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RESUMO

A tuberculose (TB) € um grande problema de saude a ser resolvido, especialmente
em algumas regifes do Brasil. O tratamento da TB vem sendo realizado atualmente
com a administracao oral de quatro drogas anti-TB sendo: Etambutol, Pirazinamida,
Isoniazida e Rifampicina. O presente trabalho teve como objetivo identificar a
frequéncia de micronucleos (MN) em células bucais de individuos em fase de
tratamento por drogas antituberculéticas. Participaram do presente trabalho oito
pacientes com TB pulmonar a partir de uma Unidade Basica de Saude em
Ariguemes/RO, foram selecionados de forma aleatéria, estudantes da Faculdade de
Educacdo e Meio Ambiente (FAEMA) sem TB pulmonar e sem uso de drogas
administradas por via oral, como controle negativo.Os participantes assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido e realizaram enxague bucal com agua
destilada, em trés repeticdes. As paredes laterais do vestibulo bucal foram raspadas
com uma escova descartavel, onde as células foram fixadas em laminas
eexaminadas com o auxilio de um microscépio binocular (ampliacdo 1000x), em
seguida foi contabilizado o numero de MN em 1000 células por individuo. Ao
realizarmos uma comparacao estatistica entre os grupos observou-se significancia
estatistica (P<0.001) entre o grupo controle e o grupo em tratamento
antituberculinico, constatando que o uso de drogas anti-TB favorece a
mutagenicidade de células epiteliais da cavidade bucal.

Palavras-chaves: Tuberculose, Tratamento, Mutagenicidade.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB), e to be a major health problem globally and particularly in some
regions of Brazil. The best practices treatment of TB is currently oral administration of
four anti-TB drugs: Ethambutol, Pyrazinamide, Isoniazid and Rifampicin. This study
aimed to identify the frequency of micronuclei (MN) in buccal cells of individuals
undergoing drug therapy treatment for TB. Eight subjects with pulmonary TB
participated in this study. These eight patients were randomly selected from the
Unidade Béasica de Saude in Ariquemes, RO. The control group consisted of
students from the College of Education and Environment (FAEMA). They were free
of pulmonary TB and were not using any orally administered drugs. The participants
signed an informed consent and performed an oral rinse with distilled water,
repeating the rinse three times, prior to giving a sample. The side walls of the buccal
vestibule were scraped with a disposable brush and the resulting cells were applied
to slides then examined with the aid of a binocular microscope at a magnification of
1000x. 1000 MN cells per individual were collected. When a statistical comparison
between groups was conducted, the result was statistically significant (P <0.001)
between the control group and the treatment group using anti-TB drugs, noting that
the use of anti-TB drugs favors the mutagenicity of epithelial cells of the oral cavity.

Keywords: Tuberculosis, Treatment, Mutagenicity
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INTRODUCAO

A tuberculose (TB), € uma doenca infectocontagiosa que acomete o homem
ha varios séculos, como demonstra esqueletos fosseis de seres humanos com
lesbes dsseas compativeis com a enfermidade encontrados em regifes de varios
paises e datadas cinco mil anos a.C. (PANDOLFIT, et al., 2007). A ocorréncia de TB
no mundo evidencia uma situacdo alarmante, considerando-se que um terco da
populacdo mundial encontra-se infectada pelo Mycobacterium tuberculosis, sendo o
patégeno responsavel pela transmissdo da doenca (HIJJAR et al., 2007).

Por ser uma doenca infecciosa a tuberculose se disseminou muito
rapidamente, nas grandes cidades europeias durante a urbanizacdo e Revolucao
Industrial no século XIX. Com rapida disseminacédo, no Brasil ndo foi diferente, o
contagio se tornou muito comum nas grandes cidades brasileiras, estimativas
apontam que a mortalidade por tuberculose em 1855 era de 1/50 habitantes
(CAMPOS; PIANTA, 2001). Relatos da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
mostram que o Brasil ocupa o 13° lugar entre os 22 paises responsaveis por 80% do
total de casos de tuberculose no mundo, estimando-se uma prevaléncia de 50
milhdes de pessoas contaminados. (VIEIRA; GOMES, 2008).

Histéricamente, em 1940, surgiam-se 0s primeiros tuberculostaticos como:
estreptomicina (S), introduzida em 1944, a isoniazida empregada a partir de 1952, a
pirazinamida (Z) em 1955 e a rifampicina (R), introduzida 1966, estabelecendo-se
assim um conceito real de cura para a tuberculose. Isso possibilitou o tratamento em
casa, derrubando a idéia de isolamento dos pacientes (TIBOLA, 2009). O tratamento
nao devera ser interrompido antes que haja o diagndstico da cura por completo.
Algumas drogas podera causar resisténcia, podendo caminhar para mutacoes
genéticas (MIRANDA, 2012).

Agentes quimicos, fisicos ou biolégicos (medicamentos, agrotoxicos, raios
ultravioletas) podem induzir o organismo a mutagdes, alterando 0S processos vitais
como a duplicacdo e a expressao genica, bem como alteracdes cromossdémicas e
também morte celular. Pelo fato de causarem lesdes no material genético, estes
agentes quimicos sédo conhecidos como genotdxicas ou mutagénicas (LOURENCO,
et al., 2010).
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Os micronucleos séo por¢des de cromatina resultantes de mitoses aberrantes
que permanecem préximas ao nucleo celular, o teste do micronucleo permite
identificar um aumento na frequéncia de mutacdes em células, que sdo expostas a
uma variedade de agentes toxicos (NUNES, 2008).

A identificagcdo de micronicleos apresenta vantagem em relacdo a analise
dos cromossomos porque atraves do teste é possivel ver as alteragbes em qualquer
célula, favorece um bom parametro para o diagnostico de doencas hematolégicas,
trato urinario, células epiteliais da mucosa oral, entre outros (BURGAZ, 2011).

O que justifica o presente trabalho com intuito de aumentar o conhecimento
sobre esse assunto que pouco se conhece devido a resisténcias das drogas
empregadas no tratamento da tuberculose e quais possiveis alteracbes essas
drogas pode trazer ao individuo.

Este estudo teve o objetivo de investigar a frequéncia de micronucleos em
celular bucais de paciente em tratamento com anti- tuberculasticos e a falta de

conhecimento da doenca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICOS DA TUBERCULOSE

Segundo evidéncias paleopatoldgicas sugerem a presenca da TB em
humanos em épocas remotas, como 3.700 a.C. no Egito, 1.500-2.500 na Europa e
na Africa pré- Colombiana (MARTINS, 2006). Foi identificado em 24 de marco de
1882 pelo Dr. Roberto Koch e apresentado a comunidade cientifica da época o
agente causador da tuberculose em humanos o Mycobacterium Tuberculosis. Foi a
principal causa de morte em adultos no final do século XIX e inicio do século XX. O
complexo M. tuberculosis se constitui de varias espécies: M. tuberculosis, M. bovis,
M. africanum e M. microti.

Cerca de 460 a.C na Grécia antiga, Hipocrates distinguiu a tuberculose como
tisica (do gregophthisikos, que significa aquilo que traz consuncéo), enfatizando a
debilitacdo generalizada associada aos casos cronicos sem tratamento. Assim a
tisica era 0 mal que acometia os que amavam, mas também aqueles que faleciam
de amor. De acordo com a mitologia da doenca, geralmente havia nela sentimentos
de paixdo que provocavam manifestacdes ao enfermo, oriundo de amor nao
correspondido e paixdes frustradas (CLEMENTINO, et al.,, 2011). Para evitar o
panico que a enfermidade gerava, HipGcrates chegou a recomendar aos doutores
que nédo visitassem paciente em estagio terminal, posto que as mortes inevitaveis
destes pacientes acabassem por comprometer suas reputagbes (MARTINS, 2006).
O fato teve grande repercussao na época, levando o Rei Fernando VI, da Espanha,
a ordenar que os médicos informassem as autoridades de saude de todos os casos
de tuberculose, o que ndo deixava de ser um primitivo sistema de notificacdo e
controle para a época (ARAUJO, 2009). No ano 50 a.C Areteu relatou os sintomas
clinicos e os sinais fisicos da TB, valorizando a inspecdo do escarro como método
de diagnostico. Enquanto Galeno considerou a hemoptise como um dos sintomas
préprio da doenca, descrevendo a dor toracica, a tosse prolongada, febre noturna e
a perca de peso como achados caracteristicos (KEERS, 1978). Enquanto na Roma
Antiga, Vitravio refere-se & doenga como frio, tosse, pleurisia, tisica, escarro com

sangue, doenca que h& dificuldade em curar, em regides povoadas onde o
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proletariado vivia, prestavam-se bem a disseminacdo de doencas altamente
transmissiveis (SOUZA, et al., 2005 ).

