superior do normal na auséncia de sintomas. Podem também ocorrer aumentos da
bilirrubina e da fosfatase alcalina, mais sugestivos de toxicidade a rifampicina. Séo
factores de risco de hepatotoxicidade, a idade, doenca hepética pré-existente, elevado
consumo de &lcool e um fendtipo de AL (Kinzig-Schippers et al., 2005). O risco de
hepatites fulminantes, exigindo transplante hepatico, tem sido descrito em 29.1% dos
doentes sem monitorizagdo clinica nem das provas funcionais hepaticas (Agal et al.,
2005). Cerca de 10-20% dos individuos sob protocolos padrdo e 0os com administracdo
isolada de INH, em esquemas terapéuticos profilaticos, poderdo apresentar elevacdo
assintomatica e transitéria das transaminases (Hall et al., 2009). Nos ultimos 10 anos
ocorreram 4 casos de hepatite fulminante com necessidade de transplante hepéatico sob
terapéutica com INH nos HUC. Um destes casos afectou uma jovem sob terapéutica
profiléctica.

As situacOes de hepatotoxicidade exigem monitorizacdo clinica e laboratorial, e
a suspensdo temporéaria dos farmacos hepatotoxicos. Ficam assim comprometidos a
salde, e por vezes mesmo a vida do doente, assim como o0 sucesso terapéutico da
tuberculose. As consequéncias estendem-se a salde publica e tém encargos econdmicos
adicionais consideraveis, devido ao aumento do numero de consultas médicas, de
exames complementares e, em casos mais graves, de hospitalizacdes, podendo mesmo

ser necessario o transplante hepatico (Yee et al., 2003).
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A possibilidade de prever a capacidade de metabolizacéo e, consequentemente, da
toxicidade da INH, pela genotipagem do doente, pode abrir caminho a uma terapéutica
ndo so eficaz, como mais segura.

A INH é um inibidor potente de varias enzimas do citocromo P450, interferindo
com as concentragdes séricas de varios farmacos, mas ndo com as de outros
antibacilares. No entanto, o risco de hepatotoxicidade aumenta ligeiramente na

administracdo conjunta com a rifampicina (Ohno et al., 2000).

4.5- Correlacdo gendtipo-fenétipo e individualizacdo da terapéutica

Parece ser do consenso geral que ha uma correlagao entre os gen6tipos do NAT2,
o fend6tipo de acetilacdo e as concentracdes séricas de INH (Donald et al. 2007; Kinzig-
Schippers et al., 2005; Kubota et al. 2007). De facto, o genétipo do NAT2, isoladamente,
parece explicar cerca de 88% da variabilidade da clearance da INH (Kinzig-Schippers et
al., 2005).

A individualizacdo da dose de acordo com o fendtipo de AR, AL e Al, pode ter
implicagdes no sucesso terapéutico e na redugéo da toxicidade.

De acordo com Donald e colaboradores (2007), uma dose de INH de 3 mg/kg
seria suficiente para alcancar os objectivos terapéuticos desejados no tratamento da
tuberculose nos AL, mas os AR necessitariam de uma dose de 6 mg/kg para assegurar
uma actividade bactericida optima. Kinzig-Schippers e colaboradores (2005) sugeriram
que a dose standard de INH pudesse ser ajustada a 2.5, 5.0 e 7.5 mg/kg para os AL, Al e
AR, respectivamente, para alcancar niveis sericos semelhantes. Num outro estudo,

propde que a dose apropriada para os AR é 1.5 vezes superior (450 mg/dia) a
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recomendada actualmente, e que metade da dose convencional seria apropriada para 0s
doentes AL (Kubota et al., 2007).

Tem sido igualmente discutida a eficicia terapéutica dos esquemas com
administragdo ndo diaria, sobretudo em toma semanal unica, em AR ndo cumpridores.
A redugdo das concentracBes séricas, acentuada pelo fenodtipo AR, aumentaria a
possibilidade de resisténcias e recaidas (Weiner et al. 2003).