Ja na ldade Meédia, assumindo a conotacdo biblica, a tuberculose foi
apresentada ndo s6 como punicdo aos incrédulos, mas também como moléstia que
se abatia sobre os puros de alma, para predizer a fragilidade da carne e a
necessidade de continuo aperfeicoamento da espiritualidade existencial (PEREIRA,
2007). Enquanto que na Modernidade classica com diferentes conhecimentos
acerca do corpo e da doenca, a primeira representacdo existente, definia a
tuberculose como uma moléstia da constituicdo, ou seja, nascia-se como 0
organismo predisposto, ou com a doenca (GILL, 2006). Acreditava-se que a
tuberculose estava intimamente ligada as condicbes de vida, como habitacdo e
trabalho. O conhecimento da enfermidade implicava a ideia de hereditariedade e
morte. A doenca era herdada enquanto constituicdo e, na época, a morte acontecia
inesperadamente porque a cura nao existia (GONCALVES, 2000). Por adoecer
varias pessoas da mesma familia no mesmo espaco de tempo levava os médicos a
acreditarem que a tuberculose era de origem hereditaria (GONCALVES, 2000).
GirolomaFracastoro (14790-1553) conceitua a tuberculose como doenca infecciosa
dentro da mesma categoria da variola e a peste, com a teoria da existéncia de um
microrganismo infeccioso. A doenca em si trazia temores aos que sofria do mal na
época, muitos se recusavam a chama-la pelo o nome, acabavam por criarem
recursos designativos para a enfermidade com o objetivo de disfarca-la, tentando
esquecer suas caracteristicas (PORTO, 2007). A TB acometia a todos sem
destinacédo de classe, partindo das populacdes mais carentes até a alta burguesia,
acometendo poetas, cantores, médicos e intelectuais da época. Dentre eles
poderiamos citar como exemplo, os médicos Laennec e Gaspar Viana, 0s escritores
Checkov e Franz Kafka, os poetas Castro Alves e Manoel Bandeira, e 0 musico
Chopin(FERNANDES, 2001).

Em 1868 Willemim, constatou que a doenca era contagiosa, em 1944,
Waksman descobriu o primeiro antibiético com acéo sobe o bacilo, a estreptomicina,
com essa descoberta a incidéncia da tuberculose comecara a declinar deixando de
ser a grande ceifadora de vida que sempre fora. Iniciou-se a era da quimioterapia
(ARAUJO, 2009). O Brasil inicia-se suas atividades em resposta a tuberculose com

as Ligas Contra a Tuberculose, difundido avangos cientificos, como a vacinacdo da
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BCG iniciada em 1927. O Servigco Nacional de Tuberculose coordenaram politicas
nacionais como o uso da quimioterapia (ARAUJO, 2009).

O primeiro estabelecimento especializado no tratamento da tuberculose foram
0s sanatorios. Desenhado em 1854 por Hermann Brehmer (1826-1889),
rapidamente se multiplicou por varios paises europeus, chegando a converte-se no
modelo de assisténcia para a tuberculose ao logo de toda a segunda metade do
século XIX (ESPINOZA, 2009). Os sanatorios isolavamos doentes, afastavam os
individuos contaminados da sociedade evitando qualquer meio de contagio e
também nos préprios sanatérios comecaram a ser estabelecida a prevencao,
higiene, educacgdo. (ESPINOZA, 2008). O dispenséario era uma unidade de saude
gue desenvolvia acbes voltadas a prevencdo, diagnéstico e tratamento da
tuberculose, permitindo a utilizacdo e difusdo de novas técnicas terapéuticas
(HIJJAR et al., 2007). Até 1940, o tratamento da tuberculose resumia-se em
repouso e boa alimentacdo, dentro dos sanatoérios e dispensarios. Tentavam-se
procedimentos como a resseccdo do pulmao comprometido e 0 pneumotdrax como
terapéutica (GONCALVES, 2000). O tratamento nos dispensarios era designado a
classe menos favorecida e suas atividades abrangiam exames de diagndsticos,
encaminhamento para consultérios médicos, servicos de enfermagem e servicos de
assisténcia social (ANTUNES; WALDMAN; MORAES, 2000).

Com a comprovacdo da eficiéncia da quimioterapia na cura da doenca,
evidenciada ao longo das décadas de 1950 e 1960, o tratamento passou a ser
principalmente ambulatorial, tornando desnecesséria, na maioria dos casos, a
internacdo do doente. Consequentemente nas décadas seguintes, foram
desativados os sanatérios e os cuidados com a doengas passaram a ser totalmente
ambulatorial (GONCALVES, 2006).

Em 1925 foi criada primeira associagao de socorro aos tubérculos com intuito
de ajudar os doentes a mesma passou a distribuir medicamentos, roupas, alimentos,
empréstimo de roupas de cama e cadeiras de rodas aos tubérculos, principalmente
aqueles que ndo conseguiam se recuperarem e se tornavam invalidos pela doenca
(ANTUNES; WALDMAN; MORAES, 2000).

O avanco mais importante na luta contra a TB surgiu na década de 1940 com
0 surgimento das drogas quimioterapicas, trazendo na maioria dos casos a cura e

menor incidéncia nos anos seguintes. Na década de 1960 foiestabelecido o uso de
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trés antibidticos,ao0 mesmo tempo (CASTELAN, 2006). O esquema adotado na
época consegue cura de 95% dos casos, mas sua administracao, feita em regime de
internacdo em sanatorios, isolava os pacientes da sociedade durante logos periodos
(Souza et al., 2005). Na Europa o auge da doenca ocorreu no inicio do século XIX
quando estimativas demostraram que um quarto da populagdo veio a Obito por
estarem contaminados com o bacilo da tuberculose. Algumas medidas adotadas no
século XIX, como melhoria de saneamento basico e nas condi¢cdes socio-
ecomonicas da populacdo contribuiram para diminuicdo da mortalidade causada
pela tuberculose na Europa (KANUNFRE, 2007). Com base em experimento bem
conduzidos, em 1965 o tempo de tratamento foi reduzido para 12 meses, mantendo-
se a estreptomicina, a isoniazida e o0 acido para-amino-salicilico. Para o
retratamento, foi proposto um esquema contendo o Etambutol, a Etionamida e a
Pirazinamida. (CAMPOS; MELO, 2000).

No inicio do século XX, a doenca tornou-se de maneira indiscutivel um
problema social, de ocorréncia e propagacao relacionada as condicdes de vida e de
trabalho resultante da nova organizacdo social trazida pelo processo de
industrializagcdo. Com os movimentos migratérios, grandes guerras, ma distribuicao
de renda, envelhecimento da populacdo e pouca informacdo sobre a forma de
tratamento a doenca, espalhou-se rapidamente causando uma calamidade publica
em todo o mundo (CLEMENTINO et al., 2011). O comportamento da Tuberculose,
nos ultimos anos, recolocou a doenca na agenda internacional como prioridade em
salde publica mesmo em cenaria onde, doenca apresentava-se sobre controle
(BRITO, 2008).

Conforme Neto, et al., (2001) deve-se apontar que, em muitos locais, assim
como acreditam muitos profissionais de saude, as autoridades deixaram o problema
de lado como se fosse assunto resolvido. Afinal, ja se conhece bastante a doenca,
sua fitopatologia, diagnostica e esquemas de tratamento disponiveis. Os erros de
avaliacdo do problema resultam em medidas timidas no sentido de executar e por
em funcionamento todos os recursos disponiveis, sejam 0s conhecimentos, sejam 0s
servicos, abarcando desde politicas publicas do Ministério da Saude, das Secretarias
Estaduais e Municipais (WATANABE; RUFINO, 2001).
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2.2 EPIDEMIOLOGIA

A TB é considerada uma doenca que mais causa mortes em adultos
decorrentes de um unico patdgeno (M. tuberculosis). Sendo responsavel por altos
indices de mortalidade em todo o planeta (PANDOLFI, et al., 2007 ). A incidéncia da
doenca em 1981 de 63,4/100.000 habitantes, oscilando de 48,2 a 53,8/100.0000
habitantes de 199 a 1991. A analise por regido mostra importantes diferencas entre
coeficiente de 64,5/100.000 habitantes na regido Norte contra 36,2/1000.000
habitantes a regido Sul em 1990 (MENEZES et al., 1998).

Castelan, (2006) descreve a TB como a segunda maior causa de morte por
doenca infecciosa, apos advento do HIV (Virus da Imunodeficiéncia Humana),
principalmente em pais subdesenvolvido e com grande aglomerado de pessoas; s
no ano de 2.000 foram estimados 8 a 9 milhdes de novos casos. Brito, (2008)
descreve que aproximadamente 2 bilhdes de pessoas no mundo estédo infectados
com o bacilo, e portanto, em risco de processdo para o adoecimento. Em torno de
8,4 milhdes de pessoas desenvolvem a TB a cada ano, e 2 milhdes morrem pela
mesma.

A taxa de incidéncia anual no mundo em 1990 era de 125 casos por 100.000
habitantes, tonando-se maior até 2004, quando chegou a exceder 140/100.000, mas
a partir de 2007 comecou a cair, lentamente para 139/100.000, (J BRAS PNEUMOL,
2009). A mortalidade, que em 1990 era proximo a 29 casos por 100.000 habitantes,
vinha aumentando até 2000, quando atingiu mais de 31/100.000 e, a partir daquele
mesmo ano comecou a diminuir, chegando a menos de 27/100.000, sendo
responsavel por aproximadamente 1,8 milhdes de mortes em 2007 (CATANEO,
2009). O crescimento populacional nas periferias das grandes cidades contribuiu
para 0 aumento do niamero de casos no pais, tendo como agravante a associacao
da tuberculose com HIV; no Brasil 8% dos pacientes com tuberculose também tem
HIV (MUNRO, 2008).

Aproximadamente 9,27 milhdes de casos novos ocorreram em 2007 no
mundo, desses 14,8% (1,37 milhdo) sdo co-infectados pelo HIV. Um grupo de 22
paises € responsavel por 80% da transmissdo da TB, entre eles india, Indonésia,

Nigéria, e Africa do Sul ocupam as cinco primeiras posicdes. (HIIJAR et al., 2005).
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A Regido das Américas € responsavel por 4% das notificacbes de TB a nivel
mundial, sendo notificados, em 2003, 227.551 casos por todas as formas, com taxa
de 26/100.000 habitantes. (VENDRAMINI et al.,, 2007). O Brasil e Peru
contribuemcom 50%, somando Bolivia, Equador, Haiti, Guiana, México, Nicaragua, e
Republica Dominicana, chagando a um percentual de 75% dos casos estimados
(HIJJAR et al., 2005). A estimativa de incidéncia de TB para o Brasil, calculado pela
OMS, estava ao redor de 110.000 casos/ano, e os detectados ficavam em torno de
80.000; em 2004, entretanto com as mudancas no sistema de notificacdo feitas pelo
ministério da saude neste mesmo ano, as estimativas de incidéncia e caso
detectados diminuiram, ficando na casa de 92.000 novos casos em 2007, e
notificados pouco mais de 70.000 casos (CATANEO, 2009). A taxa de incidéncia da
TB por regides variou aproximadamente em 30 casos/100.000 habitantes nas
regides sul e centro-oeste para aproximadamente 50 casos/100.00 nas regides
norte, nordeste e sudeste (J. BRAS. PNEUMOL, 2009).

Dados da SVS 2009, (Secretaria de vigilancia Epidemiolégica), ao analisar a
incidéncia de TB ao longo dos anos, verifica-se uma reducéo, passando de 56 casos
por 100.000 habitantes em 1995 para 38 casos por 100.00 habitantes em 2007 em
todas as formas.
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Incidéncia/100 mil hab.

0a 27,57

27,58 a 35,30
35,31 a 45,44
45,45a73,99

Figura 1. Taxa de incidéncia de tuberculose por unidade da federacédo (casos por

100.00 hab.)
Fonte: MS/SVS — Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo — SINAN. (Brasil, 2009).

Enquanto que para os casos com BAAR+ (Bacilo Alcool Acido Resistente),
esse indicador cai de 28 casos por 100.000 habitantes em 1995 e para 20 em 2007,
revelando uma queda de 32,1% para todas as formas e 28,6% para BAAR+ neste
periodo. O Brasil ocupa o 13° em incidéncia, com indice de 129.000 casos por ano
e, entre eles apenas 90.000 mil sdo notificados (OLIVEIRA et al.,, 2008). Na
sociedade brasileira, varias sdo as causas que contribuem para a propagacdo da
doenca: desemprego elevado, habitacéo precéria, desnutricdo e fome endémica em
niveis elevados (CASTELAN, 2006).
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2.3 PATOGENIA

O M. tuberculosis é um bacilo acido-alcool resistente, patogénico intracelular
facultativo, particularmente dotado para penetrar nos macréfagos, possui grande
capacidade de desenvolver mutantes resistentes, em ambientes desfavoraveis,
cresce intermitentemente ou permanece dormente durante muito tempo
(ALBUQUERQUE, 2007).

Esses bacilos séo relativamente resistentes aos procedimentos convencionais
de coloracdo. As células coradas com carbol fucsina ndo podem ser descoradas
com acido ou alcool e por isso sdo classificadas como acido alcool resistente
(LOPES, 2010). E um patégeno, que estabelece sua infeccdo, preferencialmente no
pulméo, tem acédo regulada pelo sistema imune do hospedeiro e, na maioria das
vezes, € condicionado a um estado de laténcia (CASTELAN, 2006). No entanto
guando transportado pelo sangue ou sistema linfatico, os bacilos podem infectar
quase todas as partes do corpo e geralmente afeta os ganglios linfaticos,
articulacdes, 0ssos, rins, podendo também aparecer como tuberculose pulmonar e
extrapulmonar. (CASTELAN, 2006).

O M. tuberculosis é um patdégeno de multiplicacdo lenta e alta propor¢cédo de
mutantes resistentes, com quatros mecanismos pelos os quais dao resisténcia
asbactérias 0s quais sdo: conjuncao, transformacédo, transducdo e mutacdo. O
microrganismo adquire resisténcia aos farmacos apenas por mutacdo (DALCOLMO;
ANDRADE; PICON, 2007). O principal reservatorio do bacilo da tuberculose é o
homem, em algumas regiées o rebanho bovino doente e, em raras ocasifes, 0S
primatas, aves e outros mamiferos também podem servir como reservatoério, a
principal fonte de transmissdo € uma pessoa com a forma pulmonar, que elimina
bacilos para o exterior, portanto sendo considera bacilifera (MUNRO, 2008).

O bacilo pode ser inalado na forma de particulas expelidas pela saliva de um
individuo infectado através da tosse ou espirro, podendo alcancar os alvéolos
pulmonares desenvolvendo assim a infeccdo. A patogenia do M. tuberculosis
depende de sua capacidade de sobreviver e crescer dentro dos macréfagos
alveolares, inibindo a fusédo vesicular com os lisossomos através dos sulfolipideos

(PANDOLFI et al., 2007). A transmissao por vias aéreas € a mais importante, pois
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propaga rapidamente, sendo estimado que uma pessoa infectada, antes mesmo do
diagnostico e tratamento da doenca, pode transmiti-la para mais cinco pessoas
(CAMPOS; PIANTA, 2001). O periodo de incubacéo é de quatro a doze semanas
apos a infeccdo, com desenvolvimento de reacao tuberculinica positiva, maioria dos
casos novos ocorrem entre seis a doze semanas apos o periodo de incubacao,
sendo transmissivel enquanto o doente estiver eliminando bacilos (MUNRO, 2008).

Para que o microrganismo possa eclodir em uma pessoa S80 necessarios
alguns fatoresintrinsecos como, individuosautoimunes,epidemia da AIDS, doencas
genéticas, e extrinsecas como envelhecimento ecrescimento da populagdo, ma
condicdes de vida, o injusto acesso aos servigcos de saude e a sociedade menos
assistida, esses fatores contribuem diretamente para o aumento da infeccéo.
(MOREIRA et al.,, 2004). Figuram ainda como colaboradores da morbidade da
tuberculose, a deterioracdo dos servigos publicos de saude, a falha na distribuicdo
de medicamentos para tratamento da tuberculose e a falta de pessoal treinado e
capacitado o para diagnostico, a notificacdo e o acompanhamento do paciente
tuberculoso (MASCARENHAS; ARAUJO; GOMES, 2005).

A prevencdo depende intimamente que os gestores de saude realizem de
modo eficiente as atividades de identificacdo dos novos casos como: rapida
intervencdo em grupos com maior risco (incluindo pessoas sem-abrigo e
toxicodependentes), controle adequado ao tratamento e prevencdo do Obito
principalmente nas areas com maior transmisséo da doenca (BIERRENBACHI et al.,
2007).