No grupo de menores de 15 anos, para o qual ndo ha unanimidade na dosagem
recomendada, a caracterizagcdo do estado de acetilagdo poderia trazer maior rigor e
seguranca a terapéutica (Cranswick N, Mulholland K, 2005).

As diferencas nas dosagens propostas e as conhecidas variagdes das frequéncias
gendtipicas/fenotipicas nas diversas etnias, reforcam a necessidade de reavaliagdo das
dosagens standard recomendadas, em diferentes populac6es (Gumbo et al., 2007).

Embora com menor grau de evidéncia, a maior parte dos estudos existentes
indicam que ndo s6 as concentracBes de INH, mas também a toxicidade, estdo
relacionadas com a actividade da enzima NAT2 e com os respectivos perfis genotipicos.
Assim, enquanto que os AR estariam mais expostos a faléncia terapéutica, os AL teriam

um risco superior de efeitos adversos (ver fig. 7) (Hiratsuka et al., 2002).

lIsoniazida
Tuberculose
Acetiladores mas — lesistente

~" rapidos Tmetabolitos

NAT2
N-acetiltransferase
Acetiladores ..
lentos — MIsoniazida __, Toxicidade

hepatica

Fig. 7 - Correlacéo entre fendtipo e complicacdes da terapéutica da tuberculose com INH.
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E hoje em dia aceite que os AL estdo mais sujeitos a desenvolver polineuropatia
durante a terapéutica de INH, se ndo for co-administrada a piridoxina. Mas o efeito
adverso mais relevante da INH ¢é a hepatotoxicidade. A associacdo entre gendétipos do
NAT2 correspondentes a AL e susceptibilidade para hepatotoxicidade induzida pela INH
foi verificada em diferentes populagdes (Tabela 3). No entanto, nem todos os autores

confirmam esta correlagdo (Vuilleumier et al., 2006; Yamada et al., 2009).

Tabela 3 — Exemplos de estudos em que se correlaciona o fendtipo de acetilacdo, obtido a partir de
genotipagem do NAT2, com a ocorréncia de hepatotoxicidade.

Referéncia Populagéo Com Sem OR (IC 95%)
Hepatotoxicidade Hepatotoxicidade
Ohno et al., Japdo 3.5% dos AR 96.5% dos AR 1 (referéncia)
2000 N =77 14.3% dos Al 85.7% dos Al 4.0 (1.94-6.06)
100% dos AL 0% dos AL 28.0 (26-30)

Choetal., 2007 Coreia 9.7% dos AR ou Al 90.3% dos AR ou Al 0.18 (0.06-0.57)
N =132 36.8% dos AL 63.2% dos AL 5.41 (1.76-16.59)

Leeetal., 2010 Taiwan 24.2% dos AR 75.8% dos AR 1 (referéncia)
N =140 51.2% dos AL 48.8% dos AL 3.28 (1.53-7.06)

OR: odds ratios; IC: intervalos de confianca

Na tentativa de identificar o genotipo de risco para a hepatotoxicidade a INH,
tém sido estudados outros genes polimorficos codificadores de enzimas de
metabolismo, como 0 CYP2E1 e 0 GSTM1, GSTT1, MnSOD e NQOL.

Vuilleumier e colaboradores (2006) verificaram que o risco de elevacdo das
enzimas hepéticas induzida pela INH era significativamente associado ao genétipo
CYP2E1*1A/*1A. Estes resultados estdo de acordo com a hipdtese de metabolismo da
INH retratada na figura 5 que da énfase ao papel do CYP2E1 na geracdo de produtos
hepatotoxicos. No entanto, outros autores ndo confirmaram esta associa¢do (Cho et al.
2007).

Num estudo recente concluiu-se que os gen6tipos NAT2 correspondentes a AL

sdo um factor de risco significativo para a hepatotoxicidade (OR = 3.28; IC 95% 1.53-
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7.06; p = 0.0019) e que os polimorfismos do CYP2EL estdo associado a sua gravidade
(Lee et al., 2010).