2.4 DIAGNOSTICO

A investigacao da tuberculose deve ser conduzida pela anamnese buscando
sempre a historia pessoal, informagBes sociais, doengas anteriores, histéricos
familiares, contato com individuos portadores de tuberculose associado ao exame
fisico, conduzindo para a formulacdo da hipotese de diagnosticos, que seréo
quantificadas com exames complementares (CAMPOS, 2006).A investigacdo
epidemiologica deve incluir o exame das pessoas que tém convivéncia com o

doente, como o objetivo de descobrir a fonte de infeccdo. Vale ressaltar que a
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melhor forma de prevencdo da doencga € a descoberta e cura de casos baceliferos,
sendo a basiléscopia um dos indicadores epidemioldégicos de maior relevancia,
usado atualmente para expressar a magnitude do problema da tuberculose e sua
tendéncia em uma sociedade (GAZETTA et al., 2008).

Os métodos de diagndstico da doenca dividem-se em bacterioldgico,
histopatolégico, imunolégicos e radiolégicos (CAMPOS, 2006).

v' Bacteriologicos: A bacteriologia ocupa um papel fundamental, permitindo, por
meio do conhecimento dos varios aspectos da biologia do bacilo, a sua
correta identificacdo, sendo um método prioritario para diagnéstico da
tuberculose; considerado um dos mais utilizados na rotina dos servicos
publicos de saude, por ser mais rapido e de menor custo, porém, tem baixa
sensibilidade, o que poderad prejudicar a precisdo do resultado.(PAIVA,
PEREIRA, MOREIRA, 2011).

v" Prova Tuberculinica: No Brasil, a tuberculina usada é a PPD RT2, aplicada
por via intradérmica no terco médio da face anterior do antebraco esquerdo,
na dose de 0,1 ml, equivalente a 2UT (unidade de tuberculina), apés
realizacdo da injecdo intradérmica esta produz uma pequena area de limites
precisos, palido com aspecto pontilhado como casca de laranja (MARTINS,
2006). O teste da tuberculina tem grande importancia, sobretudo na deteccéo
da infeccdo pelo bacilo e ndo na determinagdo da atividade da doencga, a
prova tuberculina positiva, isoladamente, indica apenas infeccdo e nao
necessariamente tuberculose doenca (VENDRAMINI et al., 2003).

v Histopatolégico: Este método € empregado principalmente na investigacdo
das formas extrapulmonares. A lesdo se apresenta como um granuloma
geralmente com necrose de classificacdo e infiltrado histiocitario de células
multinucleadas. Como estas apresentacdes ocorrem em outras patologias, o
achado de BAAR na lesdo é fundamental para auxiliar o diagnostico da
doenca (PANDOLFI et al., 2007).

v' Radiolégicos: O exame radiolégico permite a identificacdo de pessoas
portadoras de imagens sugestivas de tuberculose ou outras patologias, no
momento que o paciente apresenta baciloscopia positiva, sua funcao principal

€ permitir ou ndo, a exclusdo de outra doenca pulmonar associada, além de
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avaliar a evolugcdo radiologica do paciente, sobretudo aqueles que nao
respondem a quimioterapia (FERREIRA;GLASENAPP;FLORES, 2011).

v' Técnica de Biologia molecular: O desenvolvimento de técnica de biologia
molecular tem alterado profundamente a medicina moderna. Nos ultimos
anos, 4 analise de nucleotideos especificos tém demonstradoser de grande
importancia no diagndstico de doencas genéticas, infecciosa, neoplésicas e
causadas por bactérias (SPIES, 2007). Os novos métodos de diagndsticos
vém sendo desenvolvidos no intuito de substituirem os métodos diretos e 0
cultivo, sendo o teste ideal, pois apresenta alta especificidade, rapidez no
resultado e reducdo dos custos (LIMA et al., 2008). O mecanismo gendmica
associado a resisténcia do M. tuberculosis geralmente envolvem mutacdes
nos genes que codificam determinadas proteinas que sdo inibidas pelas
drogas que as metabolizam. Através de métodos moleculares estas mutagoes
podem ser detectadas com maior rapidez, alta sensibilidade e especificidade
(FREITAS; SIQUEIRA; ALBANO, 2009). A reacdo em cadeia mediada pela
polimerase (PCR) vem ganhando destaca que no campo da ciéncia, surgindo
como uma ideia promissora da técnica de biologia molecular, diagnosticando
rapidamente a doencas infecciosas (ASSIS et al., 2007).

2.5 TRATAMENTO

O tratamento da tuberculose € largamente dependente da aderéncia do
paciente ao esquema a ser seguido. O esquema terapéutico atualmente em uso é
altamente efetivo e cedido gratuitamente, com capacidade para curar praticamente
todos os casos (CAMPANI; MOREIRA; TIETBOHEL, 2011). Apesar dos farmacos
antituberculosos combaterem de maneira eficaz o microrganismo eles podem
ocasionar efeitos colaterais indesejaveis, como: intolerancia gastrointestinal que
pode advir de qualquer farmaco usado levando ao aparecimento de inapeténcia,
nauseas, azia, dor epigastrica e abdominal (ROSA, 2006). Os efeitos colaterais
principalmente os mais graves, estédo relacionados a uma taxa maior de abandono
do tratamento, uma vez que acarretam maior tempo de terapia e maior numero de

hospitalizagédo, consultas ambulatérias e domiciliares (VIEIRA; GOMES, 2008). Uma



27

das medidas terapéuticas para a prevencdo, em individuos contaminados pelo M.
tuberculosis e com risco de adoecer é a quimioprofilaxia, que € definida como o uso
de drogas capazes de impedir que um individuo contaminado pelo microrganismo
venha desenvolver a doenca (PAULA, 2009).

Os esquemas de tratamento da tuberculose no Brasil sédo padronizados desde
1979 pelo Ministério da Saude (ARBEX et al., 2010). Na ultima norma técnica,
publicada em outubro de 2009, o tratamento indicado para todos os novos casos de
tuberculose pulmonar, extrapulmonar, assim como para todos 0s casos de recidiva e
de retorno ap6s o abandono do tratamento, € a utlizagdo de quatro drogas:
pirazinamida e etambutol, isoniazida e rifampicina (ARBEX et al., 2010).

Um esquema de tratamento para TB é adequado no momento em que
oferece elevadas taxas de cura, poucos efeitos adversos e baixa resisténcia da
doenca. Com a associagcdo da rifampicina, isoniazida, etambutol e pirazinamida,
esses paramentos sdo alcancados desde que o0s medicamentos sejam
administrados nas doses corretas e pelo tempo adequado. Assim, podem alcancar
taxas terapéuticas proximas a 100%, taxas de trocas de esquema por toxicidades
menores do que 5% e taxas de recidivas também inferiores a 5% (PICON et al.,

2007).

2.5.1 Drogas Anti-TB

As principais drogas de uso no tratamento da tuberculose s&o conhecidas
como de primeira linha que envolve a associacdo dos farmacos Isoniazida (INH),
rifampicina (RMP) e a pirazinamida (PRZ) por um periodo de seis meses. O
etambutol (ETB) também e utilizado no tratamento quando ndo ha resposta
adequada ao esquema inicial. Durante o periodo de tratamento, o paciente recebe
doses diarias dessas drogas, administradas em formulacbes separadas, sendo

tomado um de cada vez, uma vez ao dia (ROSA, 2006).
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2.5.2 Rifampicina

A rifampicinaé um composto semi-sintético produzido a partir darifampicinaB,
obtida pela fermentacdo do Streptomycesmediterranei. Essa rifampicina apresenta
baixa atividade antibacteriana, no entanto, apds transformacdo quimica ou
enzimatica, pode-se produzir a rifampicina SV que é muito mais potente que o seu
percussor, a rifampicina B. Devido resultado, a industria farmacéutica produziu
grande quantidade de andélogos da rifampicina SV, sendo a rifampicina o que
apresentou melhor atividade antibacteriana com o6tima disponibilidade oral (LEAL,
2010).

FIGURA 02. ESTRUTURA QUIMICA DA RIFAMICINA
FONTE: LIMA et al., 2011.

O mecanismo de a¢do do farmaco é baseado durante a fase de crescimento
do microrganismo unindo-se ao RNA polimerase, bloqueando assim, a sintese de
RNA mensageiro que produzira proteinas essenciais para a informacao genética do
microrganismo. Tem como metabolito ativo o desacetilrifampicia, transformado
rapidamente e liberado na circulagéo enterro-hepati (SOUZA, 2005).