A presenca de homozigotia para polimorfismos dos genes GSTM1 e GSTT1
constituidos por alelos “nulos”, com deleccdo dos genes, tém igualmente sido
associados a toxicidade hepética induzida pela INH, mas também com resultados
contraditorios (Huang et al., 2007; Leiro et al., 2008).

Num estudo de polimorfismos dos genes de 4 enzimas, a manganésio superoxido
dismutase (MsSOD), a NAD(P)H:quinona oxidoredutase (NQO1) e as glutationa S-
transferase (GST) M1 e T1, concluiu-se que o alelo C do gene MnSOD poderia
aumentar a susceptibilidade a doenca hepética induzida por farmacos, e que o genotipo
GSTM1 “nulo” poderia estar relacionado com hepatotoxicidade dos farmacos
antituberculosos (Huang et al, 2007).

Numa meta-analise, Sun e colaboradores (2008) verificaram que as OR médias
para a correlagdo entre hepatoxicidade aos farmacos antituberculosos e gendtipos do
NAT2 correspondentes a AL, homozigotos CYP2E1*1, homozigotos GSTM1*0 (nulos)
e homozigotos GSTT1 *0 (nulos) era, respectivamente, de 1.93 (IC 95% = 0.81-4.62);
2.22 (1C 95% = 1.06-4.66); 2.62 (IC 95% = 1.45-4.75) e 1.18 (IC 95% =0.61-2.29). Os
autores concluiam que os genes NAT2, CYP2E1l e GSTM1 tém uma contribuigdo
modesta, e que o GSTT1 ndo contribui para a hepatotoxicidade.

Estudos recentes tentaram evidenciar o papel dos genes HLA na susceptibilidade
a hepatotoxicidade devida a INH e outros farmacos usados no tratamento da TB, que se
mostrou limitado (Sharma et al, 2002). Verificou-se, porem, forte relacdo dos genes
HLA com outros farmacos, por exemplo flucloxacilina (Daly AK, 2010).

A genotipagem do NAT2 é hoje uma metodologia ao alcance de muitos

laboratdrios, relativamente pouco onerosa e de comoda realizacdo, visto que apenas é
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necessaria uma colheita de sangue e ndo é influenciavel por factores ocasionais como
alteracOes transitdrias da absor¢do. Tem ainda a vantagem de que a partir da mesma
amostra de DNA se podem determinar genétipos que influenciem o metabolimo de
outros farmacos. A tipagem fenotipica por estudos farmacocinétios € mais onerosa e
exige, para maxima eficiéncia, a colheita de amostras de sangue ao longo de Vvérias
horas. No entanto, permite uma avaliacdo global, que pode ser Gtil para os farmacos
com uma farmacocinética com caracteristicas poligénicas, ou para os quais a funcdo
renal é determinante. Apresenta uma vantagem inegavel na situacdo de novos alelos,
para 0s quais nao esteja determinada a correlagcdo com a actividade de acetilacéo.

A discordancia dos resultados no que toca a correlacdo entre fenétipo de
acetilacdo e hepatotoxicidade e a dificuldade de acesso a genotipagem tém sido os
principais entraves a implementacdo clinica da genotipagem para individualizacdo da
terapéutica da tuberculose.

A facilidade com que hoje é realizada a técnica de sequenciacao e a permanéncia
da tuberculose como um problema grave da sua publica, justificam a realizacdo de
estudos prospectivos que avaliem se a individualizacdo da terapéutica com base na
genotipagem do NAT2, reduz a taxa de efeitos secundarios da INH. Qualquer
investimento serd pouco significativo se tivermos em conta o custo econémico do
transplante hepatico, que segundo o Diério da Republica 12 série — N°147 — 31 de Julho

de 2009, Portaria N°839-A/2009, é de 103103.21€, e o custo humano de perda de vidas.
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5- Genotipagem do NAT2 numa amostra de populacdo do centro de Portugal