A rifampicina € uma droga potente contra o M. tuberculosis e atua
semelhantemente em outros patégenos do mesmo género, incluindo M. leprae, M.
Kansassi, M. phlei. A biodisponibilidade ap6s administracéo oral € proxima a 100%

mantendo concentracdes séricas terapéuticas ativas por 12 a 16 horas (BISAGLIA et
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al., 2010). O tratamento com rifampicina pode induzir a disfuncdo hepatocelularno
inicio do tratamento. A rifampicina € um indutor potente do sistema hepatico CYP450
aumentando assim o0 metabolismo de muitos outros compostos. A rifampicina
interage também com outros farmacos antirretrovirais e afeta os niveis plasmaticos

dessas drogas, causando maior hepatotoxicidade (TOSTMANN et al., 2009).

2.5.3 Isoniazida

A isoniazida(INH) é uma hidrazida do aé&cidoisonicotinico, descoberto em
1952, po6 cristalino branco ou cristais incolores sollveis facilmente na agua,
ligeiramente solGveis no alcool e muito pouco solUveis no éter (Lima et al., 2011). A
isoniazida é um pro-fArmacooriginada de um metabolito potente, ligando-se a
proteina ACP redutase NADH-especifico capaz de oxidar os grupos protéicos que
irlam atuar na sintese do acido micolico, sendo assim, com a depredacdo do mesmo
ocorrerd a morte bacteriana. A monoterapia com isoniazida tem sido empregada
para tratamento da TB latente (TIBOLA, 2009).

V.

FIGURA 03. ESTRUTURA QUIMICA DA ISONIAZIDA
FONTE: LIMA, et al., 2011

A (INH) tem rapida absorcdo no trato gastrintestinal e apresenta ampla
distribuicdo pelos tecidos e liquidos corporais tém boa penetracdo no tecido

caseoso, e sua concentragdo € inicialmente mais elevada no plasma e no musculo
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que no tecido infectado, porém este ultimo retém o farmaco por longo periodo de
tempo, em quantidades bem acima das necessidades para acdo bacteriostaticas
(LEAL, 2010).

A (INH) é empregada tanto para o tratamento como para a prevencao da TB.
E administrada por via oral, atingindo concentracdo plasmatica maxima de uma a
duas horas apés a administragdo sem interrupcado. Por ser um medicamento de
excrecdo pelos rins, requer ajuste da dose, se administrado a pacientes com
insuficiéncia renal (BISAGLIA et al., 2010) . A isoniazida é a droga eleita para a
quimioprofilaxia da TB apés trés horas de sua administracdo a concentracao
inibitéria. minima no sangue € de 50 a 90 vezes maior do que 0 necessario para
eliminar o bacilo da tuberculose. Além do mais, tem forte poder bactericida, sendo o
farmaco como maior niumero de reacdes adversas descritas, além de apresentar
baixo custo (TIBOLA, 2009).

2.5.4 Pirazinamida

A Pirazinamida (PRZ) é um po cristalino branco, ligeiramente sollvel na 4gua,
pouco soluvel no alcool, éter e no cloreto de metila. Sua sintese foi descoberta pela
primeira vez em 1936, a sintética € baseada na esterificacdo do acido pirazindico,
com acido cloridrico em metanol, que leva a obtencdo do pirazinoato de metila, que
apos sofre uma reacdo de substituicdo por adicdo de NH3 a carbonila é eliminado
com a producéo da PRZ (LIMA et al., 2011)

A PRZ tem habilidade de inibira populacdo dos bacilos semi-dormentes
residindo em meio &cido, e que ndo saoefetivamente mortos quando administrado
outra droga antimicrobiana. Por esta droga possuir atividade frente ao bacilo, a
adicao desta no esquema de tratamento da TB possibilitou a reducado de nove para

seis meses de tratamento (SPIES, 2007).
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FIGURA 04. ESTRUTURA QUIMICA DA PIRAZINAMIDA
FONTE: LIMA et al., 2011.

A PRZ possui acdo bactericida para bacilos intracelulares, mas se utilizada
isoladamente, leva ao rapido desenvolvimento de resisténcia, administracdo por via
oral, € bem absorvido pelo trato gastrointestinal (BISAGLIA, 2010). O farmaco possui
mecanismo de acdo ndo completamente esclarecida, porém acredita-se que sua
metabolizacdo seja hepatica, aproximadamente 70% do farmaco é excretada pela
urina (3% de formacdo ndo metabolizada), principalmente por filtracdo glomerular,
com meia-vidade 9-10hs, mas pode atingir até 26h em paciente com insuficiéncia

renal se ndo houver a correcéo da dose (ARBEX et al., 2010).

2.4.5 Etambutol

O etambutol (ETB) € um composto sintético, que possui atividade
bacteriostatica com baixa solubilidade em agua sendo rapidamente absorvido apos a
administracdo oral. E uma droga amplamente utilizada no esquemaprimario de
tratamento da tuberculose, pois atua diretamente sobre a sintese do M.

tuberculosise outras microbactérias(LIMA, 2011).
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FIGURA 05. ESTRUTURA QUIMICA DA ETAMBUTOL
FONTE: LIMA, et al., 2011

Utilizado no tratamento da tuberculose, atuam sobre os bacilos intracelulares
e extracelulares, normalmente os de multiplicacdo rapida, sua acao é bacteriostatica
nas doses usuais, apresentando poucos efeitos colaterais (ARBEX et al., 2010). E
bem absorvido por via oral e excretado por via renal, devendo ter doses corrigidas
na insuficiéncia renal, tem sido a droga de escolha para associar ao esquema |
(isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol) quando se deseja uma seguranca
maior em evitar resisténcia aos farmacos, ou abandono do tratamento com nova
iniciativa e tratamento em regides onde a dificuldade de monitoramento da
quimioterapia (NADER, 2008).

2.6 TRATAMENTOS DIRETAMENTE OBSERVADO DE CURTA DURACAO (DOTS)

DOTS compreende tratamento diretamente observado de curta duracdo. A
estratégia do DOTS caracteriza-se pelo monitoramento dos pacientes em uso de
medicamento e observacdo da administracdo adequado do mesmo. Constitui-se por
um corpo de medidas que se completam, constituido pela OMS (Organizagao
Mundial de Saude) como cinco componentes importantes (MUNIZ, 2006): 1)
deteccdo de casos por baciléscopia entre os que apresentam sintomas respiratorios
caracteristico com a doenca; 2) tratamento padronizado, diretamente observado e
monitorado; 3) fornecimento regular de medicamentos; 4) Registro e informacao que
assegure a avaliacdo do tratamento; 5) prioridades entre as politicas publicam de
saude (SA et al., 2008).

Em 1998, ocorreu a implantagdo do Plano Nacional de controle da

Tuberculose (PNCT) no Brasil definindo a tuberculose como prioridade entre as
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politicas publica de saude, estabelecendo diretrizes para agdes, e fixa metas para o
alcance de seus objetivos (SOUZA, 2005). Segundo Villa, (2010) as estratégias
consistem em aumentar as taxas de cura acima de 95% até mesmo nos paises mais
pobres, prevenindo novas infec¢des por individuos com possivel desenvolvimento de
resisténcia a drogas em uso.

No Brasil, a estratégia DOTS foi adotada em 1998 no Plano Nacional de
Controle da Tuberculose (PNCT). Em 1998 a estratégia DOTS estava disponivel
apenas para 3% da populacdo. Com aumento de 34% em 2003 e atualmente cobre
75% da populacéo brasileira (PAULA, 2009). O paciente em DOTS nao fica sé com
a responsabilidade de adesdo ao tratamento, os profissionais de salde, secretarias
governamentais, e a comunidade também compartilharam com a responsabilidade, e
a estratégia fornece uma série de servicos de suporte que o doente necessitara para
continuar o tratamento sem interrupgcédo (GONZALES et al., 2008).

Para um efetivo controle da tuberculose é necessario organizar o0s servi¢cos de
saude, considerando a flexibilidade das equipes no acompanhamento do paciente,
podendo a supervisdo ocorrer no préprio domicilio ou mesmo no local de trabalho,
além de poder ser realizada por alguém treinado, responsavel que o paciente aceite
(PAULA, 2009).