5.1. Objectivo do estudo

O objectivo deste trabalho foi estudar as frequéncias dos varios gendtipos do
NAT2 em doentes tratados por tuberculose pulmonar na populagdo portuguesa actual,
para avaliar a repercussdo da genotipagem na individualizagdo da terapéutica da
tuberculose. Este trabalho esta integrado num projecto de doutoramento da Dr? Celeste
Alcobia, que envolve o Departamento de Terapéutica (Prof. Doutor Carlos Fontes
Ribeiro; FMUC), a Pneumologia dos HUC (Prof. Doutor Carlos Robalo Cordeiro;
FMUC) e o Departamento de Genética (Prof. Doutora Henriqueta C Silva; FMUC). Foi
apresentado em forma de poster no Congresso de Pneumologia do Centro em 2010
(Namora et al., 2010).

O projecto foi aprovado pela Comissdo de Etica dos HUC. Todos os doentes e

controlos assinaram uma Declara¢do de Consentimento Informado.

5.2. Materiais e métodos

Populagdes:
Estudaram-se 101 doentes com diagndstico de tuberculose pulmonar, sem
infeccdo por HIV, tratados nos HUC e no SLAT do Centro nos ultimos 5 anos e uma

populacéo controlo de 60 individuos. Eram todos caucasianos.
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Genotipagem:

A extraccdo de DNA efectuou-se a partir de 10 ml de sangue periférico colhido

em tubos contendo EDTA (acido etilenodiaminotetracético dissédico) e conservado a -

20°C até a extraccdo. Recorreu-se ao método da ureia, adaptando a técnica previamente

descrita (Miller et al. 1988).

Procedeu-se a quantificagdo de DNA e avaliacdo do grau de pureza das amostras

das populagbes em estudo, através de espectrofotometria, com leitura das absorvancias

dos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm, considerando-se normal o valor

compreendido entre 1.8 e 2.0. Utilizou-se o aparelho de espectrofotometria nanodrop

(Nanodrop ND-1000).

Para a sequenciacdo estudaram-se dois amplicons do gene de modo a poder

identificar 10 SNPS (T111C, G191A, C282T, T341C, A434C, C481T, G590A, A803G,

AB845C e G857A) que permitem caracterizar 23 alelos (figura 8).

NATZ N-acetyltransferase 2

DNA

Genebank accession: NI 030737

(arylamine N-acetyltransferase)

6102361
8102421
8102431
6102541
6102601
6102661
6102721
6102781
6102341
6102901
6102961
6103021
6103081
6103141
6103201
6103261
6103321
6103381
6103441
6103501
6103561

Segmento 1

1T>C I 2c20>T 34850 4210>T 590c>n EOSESE NN ESEES

Fig. 8 - Sequéncia do NAT2: localizacdo dos primers (a amarelo) e dos polimorfismos estudados.

tacctataat
gtttttottg
aactctagga
gctgttooct
gotatttttg
cttctgtact
tafatcocte
ai! gacggca
CCTCTAagast
Jaagagegag
gaatttotta
cttgaaccteo
acatcttoat
ttggtgggct
gagtttagsa
tccttgggga
gaacaazata
tcagatatoo
BLCCATEEEE
cattttogza
cagagtgatt

tagtcacacg aggasatcea atgectasagt atgatatgtt tttatgtttt

cttag[ggget d@tggacatt gasgcatatt ttgasagaat tggotatasg

Bcazattgoa
thoagaacer
atcacattot
gggctetgac
cagttaacaa
ggaattacat
TaaTTTCrog
gaatctogta
attctcateot
Bazcaattgs
ttataaccac
tCatcercac
cteotcactoa
gaaatctogt
aacecttgtg
tetetaceot
aTOTCagCat
ttaataaaaa
catgotagaa

cttggasaca
TEECATOoET
B3QRA0REEC
Ccacaatoggt
atacagoact
tgtcgatget
JEaggatoay
cEtggaccea
cctgocagay
agattttgay
atcattttgt
CLATAgEEEE
ggaagaggtt
geccaffacet
tatgtatcac
cacgttattt
TLACTAgEEE
tazaggoatt
aacatttaat

ttaactgaca
tgTgggcaag
cllooatagat
tttcagacca
ggcatggtte
gogtctggaa
ccrclagtac
atcaggagag
aagaaaCacc
tctatgaata
tccttgoage
ttcaattata
gaagaagtoe
ggtgatglat
ccaactcact
tgaagazaat
acaataactt
ttaaggatog
attgatttat