Diante do quadro de persisténcia e crescimento da tuberculose no Brasil, os
maiores desafios do PNCT, consistem em ampliar suas metas que sdo: o
Tratamento Supervisionado (TS), cobertura das ac¢des de controle da TB, diminuir o
namero de abandono e incrementar a taxas de cura (SOUZA, 2010). Anualmente,
cerca de 75.000 casos de TB s&o notificados no Brasil. O Ministério da Saude
prop6s um novo sistema de tratamento para a doenga, a partir de 2009.
Basicamente, as mudancas promovem: alteracdo das dosagens de pirazinamida e
Isoniazida; introducdo de uma quarta droga, o etambutol, nos dois primeiros meses
de tratamento; e formulacdes dos quatros principios ativos em um unico comprimido
melhorando a aceitagcdo do paciente(SIQUEIRA, 2010). Segundo, a Secretaria de
Vigilancia em saude (SVS, 2009), O acréscimo do etambutol no tratamento
aumentara significativamente a protecdo contra a expressao fenotipica de possiveis
mutacdes genéticas do M. tuberculosis especialmente a multirresisténcia. A escolha
da droga para compor 0 novo esquema deve-se a sua ampla e longa utilizacado na

maioria dos paises afetados pela tuberculose, demonstrando elevada eficacia e
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seguranca. Os medicamentos para tratamento da tuberculose é distribuido pela rede
publica de saude, totalmente gratuito e segue-se um esquema terapéutico que
combina véarias drogas (SPIES, 2007).

Tratamento padrdo para a TB primaria

Farmaco Tempo de uso Acdao principal
Isoniazida 6 meses Bactericida
Rifampicina 6 meses Bactericida
Pirazinamida 2 meses Esterilizante
Etambutol 2 meses Prevenir a

resisténcia

FONTE: Revista Virtual Quimica 2011

No Brasil o esquema medicamentoso para tratamento da TB é padronizado
de acordo com a forma clinica e a histdria de tratamento anterior. Qualquer que seja
0 esquema adotado, a posologia é de uso diario. (SOUZA; SILVA, 2010).

A terapéutica ainda € longa (seis meses), e seu abandono ou irregularidade
de administracdo sao frequentes, constituindo ainda hoje no século XXI, um dos
maiores desafios para os gestores de saude (WENDLING; MODENA; SCHALL,
2012). Entre os principais aspectos relacionados a dificuldade de aderéncia ao
tratamento medicamentoso da tuberculose estdo a terapia prolongada e o
aparecimento de efeitos adversos como desconforto abdominal, anorexia, astenia e
nauseas, com ou sem vOmitos, podendo-se observar ictericia, apresenta
aindaintolerancia gastrointestinal que pode aparecer de qualquer um dos farmacos
administrados (ROSA, 2006). Outro efeito adverso comum no uso medicamentos
para tratamento da tuberculose é a hepatotoxicidade. A maioria das drogas
administrada é metabolizada no figado tornando este 6rgdo vulneravel a lesdes
hepaticas, acarretando sintomas indesejaveis levando ao abandono do tratamento
(TOSTMANN et al., 2009). Elevacdo das transaminases hepaticas sem
apresentacao clinica € um episddio comum apos o tratamento anti-TB, mas a
hepatotoxicidade sintoméatica pode ser fatal se ndo houver intervencdo. A partir da

primeira linha de anti-tuberculastico administrado, isoniazida, rifampicina e
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pirazinamida, j& podera haver potencial comprometimento do figado (KHALILI,
2009). O abandono do tratamento é comum entre 0os que aderem a terapia, caso isto
ocorra, € necessario o reinicio do tratamento e a utilizacdo de outros farmacos,
devido ao aparecimento de cepas resistentes (SOUZA, 2005).

A forma clinica da doencga caracterizam-se por 60,7% pulmonares com
bacilocospia positiva, 24,9% pulmonares sem confirmacgdo bacterioldgica e 14,4%
extrapulmonares (pleurais e ganglionares periféricas principalmente). A TB no Brasil
predomina no sexo masculino, na relacdo de 2 para 1, em relacdo o sexo feminino
(HIJJAR, 2005). Assim como em qualquer outra doenca infectocontagiosa, a
suspeita da TB comeca com a presenca de um quadro clinico arrastado de febre
baixa, sudorese noturna, indisposicdo astenia e perda de peso, podendo vir
acompanhada ainda de varios outros sintomas. Quando a lesdo € pulmonar, pode
haver tosse produtiva acompanhada de sangramento respiratério. Nas formas
extrapulmonares, os sinais e sintomas dependerdo do 6rgdo afetado. (CAMPOS,
2006). O diagnéstico tardio da TB pode resultar apresentacdes mais grave da
doenca, com maiores sequelas em longo prazo, maior mortalidade e perpetuacao da
cadeia de transmisséo, 0s sinais e sintomas precoces e 0 pronto inicio do tratamento
medicamentoso sdo fundamentais para um efetivo controle da doenca. O
conhecimento dos fatores associados ao atraso no diagnostico pode ser importante
para apontar possiveis estratégias para reducdo desse atraso (Machado et al.,
2011). Fatores relacionados ao doente bem como aos servicos de salude podem
contribuir para essa demora na realizacdo do diagndstico da tuberculose muitos
desses estao interligados a organizacéao dos servicos de saude seja eles publico ou
privados (OLIVEIRA et al., 2010). O fato de os individuos infectados ndo terem
acesso aos servicos de saude contribui para que muitos casos ndo sejam
diagnosticados, contribuindo assim uma desigualdade em saude. A deterioracdo dos
servicos publico de saude vem resultando em dificuldades de acesso a esses
servico, dificuldades de acesso a informacgéo, falha na distribuicdo de farmacos anti-
tuberculose e recursos humanos treinados, notificagdo e acompanhamento do
paciente com TB, figurando obstaculo para o controle da doenca (SCATENA et al.,
2008).

A prevencdo da doenca depende intimamente que os gestores de saude
realizem de modo eficiente as atividades de identificagdo dos novos casos como:
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rapida intervencdo em grupos com maior risco (incluindo pessoas sem-abrigo e
toxicodependentes), controle adequado ao tratamento e prevengcdo de novos
casosprincipalmente nas areas com maior transmisséo da doenca (BIERRENBACH,
2007).

2.7 CUIDADOS FARMACEUTICOS AOS PACIENTES COM TUBERCULOSE.

Por mais conhecida que seja a tuberculose, sua forma de transmissao e como
evitar o contagio, ainda falta informacdes para o paciente em fase de tratamento.
Pois muitos deixam de tomar os medicamentos receitados, logo apds os primeiros
dias de tratamento, quando ja esta surgindo diminuicdo dos sintomas e pequena
melhora no quadro clinico da doenca. Isso € grave, porque a interrupcao causa
resisténcia das bactérias aos medicamentos administrados e ineficiéncia do
tratamento (DALENOGARE, 2009). Quando a terapia aplicada € interrompida pelo
doente, os bacilos evoluem rapidamente para forma mais resistente, a chamada
resisténcia adquirida ou multirresisténcia as drogas. Deixando de fazer o tratamento
adequado os sintomas da tuberculose voltam a se manifestar, entdo o doente tera
que reiniciar o tratamento, mas o0 bacilo ja estard mais resistente aquele
medicamento usado de inicio, necessitando entdo de medicamentos mais potentes,
mais raros e mais caros e com uma terapia mais longa.

O Farmacéutico tem a responsabilidade de acompanhar constantemente o
paciente em fase de tratamento da tuberculose, avaliar a utlizacdo de
medicamentos, evitar usos incorretos e, ainda, educar a populacao e informar aos
profissionais das Equipes de Saude da Familia sobre o uso racional das drogas anti-
TB por intermédios de a¢des que disciplinem a prescricdo, a dispensacdo e uso
(BRASILEIRA, 2008). Alem de acompanhar o tratamento da tuberculose, é dever do
farmacéutico informar a populagdo sobre a transmissdo e orientar quanto seus
efeitos adversos causados, pois poucos tém informacéo sobre os efeitos colaterais
dos medicamentos usados no tratamento, que levam muitos a desistirem do
tratamento aja visto que estes efeitos adversos causam reacdes indesejadas no

inicio do tratamento, mas que é passageiro, porém algumas drogas podem evoluir
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para a chamada resisténcia medicamentosa podendo levar o organismo a

desenvolver mutagenicidade deriva de qualquer uma das drogas (SANTOS, 2012).