Segmento 2

(oA

ttcttgagea
CCETtOgagtt
ggtgtctoca
caatgttagg
gccttotect
gctcctecca

ccagatoogg
gggcttagag
ggtcaatcaa
agggtatttt
gcaggtgace
gatgtggcag

cttgcatttt
agCagtatat
zasaaatata
catacctgca
cooccagaagg
BEgACEATAC
toefazatat
cocttactat
zattatcaac
cctaasacateo
tTtaaagaas
cctgotgatta
gttgaattec]

ctgottgaca
tacasacaaa
cttatttacg
gacgtotoca
ggtttactgt
agatctggto
atttaagatt
ttagaataag
ttatgtgota
aaatacttte
cataaggaca
tcttgggaag

32



Os primers estdo descritos na tabela 4. Para cada amplificagdo, num volume
final de 25pl, usaram-se cerca de 200ng de DNA, 1.5 mM de MgCl,, 200 uM de
dNTPs, 0.25 uM de primers, tampédo 1x e 1 unidade de Tag DNA polimerase. Na PCR,
apo6s uma desnaturacdo inicial de 5 min a 95°C, decorreram 35 ciclos com as seguintes
etapas: 30 segundos a 95°C para uma desnaturacdo completa do DNA, 30 segundos a
59°C para os primers hibridizarem e 30 segundos de extenséo a 72°C; finalizou-se com

5 min de extensdo a 72°C. Utilizou-se o termociclador “My cycler” da Biorad.

Tabela 4 - Primers utilizados para a PCR inicial e para a PCR de sequenciacdo

Gene NAT2 Pb Primers

Proximal: 5’acacgaggaaatcaaatgctaaag 3’

0 465
1° Segmento Distal: 5’ctgccacatctgggaggag 3’

Proximal: 5’gctgggtctggaagctcctc 3°

20Segmento 947
Distal : 5°ttgggtgatacatacacaaggg 3’

PCR: Reaccéo de polimerizacdo em cadeia

Apbs verificacdo da qualidade da amplificacdo por electroforese dos produtos de
PCR em agarose a 2%, procedeu-se a sequenciacdo pelo método de Sanger em
sequenciador automatico, AbiPrism 3130 Genetic Analyser.

Para preparar as amostras para a sequenciagdo realizaram-se trés passos:
purificacdo em coluna do produto de PCR com o kit Jetquick da Genomed, PCR de
sequenciacdo e uma nova purificacdo em coluna, utilizando um kit da GE Healthcare
1000 purifications lustra ™. Para cada PCR de sequenciacdo (duas para cada
amplicom) utilizaram-se 14uL de H,0O, 2uL de tampédo (Applied Biosystem), 2 uL de
terminadores (BD v1.1 Applied Biosystem), 1uL de produto de PCR e 1uL de cada
primer de sequenciacdo (os mesmos das PCRs iniciais). A analise de resultados foi

efectuada com o programa Sequencing Analysis Software v5.2 (Figura 9).
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Fig. 9 — Electroferograma de sequenciacéo, sendo visivel um polimorfismo em heterozigotia (481C>T).
A sucessao de picos, lida da esquerda para a direita, corresponde a ordem das bases nucleotidicas. Cada
cor corresponde a uma das bases.

Anélise estatistica:
A analise estatistica foi efectuada aplicando o teste do qui-quadrado. Um valor P

inferior a 0.05 foi considerado significante.