2.8 AGENTES MUTAGENICOS

A ingestdo de alimentos e medicamentos € um a das principais vias de
exposicao do homem a diferentes compostos, visto que uma mistura complexa de
agentes quimicos € encontrada nos alimentos e medicamentos. Algumas das
substancias presentes podem ter efeitos mutagénicos e/ou carcinogénicos isto é
podem induzir a mutacdées no DNA, e podem favorecer o desenvolvimento de
tumores enquanto outras podem atenuar ou anular tais efeitos (ANTUNES;
ARAUJO, 2000). Algumas alteracdes provocadas por agentes quimicos, fisicos ou
biolégicos séo prejudiciais as células, uma fez que afetam processos vitais como a
duplicacdo e a transicdo génica. As alteracbes também podem causar mutacdes e
aberracdes cromossémicas, fendmeno esse que pode levar ao aparecimento de
cancer e atéa morte celular (BARBOSA et al., 2008).

Uma substancia é considerada mutagénica quando tem a capacidade de
reagir com o DNA diretamente ou apés sua ativacdo metabdlica, produzindo danos
em sua estrutura ou funcdo. Ocorrendo a mutacdo (BARBOSA et al., 2008).

As microbactérias produzem enzimas hidroliticas ou farmaco-modificadores
como as B-lactamases entre os fatores acetiltransferase. Estes fatores explicam a
resisténcia natural de muitas espécies de microbactérias aos antibioticos usados
frequentemente no tratamento da TB. Quando exposto ao tratamento
medicamentoso, estas drogas cria uma pressao seletiva para mutantes resistentes
(ROSSETTI, 2002).

2.9 TESTES DE MICRONUCLEOS.

O micronucleo € um nucleo adicional e separado do nucleo principal de uma
célula durante a divisdo celular por cromossomos ou fragmentos de cromossomos

que se atrasam em relagdo ao demais. Resulta de alteragbes estruturais
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cromossomas espontaneos ou experimentais induzidos, ou ainda de falhas no fuso

celular, sdo menores que o nucleo principal (KERN, 2006).
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FIGURA 06. Formacao de micronucleos.
Fonte: F&o et al., 2012

Os efeitos mutagénicos podem ser observados por meio da formacao de
microndcleos, que sdo pequenos corpos contendo DNA  (acidos
desoxirribonucleicos), localizados no citoplasma, resultantes de quebras
cromossOmicas, formando fragmentos acéntricos, como cromossomos inteiros que
ndo se predem ao fuso mitético e se atrasam durante a anéfase do ciclo celular
(FAO et al., 2012). O teste de microntcleo é um teste realizado no intuito de detectar
substancias mutagénicas que gquebram os cromossomos ou interferem na formacéo
do fuso mitético, alterando a distribuicdo equitativa dos cromossomos durante a
diviséo celular (FLORES; YAMAGUCHI, 2008).

Varios estudos tém comprovado a eficacia do teste de micronucleo como
indicador de danos citogenéticos em células do epitélio de revestimento oral,
brébnquico e esofagico Um elevado aumento da frequéncia de microndcleos na
mucosa oral € indicativo de elevacdo das taxas de mutacdo e esta intimamente
relacionada com o desenvolvimento de carcinomas de mucosa oral (CARVALHO et
al., 2002). O aspecto mais importante do Teste de Micronlcleo é que permite
identificar eventuais aumentos na frequéncia da mutacdo em células que sé&o
expostas a uma gama de agentes genotOxicos, por iSso capaz de expressar 0S
danos no cromossomo. Assim o teste de micronucleo é originalmente, entre o0s
testes citogénicos o que fornece uma medida de confianca da perda do cromossomo
e da ruptura (FLORES; YAMAGUCHI, 2008).
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O teste de micronucleo é um teste considerado um procedimento, rapido,
barato, ndo invasivo, podendo ser repetido varias vezes, para prevencdo e
monitoramento de pessoas que fazem uso abusivo de alcool, tabaco, medicamentos
e/ou outras substancias mutagénicas (CARVALHO et al., 2002).

Os anti-tuberculasticos sdo farmacos que agem no sentido mais genuino do
termo, farmakon, do grego, que significa aquilo que € simultaneamente veneno e
remédio, com potencial de cura, mas também de provocar efeitos adversos de
variavel natureza e gravidade, alguns dos quais podendo ser fatal (BISAGLIA et al.,
2010).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Identificar a frequéncia de micronucleosem células bucais de individuos em

fase de tratamento por drogas antituberculaticas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Calcular diferencas celulares entre individuos normais e tuberculosos
durante o tratamento antituberculastico.

e Monitorar danos genéticos em portadores de tuberculose;

e Caracterizacao social e demogréfica dos pacientes com tuberculose
pulmonar;

e [Favorecer um controle saudavel associado a idade, género e renda

familiar.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 Populagbes Amostradas

Este trabalho foi desenvolvido com a participacdo dos portadores de
tuberculose pulmonar atendidos no Posto de Saude do (setor 2) do municipio de
Ariquemes-RO.

ApoOs receber parecer favoravel do comité de Etica em Pesquisa do Centro
Universitario Luterano de Manaus — CEULM / ULBRA, (anexo 1) foram selecionados
aleatoriamente 5 voluntarios que compareceram no Posto de Saude supracitado
com diagndéstico confirmado de tuberculose pulmonar de acordo com 0s seguintes
critérios de incluséo:

a) Possuir idade superior a 18 anos;

b) Ambos os géneros;

c) Possuir tuberculose pulmonar priméaria;

d) Ter iniciado o tratamento de tuberculose de primeira linha ou esquema
1 (RHZE) por no minimo 30 dias;

e) Estar ciente e de acordo com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE) (Apéndice A).

Como critérios de exclusdo serdo considerados:

a) Uso de medicamentos que nao sejam Rifampicina, Izoniazida,
Pirazinamida ou Etambutol;

b) Estiver realizado tratamento fitoterapico para qualquer enfermidade;

c) Possuir ulceracdes ou outras lesdes na cavidade oral;

d) Uso de enxaguante bucal diariamente;

e) Portadores de HIV-1, neoplasias ou doencgas auto-imunes.
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4.1.2 Controle

Para o grupo controle foram selecionados aleatoriamente (no patio) 5
voluntarios, académicos da Faculdade de Educacdo e Meio Ambiente (FAEMA), que
ndo possuiam histéria de tuberculose (pulmonar ou ndo) de acordo com o0s
seguintes critérios de inclusao:

a) Possuir idade superior a 18 anos;

b) Ambos os géneros;

c) N&o possuir ou ter possuido tuberculose pulmonar;

d) Estar ciente e de acordo com o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE).

Como critérios de exclusdo serdo considerados:

a) Tratamento medicamentoso ou fitoterapico para qualquer enfermidade
nos ultimos seis meses;

b) Possuir ulceracdes ou outras lesdes na cavidade oral;

c) Uso de enxaguante bucal diariamente;

d) Portadores de HIV-1, neoplasias ou doencgas auto-imunes.

4.1.3Procedimentos Gerais

Este trabalho compreendeu sucessivamente a acolhida e apresentacdes:
TCLE e (Apéndice 1), avaliacdo e aplicacdo de um questionario simplese
objetivo(Apéndice?2), retirada (por esfoliacdo) da mucosa oral, preparacdo de laminas

e contagem e identificacdo de alteragcbes celulares.

4.1.4 Avaliacdo e Questionario

Os voluntarios tuberculosos foram avaliados individualmente no Posto de
Saude do setor 2 ou em sua propria residéncias (apenas no caso dos mesmos nao
poderem se deslocar até o local da coleta). Os académicos voluntarios (controle)
foram avaliados no laboratério de Parasitologia da FAEMA. Para todos os
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voluntarios (tuberculosos e controle)foi aplicado um questionario simples e objetivo.
(Apéndice 2).

4.1.5Procedimentos para Amostragem

Todos os voluntérios (controle e tuberculosos) realizaram enxague bucal com
agua destilada (em trés repeticbes) para remover restos de saliva e mucosas de
superficie. Em seguida foram realizada esfoliacdo no interior de ambas as
bochechas para maximizar a amostra celular e eliminar qualquer viés desconhecidos

que podem ser causados por amostragem em apenas uma face.

Figura 7- Escova de amostragem (Papanicolau)
Fonte:Cralplast, 2011.