Verificou-se que ambas as populacdes estavam em equilibrio de Hardy-

Weinberg.

5.3. Resultados e discussdo

As caracteristicas das duas populacGes estdo descritas na tabela 5.

Tabela 5 - Caracteristicas dos doentes e controlos
Caracteristicas  Doentes, n (%) Controlo, n (%)

Mulheres 30 (29.7) 42 (70)
Homens 71 (70.3) 18 (30)
Idade (média; sd)  45.94; 17.36 37.88; 13.62
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As frequéncias de AR, Al e AL foram, respectivamente, de 3.96%, 45.54% e
50.5% nos doentes com tuberculose, e de 8.33%, 41.67% e 50% na populacdo controlo

(p>0.05) (ver tabela 6).

Tabela 6 - Frequéncias dos fen6tipos de acetilagdo obtidas por genotipagem do NAT2

Gendtipo Fendtipo Controlos Doentes P
N (%) N (%)
NAT2*4/*4 4 (6.67) 3(2.97) NS
NAT2*12A/*12A AR 0 (0) 1(0.99) NS
NAT2*12C/*12C 1(1.67) 0 (0) NS
Total 5(8.33) 4 (3.96) NS
NAT2*4/*52 0 (0) 2 (1.98) NS
NAT2*4/*5B 15 (25) 25 (24.75) NS
NAT2*5A/*12A!
NAT2*4/*5C 1(1.67) 1 (0.99) NS
NAT2*4/*6A 6 (10) 15 (14.85) NS
NAT2*6B/*13!
NAT2* 4/*6C 0 (0) 1(0.99) NS
NAT2*4/*6C Al 0 (0) 2 (1.98) NS
NAT2*6A/*12A-
NAT2*6B/*12B!
NAT2*4/*7B 1(1.67) 0 (0) NS
NAT2*7A/*13!
NAT2*5B/*12A 1(1.67) 0 (0) NS
NAT2*5C/*12C*
NAT2*6A/13 1(1.67) 0 (0) NS
Total 25 (41.67) 46 (45.54) NS
NAT2*5A/*5B 0 (0) 1(0.99) NS
NAT2* 5A/*6C 0 (0) 3(2.97) NS
NAT2*5A/*6C 12 (20) 20 (19.8) NS
NAT2*5B/*6A!
NAT2*5B/*5B 10 (16.67) 11 (10.89) NS
NAT2*5B/*5C AL 0 (0) 2 (1.98) NS
NAT2*5B/*7B 2 (3.33) 1(0.99) NS
NAT2*5C/*6A 0 (0) 1(0.99) NS
NAT2*6A/*6A 5(8.33) 7 (6.93) NS
NAT2*6A/*7B 1(1.67) 5 (4.95) NS
Total 30 (50) 51 (50.5) NS
Totais 60 101 NS

NS, néo significante.

Ambas as populagdes estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.
A combinagdo de alelos ndo permite distinguir alguns gendtipos, mas ndo ha ambiguidade na
classificacdo entre Al e AL.
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Os gendtipos de AR encontrados foram o NAT2*4/*4, NAT2*12A/*12A e
NAT2*12C/*12C. N&o houve diferencas estatisticamente significativas na distribuigdo
dos gendtipos entre as duas populacdes.

Nos Al e AL a combinagdo de alelos ndo permite distinguir alguns genotipos,
mas ndo h4 ambiguidade na classificagdo entre Al e AL.

Os vérios estudos descritos na literatura recorrem a diferentes metodologias de
genotipagem, tais como: técnica de discriminacédo alélica por PCR em tempo real (Lee
et al., 2010), PCR-RFLP (Singh et al., 2009; Ohno et al., 2000; Cascorbi et al., 1995) e
PCR com sequenciacdo directa (Cho et al., 2007), entre outros. A importancia da
seleccdo da técnica reside no facto dos resultados poderem variar, dado que a
sequenciacdo € a Unica técnica que permite a identificacdo de todos os genétipos.

No entanto, globalmente, as frequéncias genotipicas e fenotipicas por nds
encontradas foram semelhantes as anteriormente descritas para popula¢fes caucasianas
(Cascorbi et al., 1995; Lemos et al., 1998; Lemos et al., 1999; ...). Pelo facto de termos
utilizado a metodologia de sequenciacdo, encontramos alguns alelos ainda ndo descritos
para a populagéo portuguesa, como 0 NAT2*12A e NAT2*12C.

Sd0 poucos os estudos realizados na populagdo portuguesa e 0S poucos
existentes recorreram a técnica de RFLPs. Um dos primeiros trabalhos foi realizado em
1998, num grupo de 128 individuos. Recorrendo PCR-RFLP, observaram-se 35.9% de
AR (incluindo os Al) e 64.1% de AL. As frequéncias alélicas mostraram que o alelo
mais comum foi o NAT2*5B (37.9%), seguido do NAT2*6 (32.8%) e do NAT2*4
(21.1%) (Lemos et al., 1998; Lemos et al., 1999).

Outro estudo realizado num grupo de 114 doentes com cancro colo-rectal, e em

201 controlos, encontrou frequéncias semelhantes (Gil J, Lechner M, 1998).
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Concluimos que pelo menos metade dos doentes que acorrem aos cuidados de
salde sd@o AL e poderdo beneficiar de uma dosagem terapéutica personalizada, para uma
mais eficaz e segura terapéutica da tuberculose. Posteriormente, iniciar-se-80o estudos
prospectivos com 0 objectivo de determinar se a individualizacdo da terapéutica, de

acordo com a genotipagem, diminui a ocorréncia de hepatotoxicidade.

37



6- Conclusoes
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6- Conclusodes

A tuberculose continua a ser um grave problema de salde publica a nivel
mundial, e em Portugal, a situacdo é uma das piores da Europa.

A INH, farmaco essencial a terapéutica da tuberculose metabolizado por
acetilacdo pela enzima polimoérfica NAT2, apresenta uma variabilidade farmacocinética
que pode afectar tanto a eficacia terapéutica como a emergéncia de efeitos secundarios
graves como a hepatotoxicidade.

Tal como foi demonstrado em varios estudos, ha uma correlacdo estreita entre o
gendtipo do NAT2, gene que codifica a enzima NAT2, e os trés fendtipos de acetilagéo,
AR, Al e AL, de tal modo que € possivel seleccionar a dose a administrar a cada doente
estudando o seu gendtipo.

Quanto a hepatotoxicidade, a sua causa permanece obscura, ndo havendo uma
correlacdo clara com os fenotipos de acetilagdo. A maioria dos estudos aponta no
sentido de que o0s genotipos do NAT2 correspondentes a AL aumentam a
susceptibilidade para a ocorréncia de hepatotoxicidade mas com um efeito modesto.
Outras causas e outros genes poderdo estar envolvidos na etiopatogenia desta temida
complicacdo. Dos varios genes pesquisados, 0 CYP2E1 e 0 GSTM1, sdo aqueles para 0s
quais had alguma evidéncia de envolvimento, mas com resultados ainda mais
contraditorios do que para o0 NAT2.

Actualmente, a genotipagem do NAT2 pode ser realizada por técnicas de facil
acesso e pouco onerosas, que podem com vantagem substituir os estudos
farmacocinéticos.

Em Portugal, 50% dos doentes é AL e poderiam beneficiar de uma optimizagéo

da dose de INH.
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S&0 necessarios estudos prospectivos que permitam avaliar a utilidade clinica da
genotipagem e da personalizacdo da dosagem de INH, para a optimizacédo da terapéutica
da tuberculose.