Conforme Thomas et al., (2009) a esfoliagao foi obtida utilizando uma escova
de amostragem descartavel semelhante a utilizada para o exame Papanicolau,
realizando 10 rotagbes da escova em movimentos circulares contra a parede das
bochechas, iniciando no centro das bochechas e aumentando gradativamente a
circunferéncia produzindo um efeito de espiral para aumentar a amostragem de uma

area maior e evitar a erosdo continua em uma unica regiao.
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4.1.6 Armazenamento e Transporte da Amostra

ApoOs a esfoliacdo, a cabeca da escova foi colocada em um recipiente (tubo
de ensaio) com uma solucdo tampédo contendo: 0,01 M Tris Hidrocloreto (tris-HCL),
0,1 MAcidoetilenodiaminotetracético (EDTA) e 0,02 M Cloreto de s6dio (NaCL) com
pH 6,8, girando de modo que as células ficaram desalojadas e liberadas na borda
interna do recipiente, em seguida os tubosforam vedados firmemente a fim de evitar
0 extravasamento de células (durante o transporte para o laboratdrio) e em seguida

agitados para dissolver a esfoliacao.

4.1.7Preparacado das Laminas

No laboratério de Bioquimica da FAEMA os tubosforam centrifugados a
10.000rpm por 10 minutos, em seguida, o sobrenadante foi descartado e 5 ml da
solucdo tampéo foi adicionada para mais uma "lavagem" em vortex das células
favorecendo a remocao de bactérias. Esse procedimento foi repetido mais duas
vezes, totalizando trés lavagens. Na ultima lavagem, foi acrescentado uma mistura
homogénea de triariimetano a 0,1 % e xantenos a 0,1% (primeiro e segundo frasco
do Kit Panético Rapido LB) em proporcédo a trés quartos do pellet branco ao fundo
do tubo e em seguida novamente suspenso em vortex.

Em sequéncia, para o preparo das laminas, foi retirado a solucéo do tubo e
pingado 3 gotas em laminas pré aquecidas a 37°C com auxilio de uma pipeta de
Pasteur (Figura 8) e colocadas para secar em temperatura ambiente durante 10

minutos.

Figura 8 - Pipeta de Pasteur

Fonte:Pro-analise, 2011.
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Apébs a secagem as laminas foraminseridas em uma solucéo de tiazinas a 0,1
% (terceiro frasco do Kit Panético Répido LB) sendo mergulhadas 10 vezes no
recipiente com submersdo de 1 segundo de duracdo. Posteriormente, as laminas
foram lavadas em agua destilada para retirar 0 excesso de corantes e secas a

temperatura ambiente.

4.1.8 Critérios de ldentificacdo e Contagem

Em cada lamina foram contabilizados fragmentos extra-cromossomicos de
DNA citoplasmaticos que serdo contados como micronucleos.

A andlise das células foi feita com auxilio de um microscépio comum,
binocular com lente objetiva de 100X e oculares de 10X.

Para os critérios de marcacao e identificacdo dos tipos de celulares serdo
utilizadas as metodologias utilizadas por Thomas et al., 2009; Tolbertet al., 1991.

Conforme Thomas et al., (2009), as células com micronucleos (MN) foram
caracterizadas pela presenca de dois nucleos, sendo um nucleo principal e um
ndcleo menor (variagdo entre 03/01 e 16/01).

Foram contabilizadas 1.000 células por individuos e identificado o niumero de
MN em 1.000 células.

Apoés a varidvel em questdo (micronucleo) ter passado pelo teste estatistico
(Biostat 5.0) de normalidade Shapiro-Wilk, aplicou-se o teste t de Student para

verificar se havia diferenca estatistica entre as medias dos grupos supracitados.
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FIGURA9 — MICRONUCLEO

Fonte: o autor

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ANALISES DE MICRONUCLEO

Os resultados obtidos por meio da analise mutagénica das células esfoliadas
da mucosa oral estéo representados na (tabela 1)
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Tabela 1. Nomero e média de Micronucleo (MN) em células bucais no grupo dos
voluntarios em uso de drogas antituberculinicas e voluntarios do controle negativoa

cada 1000 células por laminas.

Controle Negativo Em Tratamento
Voluntarios MN Voluntarios MN
1 16 1 26
2 10 2 32
3 8 3 36
4 5 4 57
5 13 5 38
6 9 6 22
7 13 7 29
8 16 8 42
Total 90 282
Média 11,2 35,2

Observando os dados da tabela acima, nota-se a média de 11,2 micronucleos
por 1000 células no grupo controle, ou seja, mostrando que a mesma encontra-se
dentro dos valores de normalidade para o presente trabalho.

O grupo em tratamento antituberculinico obteve uma média de 35,2 (P <
0.001) micronucleos por 1000 células, apresentando significancia estatistica quando
comparadas com o controle negativo, mostrando que os individuos que fazem uso

de drogas anti-TB possuem um fator de risco para mutac¢des das células bucais.
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GRAFICO 1 - Média de numeros de microntcleo encontrados em 1000 células

bucais. Significativo para *** (P<0.001).

A populacdo humana esta constantemente exposta a agentes toxicos e estes
em sua grande maioria sdo mutagénicos, agentes quimiopreventivos capazes de
agir concomitantescontra estes agentes seria a melhor estratégia de prevencédo de
neoplasias. Porém é extremamente delicado fazer esta estimativa visto que o0s
agentes mutagénicos estao livres no ambiente.

Comparando os resultados acima, os valoresapontam prevaléncia maior de
microndcleos no grupo em tratamento, estes aumentosjustificam a correlacdo
positiva entre os individuos em tratamento com drogas intibuberculastica, onde os
mesmos poderdo desenvolver mutacdes genicas. Em consonancia com Flores;
Yamaguchi et al., (2008), € preocupante o aumento da agdo mutagénica, pois muitas
se manifestaram ap6s anos, aumentando os danos causados no organismo,
trazendo seérias consequéncias ou malformacfes congénitas, caracterizando o0s
chamados efeitos cumulativos, o que contribui para a exposicdo a agentes
genotoxicos. Alguns voluntarios em tratamento faz uso de outras substancias, tais
como cigarro e hipertensivos, sendo considerado um fator importante para
aumentara exposi¢cao aos agentes mutantes.

De acordo com Rickes et al., (2010), Algumas variaveis socio demograficas,
hébitos de vida e algumas doencas influenciam diretamente sobre a incidéncia de

micronucleos, também corroboram para tal alteracfes idade e exposicdo a agentes
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toxicos. Em relacdo a idade, o voluntario em tratamentocom maior idade apresentou
maior numero de microndcleos em relacdo aos outros voluntarios.

Dentre os voluntarios em tratamento anti-TB apenas um fazia uso crénico de
tabaco, sendo que 0 mesmo apresentou maior nimero de micronucleosem relagéo
ao voluntario com maior idade. Segundo Furtado, 2002, pessoas em uso de cigarros
apresentam maior complicagdes pulmonares, fumantes tem 70% maior risco de
morte por cancer, doencas cardiovascular, quando comparada a nao-fumantes, com
diagnoésticos confirmados para tuberculose os problemas pulmonares se tornam
maiores, Vvisto que a mesma acomete principalmente os pulmdes.

Em consonéancia com Lima et., 2011, os farmacos para tratamento da TB
resistente preconizado pela organizacdo Mundial de Saude, tem duracdo que varia
entre 18 e 24 meses, mais potente que os de primeira escolha, e melhor tolerado
pelo paciente, porém algumas desvantagens contribuem para o fracasso do
esquema terapéutico. Esses farmacos sao extremamente toxicos podendo causar

danos irreversiveis ao organismo.
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CONCLUSAO

Conclui-se com o0 presente estudo que 0s pacientes em tratamento com
drogas anti-TB apresentaram efeito mutagénico (P < 0.001) quando comparadas
com o controle negativo. Observou-se também que os voluntarios em tratamento e
que fazem uso frequente de tabaco tiveram as concentracfes maiores de
microndcleo quando comparadas ao grupo controle, sendo consideradas provaveis
referéncias maléficas para efeitos mutagénicos em células da mucosa oral em
humanos, outro fator importante observado no estudo foi 0 aumento de micronucleos
nos voluntarios em tratamento com maior idade, visto que a velhice contribui para o
aparecimento da doenca, pois o0 bacilo permanece por muito tempo na forma
dormente.

Devido a grande eficacia do teste de micronucleo para identificar danos
mutagénicos em células esfoliadas da mucosa oral a metodologia aplicada foi
satisfatoria para o presente trabalho. Sugerem-se novos estudos com diferentes
concentracbes a fim de eliminar possiveis fatores limitadores, tanto em células
humanas como também em células vegetais. Sugerem-se ainda novas pesquisas
excluindo tabagistas, diferencas exorbitantes entre idades e etilistas crénicosafim de

evitar fatores que possam falsear o resultado ou apresentar falsos positivos.
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