Os doentes com genotipo correspondente a AL parecem apresentam uma maior
susceptibilidade a neuropatia periférica e a hepatotoxicidade, embora a correlacdo seja
modesta. Isto indica que a genotipagem NAT2 é Gtil em avaliar doentes susceptiveis a
sua ocorréncia (sobretudo em locais onde a incidéncia de AL seja superior). Nos casos
de alto-risco, isto €, doentes AL, atencdo redobrada, incluindo testes de funcéo hepética
por rotina, desde estados precoces da medicacdo, serdo Uteis para prevenir o seu
desenvolvimento.

Além disso, doses de INH mais ajustadas e seguras podem ser determinadas no
inicio do tratamento se o genotipo individual NAT2 for conhecido previamente.

Estudos demonstram também que, por vezes, alguns AR ndo respondem
satisfatoriamente a dose diaria de INH, enquanto que , inversamente, a mesma dose
pode ser excessiva para 0s AL. As recomendacdes da INH devem ser, portanto, revistas,
tendo em consideracdo os gendtipos NAT2 individuais.

Por outro lado, a descontinuacdo do tratamento anti-tuberculose devido a
reac¢do hepatotodxica e insuficientes doses de INH podem levar a riscos aumentados de
desenvolvimento de resisténcia da estirpe micobacteriana e prolongar a duracdo do
tratamento (Ohno et al., 2000).

Em comparagdo com os métodos usados para detectar o fendtipo do gene NAT2,
a genotipificacdo deste gene através de PCR ou RFLP é menos invasivo, mais barato,

confiavel, reprodutivel e viavel para uma pesquisa em massa (Huang et al., 2002).
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Na populacdo portuguesa em particular, verifica-se que a genotipagem tem
interesse e aplicabilidade, nomeadamente através da avaliacdo custo/beneficio da
genotipagem. O custo de um transplante hepatico, segundo a Tabela de Pregos do
Sistema Nacional de Salude publicada em Diério da Republica 12 série — N°147 — 31 de
Julho de 2009, Portaria N°839-A/2009, é de 103103.21€. Ora, o custo médio de um
estudo genotipico é de cerca de 42.80€ (segundo a mesma fonte). Deste modo, verifica-
se uma diferenca muito substancial entre o custo de um transplante e o estudo
genotipico, concluindo-se, portanto, que a genotipificagdo NAT2 dos doentes pode ser
uma grande mais-valia em termos econdmicos, para além das vantagens referidas
anteriormente da influéncia do genétipo NAT2 a nivel da eficacia e da toxicidade da
terapéutica, neste caso com INH.

Contudo, é necessario ter em conta que ainda existem algumas dificuldades e
controveérsias, no que diz respeito por exemplo a multiplicidade de factores envolvidos a
influenciar as concentragdes plasmaticas do farmaco e, por conseguinte, a toxicidade,
como é o caso da idade, perfil genético do proprio bacilo de Koch, bem como a
influéncia de outros genes como ja foi referido anteriormente. A presenca de lesdo
hepatica prévia ao tratamento, pode também influenciar sobremaneira a toxicidade
hepatica do farmaco.

Por fim, gostaria de referir que no ambito da farmacogenética ja se encontra
disponivel um teste recentemente aprovado pela Organizagdo Mundial de Salde
chamado “Hain GenoType® MTBDR plus test” que detecta mutacdes especificas para
um rapido diagnostico da tuberculose e teste da resisténcia a farmacos, podendo
informar a decisdo de se incluir INH em altas doses ao tratar doentes com TB mono-
resistente a INH, TBMR ou TBXDR. A presenca de mutacGes no gene inhA ou regido

promotora confere geralmente resisténcia a baixos niveis de a INH que pode ser
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ultrapassada por altas doses de INH. As mesmas mutacGes também conferem resisténcia
a etionamida indicando pouco beneficio da sua inclusdo no tratamento de segunda linha
nesses casos. Esta informacéo tem bastante interesse clinico visto que as mutag@es inhA
relacionam-se com uma grande proporcao de resisténcia a INH, e regimes terapéuticos
optimizados séo cruciais para melhorar os resultados clinicos e reduzir a propagagao de

TB resistente (Warren et al., 2009).
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